Ekstrakcija etanola visim alkoholima u proizvodnji
biogoriva iz obnovljivih izvora

Moharié, Lidia

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:032405

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnologki

Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet

Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:032405
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:2683
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:2683
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:2683

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, rujan 2017. Lidia Mohari¢
870/BPI



EKSTRAKCIJA ETANOLA VISIM
ALKOHOLIMA U PROIZVODNJI
BIOGORIVA IZ OBNOVLJIVIH
|ZVORA



Rad je izraden u Laboratoriju za biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju 1
tehnologiju piva i slada na Zavodu za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu pod mentorstvom prof. dr.sc. Predraga Horvata, Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te uz pomo¢ dr.sc. Antonije Trontel.

Diplomski rad je izraden u okviru HRZZ projekta ,,Odrziva proizvodnja bioetanola i
biokemikalija iz otpadnih poljoprivrednih lignoceluloznih sirovina®“ (SPECH-LRM; S$ifra
projekta 9158).



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za biokemijsko inZenjerstvo
Laboratorij za biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada

Znanstveno podrudje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

EKSTRAKCIJA ETANOLA VISIM ALKOHOLIMA U PROIZVODNJI BIOGORIVA 1Z
OBNOVLJIVIH IZVORA

Lidia Moharié¢, 870/BPI

SazZetak:

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti primjenu visih alkohola (pentan-1-ola, oktan-1-ola, nonan-1-ola
i oleil alkohola) kao ekstraktivnih otapala s visokim vreliStem za izdvajanje etanola iz fermentirane
podloge u integriranom bioreaktorskom sustavu. Ekstrakcija etanola je istrazivana u svrhu dobivanja
ekoloski, energetski i financijski ucinkovitijeg procesa od uobi¢ajeno primijenjene visestupanjske
destilacije. Istrazeno je toksi¢no djelovanje ekstraktanta na kulturu kvasca Saccharomyces cerevisiae i
ponasanje dvokomponentnih (ekstraktant—voda) odnosno trokomponentnih smjesa (ekstraktant-voda-
etanol) te u¢inkovitost razdvajanja organske faze od podloge. Izradeni su binodalni trokomponentni
dijagrami za sustave pentan-1-ol/voda/etanol, oktan-1-ol/voda/etanol, nonan-1-ol/voda/etanol i oleil
alkohol/voda/etanol. Na temelju binodalnih dijagrama izvrSen je proracun potrebnih koli¢ina otapala za
trostupanjski ekstrakcijski sustav i predloZen je sustav tehnoloske linije za izdvajanje etanola iz
fermentirane podloge.

Kljuéne rijeci: bioetanol, ekstrakcija , obnovljive sirovine, odrzivost

Rad sadrzi: 67 stranica, 45 slika, 12 tablica, 41 literaturnih navoda, 2 priloga
Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Kacic¢eva 23, Zagreb

Mentor: prof.dr.sc. Predrag Horvat
Pomo¢ pri izradi: dr.sc. Antonija Trontel

Stru¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. Prof.dr.sc. Bozidar Santek

2. Prof.dr.sc. Predrag Horvat

3. Izv.prof.dr.sc. Mirjana Curlin

4. Prof.dr.sc. Blazenka Kos (zamjena)

Datum obrane: 22. rujna 2017.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Graduate Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Biochemical Engineering
Laboratory for Biochemical Engineering, Industrial Microbiology and Malting and Brewing
Technology

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

EXTRACTION OF ETHANOL WITH HIGHER ALCOHOLS IN PRODUCTION OF
BIOGAS FROM RENEWABLE SOURCES

Lidia Mohari¢, 870/BPI

Abstract:

The aim of this work was to investigate the application of higher alcohols characterized by high boiling
points (i.e. pentan-1-ol, octan-1-ol, nonan-1-ol and oleyl alcohol) as extraction solvents for the ethanol
extraction from broth, fermented in the integrated bioreactor system. The goal was the development of
the ecologically, energetically and financially more efficient process than conventional multi-stage
distillation. Applied extractants were tested for its toxicity on the Saccharomyces cerevisiae yeast
culture. The behaviors of two-component systems (extractant-water) and three-component mixtures
(extractant-water-ethanol) were investigated toward the efficiency of separation of organic phase
(extract) and the water phase (rafinate). Binodal curves were constructed for systems: pentan-1-ol /
water / ethanol, octan-1-ol / water / ethanol, nonan-1-ol / water / ethanol and oleyl alcohol / water /
ethanol. Binodal diagrams were used for the calculations of required solvent amounts for the ethanol
extraction in the three-stage extraction system. The plants for ethanol production based on extractions
with higher alcohols were proposed.

Keywords: bioethanol, extraction, renewable raw materials, sustainability

Thesis contains: 67 pages, 45 figures, 12 tables, 41 references, 2 supplements
Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kacic¢eva 23, Zagreb.

Mentor: prof. dr.sc. Predrag Horvat
Technical support and assistance: dr.sc. Antonija Trontel

Reviewers:

1. PhD. Bozidar Santek, Full professor

2. PhD. Predrag Horvat, Full professor

3. PhD. Mirjana Curlin, Associate professor

4. PhD. BlazZenka Kos, Full professor (substitute)

Thesis defended: 22 September 2017



SADRZAJ stranica

U AV @ ] OSSPSR 1
2. TEORIISKI DIO ..ottt ettt ettt nns 2
2.1. Metode za izdvajanje etan0la..........cccciveiiiiiieic e e e 2

2. 1.0 DESHHACHA. ..ttt bbb n e r e 2
O No (o] o Lod | - RSP T TSP RSP PP 3
2.1.3. OZONIZACKIA e+ttt ekt e et b e b ettt R b b 3
2.1.4. SEPITANJE PHNOM.....iiiiiiiiteeee ettt nn e 3
2.1.5. PEIVAPOIACTA ...ttt b et bbb et e bt bt b b b e e 4
2.1.6. EKSTIAKCIJA ... vttt bbbttt 4

2.2. Ekstrakcija teKUCE-TEKUCE ....oouviiiiiiiieiicee e e 4
2.2.1. Otapala Za EKSIrAKCIJU .......ocveieieiieieisise et 6
O o1 1] 1 - ST PP PP PROPRPRPRRTON 11

2.3. Fermentacija na lignoceluloznim SirOVINAMA ..........cccoveiiieciiiie e 12
2.4, MIKIOOTGANIZIMI ..e.viivieiieciecic ettt sttt s re s e e be s ae e b e s beeseestesteenbesbeeneestesreeneeneens 12
3. EKSPERIMENTALNI DIO ...ttt ettt nsnne e 15
TN O |V = (=T 4 - L SRS USRI 15
TN N AV 11 ST (o TaT 2 1y OSSP 15
3.1.2. Kemikalije i hranjive poaIOge ........coviiiiiiicie e 15
3.1.3. APAratUra i PriDOT c..ovi ettt e sr e be e s reete e re st 16

KT V1< (oo SO SOPSSPTT 19
3.2.1. ANalitiCKe MELOTE ....eveiveiiieieieieee ettt se et enes 19
3.2.2. Izbor pogodnog organskog otapala za izdvajanje etanola............ccoovvevveevviceeieseeienenen 20

3.2.3. Istrazivanje ucinkovitosti razdvajanja organske faze u prisutnosti komponenata hranjive
podloge (hidrolizat lignoceluloznog kompleksa i kvasac Saccharomyces cerevisiae) ................ 22
3.2.4. Odredivanje toksi¢nosti otapala na kulturu stanica Kvasca........ccocvvvvvrviniieenieeneninenineene, 22

3.2.5. Ispitivanje ekstraktivnih i razdjelnih svojstava ekstraktanata u sustavu za kontinuiranu

BKSTTAKCIJU ...tk b et bbbttt bbbt 23
3.2.6. Izracun potrebnog broja stupnjeva ekstrakcije etanola organskim otapalima iz podloge .. 25

4, REZULTATI I RASPRAVA . ...ttt sttt st sttt sbe e nneesneesnaeaes 27
4.1. 1zbor pogodnog organskog otapala za izdvajanje etanola ...........cccoceveiereiiniiinee 27
4.1.1. Preliminarno istraZivanje ponaSanja dvokomponentnih smjesa...........cccccorrvrvveriririnernnn 27

4.1.2. Preliminarno istrazivanje ponasanja trokomponentnih smjesa i izrada trokutnih

trokomponentNin diJAgIamal ...........oooiiieieee e st sae e e enen 29



4.1.3. RavnoteZzne koncentracije, razdjeljivanje faza 1 izrada binodalnih krivulja za
trokomponentne smjese etanol-voda-organsko otapalo ............ccccceeveveiieic v 32
4.2. Istrazivanje ucinkovitosti razdvajanja organske faze ..........ccccvcvvviniiiiiiinine e 41
4.2.1. Istrazivanje ucinkovitosti razdvajanja organske faze u prisutnosti komponenata
fermentirane hranjive podloge (voda i kvasac Saccharomyces CErevisiag) ........c.ocevvevervivveruenne. 41
4.2.2. Istrazivanje uCinkovitosti razdvajanja organske faze u prisutnosti komponenata
fermentirane hranjive podloge (hidrolizat lignoceluloznog kompleksa i kvasac Saccharomyces
00=] =V T 1) ISP PP PPN 42

4.3. Preliminarno istraZivanje utjecaja otapala (pentan-1-ol, oktan-1-ol, nonan-1-ol ili oleil alkohol)

na rast kvasca Saccharomyces cerevisiae u tikvicama na treSiliCi ..........ccccoovevvvienie i 45
4.4. Istrazivanje ekstraktivnih svojstava ekstraktanata u kontinuiranom sustavu za ekstrakciju...... 48
4.5. Odredivanje broja potrebnih stupnjeva ekstrakcije etanola..........ccoevvviiiiiieninniienie e, 52
4.5.1. IzraCun broja potrebnih stupnjeva ekstrakcije za Sarznu ekstrakCiju .......cccevveeveeinernennne. 52
4.5.2. Odredivanje broja potrebnih stupnjeva ekstrakcije za kontinuiranu ekstrakciju................ 56

4.6. Prijedlog tehnoloSKOg IESENja.......cuviiiiiieiie e 61

5. ZAKLJIUCCT .....ccooovomiiiietieeieees st 63
B. LITERATURA ..ottt btttk b bbbt et b e bbbttt enes 64
0 = 31 0 74 OSSP 68

7.1. Bazdarni dijagrami za odredivanje volumnog udjela etanola i otapala (pentan-1-ola, oktan-1-ola,
nonan-1-0la i oleil alKONOIA)...........ccoi i e 68
OV ST E i LA o SRS SRR 73



Uvod

1. UVOD

Suoceno s neminovnim iscrpljivanjem fosilnih goriva (nafte, plina, ugljena) i1 politicko-
vojnim nestabilnostima u podrucjima proizvodnje istih, CovjeCanstvo se okreCe trazenju
alternativnih goriva i trazenju novih nacina iskoristavanja goriva. Moguéa zamjena fosilnim
gorivima su biogoriva (npr. biodizel, bioetanol, biobutanol), a primjer novih nacina uporabe
takvih goriva su gorivi ¢lanci (sluze za neposrednu pretvorbu kemijske energije sadrzane u
nekom kemijskom elementu/spoju u istosmjernu elektri¢nu struju). Na Zalost, biotehnoloska
proizvodnja biogoriva je danas tehnoloski najucinkovitija ako se uporabe sirovine koje inace
koristimo za proizvodnju ljudske hrane i hranidbu domacih Zivotinja (biljke i njihovi dijelovi
koji sadrze Skrob, jednostavne 1i/ili slozene Secere, ulja). Da bi se izbjeglo koriStenje takvih
sirovina i moguci nedostatak hrane, istrazuju se tehnoloski procesi u kojima bi se kao osnovne
sirovine Koristili sporedni proizvodi iz proizvodnje hrane (npr. stabljike kukuruza, uljane
repice, slame zitarica, masna tkiva i unutarnji organi zivotinja) ili otpadci iz drugih proizvodnji
i svakodnevnog zivota (npr. usitnjeni materijali iz drvne industrije, stari papir). To pak
zahtijeva uporabu postupaka djelomiénog ili potpunog razdvajanja lignoceluloznog kompleksa
na sastavne biopolimere: lignin, hemicelulozu i celulozu. Kemijskom i/ili enzimskom
hidrolizom mogu nastati fermentabilni Seéeri, pretezito pentoze iz hemiceluloze i heksoze iz
celuloza. Takvi procesi su energetski zahtjevniji od klasi¢ne proizvodnje biogoriva iz Skrobnih
1 ugljikohidratnih sirovina, pa odnos dobivene 1 uloZene energije po jedinici mase biogoriva
proizvedenog iz lignoceluloznih sirovina biva nepovoljniji. Da bi se izbjegla ta nepovoljnost,
nastoji se smanjiti potro$nja energije u procesima izolacije biogoriva iz fermentiranih komina.
U klasi¢noj proizvodnji bioetanola kompletna fermentirana podloga podvrgava se destilaciji.
Primjeni li se ekstrakcija etanola iz podloge hidrofobnim otapalom s vi§im vreliStem, moze se
destilaciji (ili pervaporaciji) podvrgnuti ekstrakt. Kako ekstrakt ima znatno manji volumen (i
manju masu!) od kompletne podloge, potrebno je manje energije za njegovu destilaciju nego
za destilaciju kompletne podloge. Sukladno navedenom, cilj je ovog diplomskog rada istraziti
primjenjivost visih alkohola kao ekstraktivnog otapala u proizvodnji bioetanola i predloziti
adekvatan tehnoloski proces. Pri tome ¢e se istraziti oni alkoholi koji se mogu relativno lako
proizvesti iz obnovljivih sirovina organsko/biotehnoloskim metodama (oleil alkohol, oktan-1-

ol, nonan-1-ol) ili se mogu dobiti iz organskih otpadaka (pentan-1-ol).
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. METODE ZA IZDVAJANJE ETANOLA

Etanol proizveden alkoholnom fermentacijom uz pomo¢ mikroorganizama sadrzava mnoge
nusprodukte koje je potrebno izdvojiti kako bi se dobio ¢isti etanol. Postoje uglavnom dvije
vrste obnovljivih izvora iz kojih nastaju nusprodukti, a to su Skrob i lignin. Nusprodukti
dobiveni iz Skroba ukljucuju estere, organske kiseline i vise alkohole, a nusprodukti dobiveni
iz lignina ukljucuju cikli¢ke i heterociklicke spojeve (Onuki i sur., 2008). Nusprodukti iz
fermentacije se uklanjaju destilacijom, medutim neki nusprodukti zaostaju u etanolu. Ako se
etanol Koristi za pi¢e i farmaceutsku primjenu, nije potrebna visoka kona¢na koncentracija
etanola. U tom slucaju daljnja destilacija je gubitak energije i novca (Onuki i sur., 2008).
Destilacija fermentiranih komina i dobivanje etanola tom tehnikom je energetski i financijski
zahtjevan proces. Zbog toga su pokrenuta mnoga istrazivanja kako bi se pronasla nova
ekoloski, energetski i financijski uéinkovitija tehnika izdvajanja etanola koja bi mogla

zamijeniti destilaciju (Onuki i sur., 2008).

2.1.1. Destilacija

Najpoznatija i najéesc¢e koristena industrijska metoda za izdvajanje etanola je destilacija.
Razdvajanje se odvija na temelju razlike u hlapivosti pojedinih komponenata smjese (Onuki i
sur., 2008) u kojoj dominiraju voda i etanol. Osnovni princip je da se grijanjem smjese,
komponente s niskim vreliStem koncentriraju u parnoj fazi. Kondenzacijom ove pare se u
tekucoj fazi dobiva veéa koncentracija manje hlapivih spojeva. Destilacija je jedna od
najucinkovitijih metoda razdvajanja. Medutim, ima nekoliko nedostataka. Jedan od njih je
relativno tesko razdvajanje grupe lako hlapivih spojeva. U proizvodnji etanola, destilacijska
kolona je napravljena za u€inkovito razdvajanje etanola i vode. Voda se dobiva na dnu, a etanol
na vrhu kolone. Oc¢ekuje se da ¢e se necistoce sa slicnim vreliStem etanolu naci u izdvojenom
etanolu ¢ak i nakon destilacije (Onuki i sur., 2008). Drugi nedostatak je nastajanje azeotropnih
smjesa, odnosno nemogucénost dobivanja proizvoda odredene Cistoce (koncentracije) bez

primjene dodatnih koraka izdvajanja kao S$to su adsorpcija na molekularnim sitima (Vane,



Teorijski dio

2008) ili uvodenje tre¢e komponente. U industrijskoj praksi su u uporabi visekolonski sustavi

za destilaciju u kombinaciji s molekularnim sitima (zeolitima).

2.1.2. Adsorpcija

Adsorpcija je separacijska tehnika koja koristi veliku unutarnju aktivnhu povrsinu
adsorbensa. Spojevi se jednostavno adsorbiraju na adsorbens ovisno o njihovim fizikalnim i
kemijskim svojstvima. Opcenito vrijedi pravilo da se vece Cestice vise adsorbiraju zbog njihove
niske difuzivnosti. Spojevi sli¢ne polarnosti povrsini adsorbensa se takoder bolje adsorbiraju
(Onuki i sur., 2008).

Tehnika adsorpcije se u pro¢is¢avanju etanola primjenjuje u dvije razli¢ite svrhe:

a) adsorpcija vode iz azeotropske parne smjese na zeolitskim molekularnim sitima (Huang
i sur., 2008) u svrhu postizanja koncentracije etanola veée od 96% (vol/vol),

(Onuki i sur., 2008) u svrhu dobivanja produkta visoke Cistoce.

2.1.3. Ozonizacija

Ozon je molekula koja se sastoji od tri kisikova atoma. Ozon moze razgraditi (oksidirati)
razliCite vrste spojeva jer ima snazan oksidacijski potencijal. Potpuna razgradnja spojeva
rezultira nastajanjem CO2, a djelomi¢na oksidacija promjenama u fizikalnim i kemijskim
svojstvima spoja, kao §to su povecanje hlapivosti, biorazgradivosti i smanjenje toksi¢nosti
(Onuki i sur., 2008). Neki spojevi ne mogu biti oksidirani ozonom i oni zaostaju nakon
ozonizacije. Dakle, ozonacijom mogu nastati novi spojevi koji moraju biti olaksano uklonjeni

nakon ozonizacije drugim metodama (Onuki i sur., 2008).

2.1.4. Stripiranje plinom

Stripiranje plinom je metoda razdvajanja koja se temelji na razli¢itoj hlapivosti spojeva.
Efikasnost separacije je dana Henryjevom konstantom (Onuki i sur., 2008). Spojevi sa niskim
vreliStem (nizim od etanola), kao S§to je npr. acetaldehid (koji je glavna nelisto¢a u
fermentacijskom etanolu), se mogu lakse izdvojiti stripiranjem nego drugim metodama (Onuki
i sur., 2008).
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2.1.5. Pervaporacija

Pervaporacija je metoda razdvajanja tekuc¢ih smjesa hlapivih komponenti djelomi¢nim
isparavanjem kroz poroznu ili neporoznu membranu. Izraz je nastao iz Cinjenice da se tu
odvijaju dva procesa: permeacija (prolazak) kroz membranu i isparavanje. Razdvajanje je
bazirano na selektivnosti membrane za permeaciju i na hlapivosti komponenti u permeatu.
Efikasnost separacije pervaporacijom je uglavnom odredena svojstvima membrane i procesnim
uvjetima. Fizikalno-kemijska svojstva komponenata koje se odvajaju i onih u smjesi su od
manje vaznosti nego Sto je to kod destilacije. To omogucava razdvajanje azeotropnih smjesa.
U pervaporaciji, smjesa koja se mora razdvojiti, se ne mora zagrijati do vrenja te je stoga
moguce koristiti malu koli¢inu topline. Za razliku od destilacije kod koje je potrebno visestruko
isparavanje cijele smjese, pervaporacija tro$i energiju samo za isparavanje jednog dijela -
permeata. Pervaporacija obicno ne zahtijeva nikakve dodatne reagense. Azeotropna i
ekstraktivna destilacija, ekstrakcija i druge metode koje koriste dodatne kemikalije (sredstva
za odvajanje i ekstrakciju) zahtijevaju naknadno odvajanje tih kemikalija, $to otezava
tehnologiju separacije (Frolkova i Raeva, 2009). No glavna zamjerka pervaporaciji jest

relativno spor proces.

2.1.6. Ekstrakcija

Ekstrakcija je tehnoloska operacija kojom se izdvaja jedna (ili viSe) sastavnica ili
komponenata iz krute smjese ili teku¢ih otopina pomocu otapala. Ekstrakcija otapalima je
alternativa destilaciji za izdvajanje etanola iz vodenih otopina kao $to su fermentirane podloge,
a predmet je mnogih istrazivanja dijelom zbog potencijala da tro$i manje energije nego
destilacija (Offeman i sur., 2010), a i zbog sve vece potraznje za proizvodima osjetljivim na
promjene temperature, zahtjevima za visokom ¢isto¢om proizvoda, ué¢inkovitije opreme nove

generacije 1 dostupnosti otapala s ve¢om selektivnosc¢u (Seader 1 Henley, 2006).

2.2. EKSTRAKCIJA TEKUCE-TEKUCE

U ekstrakeiji tekuce-tekuce, fermentacijska podloga se stavlja u kontakt s ekstraktantom,
pa dolazi do prijenosa mase (klju¢ni spojevi prelaze iz podloge u ekstraktant) kao $to je

prikazano na slici 2.1. Kontakt moze biti izravan (uredaj za mijeSanje, centrifugalni ekstraktor
4
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ili npr. kolonski ekstraktor) i neizravan, koriStenjem porozne permeabilne membrane za
odvajanje dviju tekucina, tzv. perstrakcija. Kako bi se ekstraktant ponovno upotrijebio,
ekstrahirani spojevi se moraju ukloniti nekom drugom metodom (npr. u koloni za regeneraciju)
(Vane, 2008).

ulazna otopina

ekstraktant zasicen alkoholom

v

=
: s & _
% c & proizvod sa
= § Y poes ekstrahiranim
7 = O

© ol alkoholom

o &

15}

obradena otopina ume o
P reciklacija ekstraktanta

(izdvojen alkohol)

Slika 2.1. Shematski dijagram procesa ekstrakcije tekucée-tekuce (Vane, 2008).

U izravnoj ekstrakciji tekuce-tekuce, tekucéa ishodisna otopina koja se sastoji od dvije ili
viSe komponenata koje treba razdvojiti, se dovodi u kontakt s drugom teku¢om fazom —
otapalom (ekstraktantom), koje se ne mijesa ili se djelomi¢no mijesa s jednom ili s vise
komponenata ishodisne tekucée faze (Seader i Henley, 2006). Otapalo koje se sastoji od jedne
kemikalije ili mjeSavine kemikalija, djelomi¢no otapa pojedine komponente tekuce faze ¢ime
se postize barem djelomi¢no odvajanje klju¢ne komponente od ishodisne tekuce faze (Seader
i Henley, 2006). Najjednostavnija tekuce-tekuce ekstrakcija ukljucuje samo ternarni sustav.
Ishodisna otopina se sastoji od dvije komponente koje se mijesaju, dok je ekstraktant Cisti spoj.
Tijekom procesa ekstrakcije dolazi do prijenosa mase klju¢ne komponente, koja se zeli
ekstrahirati, iz ishodiSne smjese U otapalo, (Seader i Henley, 2006) ¢ime se ne dobiva Cista
klju¢na sastavnica, nego se ona raspodjeli u dvije nove smjese, ekstrakt i rafinat. Ekstrakt je
otopina obogacena sastavnicom koju se odvaja, a sastavljena je joS od otapala (ekstraktanta) i
od manje koli¢ine otapala iz ishodiSne smjese. Nakon $to se izdvajana tvar potpuno ekstrahira,

potrebno je odvojiti izdvajanu tvar od otapala destilacijom, adsorpcijom, ponovnom
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ekstrakcijom ili nekom drugom metodom. Rafinat je otopina koja ostaje nakon djelovanja
ckstraktanta na ishodisnu smjesu. Osim klju¢ne sastavnice i tvari iz ishodi$ne smjese, sadrzi
jo§ i manju koli¢inu ekstraktanta (Seader i Henley, 2006).

Postoje razli¢iti naini za upravljanje sustavom fermentacije 1 ekstrakcije, a
upotrijebljena metoda je glavni kriterij za odabir otapala. Ako je krajnji produkt fermentacije
inhibiraju¢i (u ovom sluc¢aju etanol), produktivnost se moze znacajno poboljsati kontinuiranim
uklanjanjem produkta ekstrakcijom (Minier i Goma, 1982; Daugulis i sur., 1994; Qureshi i sur.,
1992). U ovom procesu otapalo je u kontaktu s fermentiranom podlogom ili dijelom podloge
koja ne sadrzava stanice, i nakon odvajanja od organskog otapala, vodena faza se vraca u
fermentor. Neki vazni kriteriji za izbor otapala su (Daugulis, 1988): dobra efikasnost
ekstrakcije, slaba topivost otapala ekstraktanta u vodenoj fazi, mala toksi¢nost na proizvodni
mikroorganizam i na osoblje, mogucnost uc¢inkovitog izdvajanja produkta iz otapala te
regeneracija ekstraktanta, brzo razdvajanje faza, kemijska stabilnost, vrlo mala sklonost
stvaranja emulzija ili pjene. Takoder, ekstraktant ne bi trebao biti pogodan za rast
kontaminanata ni radnog mikroorganizma u fermentacijskom sustavu jer bi to dovelo do
gubitka otapala (Offeman i sur., 2010).

Drugi nacin je Sarzni proces ekstrakcije (izvan fermentora) gdje se rafinat ne vraca
direktno u fermentor. U ovom slucaju je potreba za netoksi¢nim otapalom prema radnom
mikroorganizmu smanjena ili eliminirana, a treba voditi ratuna o eventualnoj ponovnoj
upotrebi vode i obradi u samom postrojenju (Offeman i sur., 2010).

Funkcionalne skupine sadrzane u otapalu su primarna odrednica ucinkovitosti ekstrakcije
(Offeman i sur., 2010). Nekoliko je znanstvenika poredalo otapala po klasama na temelju
eksperimentalne usporedbe ucinkovitosti: karboksilne kiseline > alkoholi > esteri > amini >
ketoni > eteri > ugljikovodici (Roddy, 1981; Munson i King, 1984; Cabral, 1991). Alkoholi,
esteri i ketoni su zanimljivi zbog njihove niske reaktivnosti u odnosu na karboksilne kiseline i
amine i njihov opcenito veci koeficijent raspodjele u odnosu na etere i ugljikovodike (Offeman
i sur., 2006).

2.2.1. Otapala za ekstrakciju

Otapala koristena u tekuce-tekuce ekstrakciji etanola iz razrijedenih vodenih
fermentacijskih otopina moraju zadovoljiti ne samo standardne zahtjeve, ukljucujuci slabu

topivost u vodenoj fazi, kratko vrijeme separacije, kemijsku inertnost i ekoloSku prihvatljivost,
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ve¢ 1 niz specificnih zahtjeva. Primjerice, ako se vodena faza vrac¢a u fermentor, otapalo za
ekstrakciju ne smije biti toksi¢no i hranjivo za mikroorganizme (Offeman i sur., 2008). Otapalo
mora imati visok afinitet za otopljenu tvar, od koje bi se trebalo lako odvojiti destilacijom,
kristalizacijom ili drugim metodama.

Smatra se da su sljede¢i ¢imbenici vazni za izbor odgovarajuéeg otapala (Offeman i sur.,
2005, Munson i King, 1984, Dadgar i Foutch, 1985):

1. Selektivnost alkohola u odnosu na vodu. Visa selektivnost rezultira boljim

razdvajanjem etanola od ishodi$ne otopine.

Ucr/Uyr

2. Koeficijent razdjeljenja Kp je odnos ravnoteznih koncentracija u otapalu i vodenoj
fazi. Pozeljne su viSe vrijednosti koeficijenta razdjeljenja za alkohol jer se time
smanjuje koli¢ina ekstraktanta potrebna za uklanjanje odredene koli¢ine alkohola uz
istodobno smanjenje kapitalnih i operativnih troskova za ekstrakcijski sustav.

POIR [2]

Caz, eq

3. Medusobna topljivost. Idealno, ekstraktant i voda ne bi trebali biti medusobno topljivi.
Ocekuje se odredena topljivost u ekstraktantu, a vjerojatna je ako ekstraktant ima visok
afinitet prema alkoholima. Topljivost ekstraktanta u vodenoj fazi rezultira gubitkom
ekstraktanta iz sustava ekstrakcije i moze predstavljati probleme kod izdvajanja, buduéi
da se ekstraktant moze vratiti u bioreaktor s recirkulacijskim tokom, poremetiti uzgoj
ili dospjeti na obradu otpadnih voda.

4. Sposobnost razdvajanja faza. Razdvajanje ekstraktanta i vodene faze se obi¢no
zasniva na razlici gustoce izmedu faza, kemijskoj inkompatibilnosti, gravitacijskoj sili
ili na centrifugalnoj sili (npr. u tekuce-tekuce kontinuiranoj centrifugi).

5. Medufazna napetost. Kada su dvije faze u izravnom kontaktu, pozeljno je snazno
mijesanje, a mora se izbjeéi stvaranje stabilnih emulzija.

6. Viskoznost ekstraktanta. Niska viskoznost ekstraktanta je opcéenito pozeljna jer
poboljsava prijenos mase u ekstrakciji 1 regeneraciji, te smanjuje energiju potrebnu za
kretanje 1 mijeSanje ekstraktanta.

7. Toksicnost, sigurnost i reaktivnost. Ekstraktant moZe inhibirati rast mikroorganizama
u bioreaktoru ili moze negativno djelovati na druge komponente, kao §to su enzimi.

Osim toga, mora se uzeti u obzir toksi¢nost ekstraktanta u otpadnim vodama.

7



Teorijski dio

Zapaljivost i reaktivnost s procesnim kemikalijama ekstraktanta i smjese ekstraktanta i
alkohola predstavlja problem sigurnosti postrojenja.

8. Hlapivost. Pozeljne karakteristike hlapivosti ekstraktanta razlikuju se ovisno o nacinu
regeneracije ekstraktivnog otapala. Ako se etanol izdvaja iz ekstraktanta isparavanjem
ili stripiranjem, pri sobnoj ili poviSenoj temperaturi, pozeljna je niska hlapivost
ckstraktanta. Medutim, ako se koristi destilacijski proces u kojem ekstraktivno otapalo
ima nize vreliSte od produkta (koncentrira se na vrhu destilacijske kolone), odredeni
stupanj hlapivosti i niska temperatura isparavanja mogu biti korisne.

9. Cijena. U idealnom slucaju, ako bi se ekstraktant potpuno regenerirao i ponovo
upotrebljavao u ciklusima, potrebna bi bila samo pocetna koli¢ina ekstraktanta.
Medutim, zbog gubitka ili moguéih kemijskih reakcija, potrebno je povremeno
dodavati (nadomjestiti) odredene koli¢ine ekstraktanta. U takvom slucaju niska cijena

je prednost.

Prema nekim autorima (Frolkova i Raeva, 2009), prikladno je Koristiti ekstrakciju za
vodene otopine koje sadrze 2-5 % tez/tez etanola. Razrijedene otopine se ponekad
koncentriraju do 10-30 % tez/tez etanola

Biljna ulja i njihovi derivati su istrazivani za uporabu kao ekstraktanti u fermentaciji. Za
izdvajanje etanola iz fermentacijske podloge, mnogi su istrazivali upotrebu oleil alkohola kao
ekstraktanta jer zadovoljava mnoge navedene kriterije. Opcenito, oleil alkohol je netoksi¢an za
radni mikroorganizam. Medutim, u¢inkovitost ekstrakcije etanola tim otapalom je neprikladna
za komercijalnu primjenu (Offeman i sur., 2006). Predlozena je upotreba ugljikovodika vece
molarne mase i biljnih ulja koja tvore konjugirani par u otopini s etanolom. U obzir su uzeti
heksadekan, ulje sjemenki pamuka i bijelo svijetlo parafinsko ulje. Ekstrakcija je provedena
pri povisenoj temperaturi, a etanol je izdvojen iz otapala sniZavanjem temperature Sto rezultira
razdvajanjem faza (Mehta i Fraser, 1985). Razmatralo se i koristenje maslinovog, kokosovog
ili sojinog ulja kao otapala za ekstrakciju u slicnom postupku, ali je upotrijebljeno samo sojino
ulje u eksperimentu u kojem je ekstrakcija etanola, iz otopine koja je sadrzavala manje od 30%
etanola, bila niska te nije postigla znacajne rezultate. Bolji rezultati dobiveni su s otopinom
sadrzaja iznad 60%, ali su omjeri otapala i otopine bili prili¢no visoki (Rahman i sur., 1995).
Ulja i derivati estera i alkohola s funkcionalnim skupinama koji mogu tvoriti veze s etanolom
i vodom su posebno zanimljivi zbog povecanja koeficijenta raspodjele etanola. Ricinusovo ulje

se sastoji primarno od (87-89%) ricinolei¢ne kiseline (Aichholz i sur., 1998) koja ima
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hidroksilnu skupinu na 12 ugljikovom atomu. Hidroksilna skupina bi trebala povecati kapacitet
vezanja etanola pruzanjem dodatnih mjesta vezanja vodika, u usporedbi s uljima koja ne sadrze
takve skupine. Ovaj ucinak bi se takoder trebao o€itovati kod hidroksiliranih derivata estera i
kod visih alkohola (Offeman. 2006).

Istrazivanjem ekstrakcije otapalima, ustanovljeno je da nekoliko B — razgranatih alkohola s
14-20 ugljikovih atoma pokazuju bolju ucinkovitost ekstrakcije za dobivanje etanola iz
vodenih otopina u usporedbi s uobi¢ajenim otapalima kao $to su oleil alkohol i 1-dodekanol.
Ovi B — alkoholi su odabrani za istrazivanje na temelju ekstrapolacije rezultata u ranijim
radovima s otapalima alifatskih alkohola manje molekulske mase. Ukazano je da bi se mogao
ostvariti bolji faktor separacije kad je hidroksilna grupa u sredini lanca i kad postoji grananje.
Toksi¢nost otapala na komercijalni kvasac koji se obi¢no koristi za proizvodnju etanola, je
istrazena za ove alkohole, te za nekoliko alkohola manje molarne mase. Od istrazivanih
ili viSe ugljikovih atoma nisu bili toksi¢ni te nisu inhibirali rast kvasca (Offeman i sur., 2008).
B — razgranati alkoholi se dobivaju Guerbetovom reakcijom ili okso procesom
(hidroformilacija alkena do aldehida s naknadnom redukcijom u alkohol). Guerbetova reakcija
pretvara primarni alifatski alkohol u f - alkilirani dimer alkohol. Naj¢e$¢e su koristeni alkoholi
iz prirodnih izvora, koji sadrze paran broj ugljikovih atoma. Okso alkoholi su bili izvedeni
hidroformilacijom linearnih olefina. Alkoholi koji imaju 14 - 20 ugljikovih atoma, su slabo
topivi u vodenoj fazi. Njihova razgranatost je razlog zbog ¢ega su pri sobnoj temperaturi u
teku¢em stanju, dok su nerazgranati ravnolancani izomeri (n-alkoholi) iste molekularne mase
na istoj temperaturi u ¢vrstom stanju. Ova Otapala imaju visoke temperature vrelista (>290 °C)
pa izdvajanje ekstrahiranog etanola moze biti izvedeno jednostavnim procesom isparavanja
(pervaporacijom) ili u nekoliko stupnjeva destilacije (Offeman i sur., 2008). Sto se tice
toksicnosti alkohola na kvasac, alkoholi male molarne mase (C2-C10) su toksi¢ni ili
inhibirajuci (za rast kvasca i/ili proizvodnju etanola), dok alkoholi ve¢e molarne mase nisu
toksi¢ni ili inhibiraju¢i (Minier i Goma, 1982). Alkoholi srednjih molarnih masa (10 — 12
ugljikovih atoma) pokazuju razli¢ite toksi¢nosti i inhibicije, a varijacije su vjerojatno
posljedica razli¢itih metoda istrazivanja, analize, vrsta kvasaca i primijenjenih raspona
koncentracije otapala. Pokazano je da se sprjecavanjem izlaganja kvasca direktnom kontaktu s
otapalom smanjuje toksicnost jer je kvasac izlozen otapalu samo u vodenoj fazi. To je
provedeno razdvajanjem kvasca od otapala pomocu porozne membrane (Cho i Shuler, 1986),

ili inkapsuliranjem kvasca u kuglice alginata s biljnim uljem (Honda i sur., 1986). U drugom
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istraZivanju, neka otapala koja su potpuno inhibirala rast kvasca u zasi¢enoj vodenoj fazi su
djelomiéno ili nisu inhibirala rast kod primjene koncentracije od 10% zasi¢enja (Murphy i sur.,
1982).

Osim alkohola istrazivane su pentanska, heksanska, oktanska, nonanska i oleinska kiselina
kao ekstraktanti pri 25 °C iz otopina etanol/voda u rasponu koncentracija od 0,01 - 0,08 g/mL
etanola. Otkriveno je da se koeficijent raspodjele etanola, kao i koeficijent raspodjele vode,
smanjivao s porastom molekularne mase otapala (Boudreau i Hill, 2006). Ove kiseline su
komercijalno dostupne, a dobivene su oksidacijom odgovarajuéih alkohola. Imaju nekoliko
pozeljnih karakteristika, kao $to su niska tocka talista, visoko vreliste, te vrlo niska topivost u
vodi. Koriste se u kozmetici, farmaceutici, osobnoj njezi i obradi metala te kao kemijski
intermedijeri za esterifikaciju, alkoksilaciju i sl. (Offeman i sur., 2010).

Istrazivanja su pokazala da su kvasci u kontaktu s kiselinama manje molekularne mase
proizveli znatno manje etanola, te potrosili manje glukoze, imali manju vijabilnost stanica u
usporedbi s kontrolnim tikvicama gdje su rasli bez otapala. Oni u kontaktu s kiselinama vece
molarne mase, imali su proizvodnju etanola, potrosnju glukoze i vijabilnost stanica
ekvivalentnu kontrolnim pokusima (bez prisustva otapala; Offeman i sur., 2010).

U provedenim eksperimentima, kiseline su pokazale nizi koeficijent raspodjele etanola i
veci faktor separacije u odnosu na odgovarajuce alkohole. Faktor separacije se, kod kiselina,
povecava kako je karboksilna skupina blize sredini molekule te povecanjem grana alkilnih
lanaca. Karboksilne kiseline koje sadrze 12 ili manje ugljikovih atoma bile su toksi¢ne ili su
inhibirale rast kvasca, dok su kiseline s 16 1 viSe ugljikovih atoma bile netoksi¢ne i nisu
inhibirale rast kvasca (Offeman i sur., 2010).

Kako je vecina efikasnih otapala za ekstrakciju toksic¢na, jedno od rjeSenja je koriStenje
prirodnih organskih otapala, kao §to su masne kiseline. Masne kiseline su vazni metabolicki
spojevi u svim zivim bi¢ima (Boudreau i Hill, 2006). Otkriveno je da oleinska kiselina, ne
samo da nije toksi¢na za radni mikroorganizam, ve¢ i pojacava proces fermentacije (Stang i
sur., 2001).

Uspjesnost ekstrakcije etanola razlic¢itim otapalima pri jednakim radnim uvjetima se moze
prikladno predstaviti pomoc¢u dva parametra — koeficijenta raspodjele i faktora separacije.
Koeficijent raspodjele etanola pokazuje kapacitet otapala za etanol, dok faktor separacije
predstavlja selektivnost otapala obzirom na etanol i vodu. Ravnotezni koeficijent raspodjele
etanola je omjer masenog udjela etanola u organskoj fazi i masenog udjela etanola u vodenoj

fazi:
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B _ w(EIOH),,, [3]
DbE w(EtOH),,

Ravnotezni koeficijent raspodjele za vodu definiran je na sli¢an nacin:

% 3 W(H2 O)Org [4]
Y w0,

Faktor separacije je omjer ravnoteznih koeficijenata raspodjele etanola i vode (Offeman i
sur., 2008):

o Koe [5]
Kpw
Ravnotezni koeficijent raspodjele i faktor separacije za pojedina otapala dani su u tablici

2.1 (Offeman i sur., 2008).

Tablica 2.1. Koeficijenti raspodjele etanola i faktor separacije (izvadak iz Offeman i sur., 2008,
Offeman i sur., 2005).

Otapalo Kbe o

pentan-3-ol (Cistoca 99,8%) 1,29 12,3
oktan-1-ol (Cisto¢a (99,93%) 0,716 12,0
nonan-1-ol (Cisto¢a 99,5%) 0,63 12,6
oleil alkohol (¢istoca 93%) 0,306 16,1

Vrijednosti koeficijenta raspodjele za alkohole s 14 - 20 ugljikovih atoma su manje od
alkohola s manjom molekulskom masom. Koeficijent separacije se smanjuje relativno malo za
alkohole s 14 -20 ugljikovih atoma, ali se faktor separacije znatno povecava kako je hidroksilna

grupa blize sredini lanca, te grananjem alkilnih lanaca.

2.2.2. Oprema

Obzirom na raznolikost primjene postoji puno razliCitih uredaja za tekuce-tekuce
ekstrakciju. Ponekad se koristi oprema (kolone) sli¢na onoj koja se koristi za adsorpciju,
stripiranje ili destilaciju, ali takvi uredaju su obi¢no neuéinkoviti, osim ako su viskoznosti
primijenjenih tekuc¢ine niske, a razlike u gusto¢i faza izrazito visoke (pa je gravitacijsko
razdjeljivanje faza uspjesno). Postojeci problem moguce je rijesiti koristenjem centrifugalnih i
mehanickih uredaja za mijeSanje i razdvajanje faza (Seader i Henley, 2006). Ekstrakcija se
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moze provoditi kao Sarzni ili kontinuirani proces, a oba se mogu provoditi u jednom ili u vise
stupnjeva. U Sarznoj ekstrakciji, ekstraktor se napuni otapalom, izmijesaju se faze djelovanjem
mehanicke sile te se nakon gravitacijskog odvajanja, ekstrakt isprazni. Kontinuirane ekstrakcije
se mogu podijeliti na protusmjerne i istosmjerne. Ekstraktori koji se koriste mogu biti kolonski

s punilima ili mijesalima, te centrifugalni.

2.3. FERMENTACIJA NA LIGNOCELULOZNIM SIROVINAMA

Proizvodnja etanola na $e¢ernim i $krobnim sirovinama uzrokuje rast cijena prehrambenih
proizvoda. Uporaba lignoceluloznih sirovina ne konkurira proizvodnji hrane i nema direktan
utjecaj na njenu cijenu. Potencijalni izvor za jeftinu proizvodnju etanola je koristenje
lignoceluloznog materijala kao S$to su ostaci usjeva, trave, piljevina, drvni ostaci i kruti
zivotinjski otpad (Sun i Cheng, 2002). Pretvorba lignoceluloznih sirovina do etanola ukljucuje
dva procesa, hidroliza celuloze i hemiceluloze u lignoceluloznim materijalima do
fermentabilnih Secera i fermentaciju Secera (pentoza i heksoza) do etanola. Hidroliza moze biti
djelomi¢no ili potpuno izvedena (katalizirana) celulolitickim enzimima, a fermentaciju
provode kvasci ili bakterije (Sun i Cheng, 2002). Glavni faktori koji utjecu na hidrolizu
celuloze ukljucuju poroznost (dostupna povrsina) otpadnih materijala, kristali¢nost celuloznih
vlakana, te sadrzaj lignina i hemiceluloze (McMillan, 1994). Prisutnost lignina i hemiceluloze
oteZava pristup celuloliti¢kih enzima do celuloze ¢ime se smanjuje ucinkovitost hidrolize (Sun
1 Cheng, 2002). Uklanjanje lignina i hemiceluloze, smanjenje kristali¢nosti celuloze i
povecanje poroznosti U procesima predobrade moze zna¢ajno poboljsati hidrolizu (McMillan,
1994). Za predobradu lignoceluloznih sirovina koriste se fizikalne, fizikalno-kemijske,
kemijske 1 bioloSke metode (Sun 1 Cheng, 2002).

2.4. MIKROORGANIZMI

Da bi se proizveo etanol na lignoceluloznim sirovinama, takve sirovine se moraju najprije
podvrgnuti predobradi s ciljem dobivanja jednostavnih sastojaka koje mikroorganizmi mogu
prevesti u etanol. Nakon predobrade (koja je obi¢no kombinacija fizikalnih, termickih i
kemijskih metoda), hidrolizat sadrzava fermentabilne Secere i Sirok raspon spojeva koji imaju

inhibicijske u¢inke na mikroorganizme koristene za fermentaciju. Sastav tih spojeva ovisi o
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vrsti upotrijebljenog lignoceluloznog materijala te o0 postupku predobrade (Olsson, i Hahn-
Hégerdal, 1996). Od fermentabilnih Secera, hidrolizati sadrzavaju heksoze i pentoze. Kvasac
Saccharomyces cerevisiae lako prevodi heksoze u etanol, dok se pentoze slabo ili uopée ne
fermentiraju. Nekoliko je ekonomskih procjena pokazalo kako je uspjeSna fermentacija
pentoza vazna za ukupnu ekonomiju proizvodnje etanola na lignoceluloznim sirovinama
(Lynd, 1990; Wright, 1988; Ladisch i Svarczkopf, 1991; Nguyen i Saddler, 1991). Kako bi se
ostvarila ekonomicna proizvodnja etanola na lignoceluloznim materijalima bio je potreban
razvoj funkcionalnog organizma i razvoj procesnih tehnika (npr. strategije integracije
fermentacijskih koraka i izolacije produkta u sveukupni proces; Olsson, i Hahn-Héagerdal,
1996).

Pentoze iz hemiceluloze se sastoje uglavnom od ksiloze , ali ovisno o podrijetlu sirovine
koli¢ina arabinoze moze biti znac¢ajna. Mikroorganizmi koji u€inkovito fermentiraju ksiloze su
pojedine bakterije, kvasci i plijesni (prirodni i rekombinantni). Od bakterija koje se pojavljuju
u prirodi, najveéi prinos daje Clostridium thermohydrosulfuricum. Neke rijetke bakterije mogu
fermentirati i celulozu i druge polimere, a ne samo monosaharide (Wiegel i Ljungdahl, 1986).
Zymomonas mobilis je izuzetna bakterija u smislu proizvodnje etanola s visokim prinosima i
produktivno$éu, ali izvori ugljika koje moze koristiti ta bakterija su ograniceni na glukozu,
fruktozu i saharozu (Swings i De Ley, 1977; Olsson i Hahn-Héagerdal, 1993). Koristeno je
geneti¢ko inzenjerstvo kako bi se povecao prinos etanola kod bakterija, $to je rezultiralo
rekombinantnim bakterijama koje daju visoke prinose te imaju visoku produktivnost (Olsson,
i Hahn-Hé&gerdal, 1996).

Candida shehatae, Pachysolen tannophilus i Pichia stipitis su najtemeljitije istrazeni i
najefikasniji prirodno prisutni kvasci koji fermentiraju ksilozu. | pojedine vrste iz drugih
rodova kvasaca kao §to su Clavispora sp., Kluyveromyces, Pichia segobiensis daju solidne
prinose etanola (Olsson, i Hahn-H&gerdal, 1996).

Za proizvodnju etanola na heksozama, Saccharomyces cerevisiae je najvise koristeni
procesni organizam koji daje visoke prinose i produktivnost uz izuzetnu toleranciju prema
etanolu. Neobicna svojstva ovog kvasca rezultat su prilagodbe u¢inkovitoj proizvodnji etanola
iz heksoza tijekom tisuca godina. Medutim, Saccharomyces cerevisiae ne moze Koristiti
ksilozu za proizvodnju etanola dok izomer ksiloze (ksiluloza) moze fermentirati. Stoga se
genetickim inzenjerstvom nastoji razviti sojeve Saccharomyces cerevisiae koji mogu
fermentirati ksilozu. Na Zalost, do sada su dobiveni samo niski prinosi etanola iz ksiloze (Kotter

i Ciriacy, 1993; Tantirungkij i sur., 1993; Meinander i sur., 1994).
13



Teorijski dio

Tablica 2.2. Fermentacija lignoceluloznih hidrolizata (izvadak iz Olsson i Hanh-Hagerdal,

1996).
Mikroorganizam  Sirovina Predtretman Sece_rl Etan_ol Prln_os Produl_<t|\{nost
(L)  (@LY) (99 (gL*h?)
Mikroorganizmi koji
fermentiraju pentoze
Bakterije
Clostridium Ksiloza
thermosacchrolyticum  Piljevina Kiselina 75 1,2 0,16 0,05
ATCC 31925 ’
Escherichia coli B . Sumporni Ksiloza
(pLOI 297) Jasika dioksid 31,0 14,9 048 0.6
Kvasci
Arabinoza
2,9
Glukoza
4,7
iirg(':d;;;;zatae Meko drvo  SSL g‘;'aktoza 13,0 037 036
Manoza
14
Ksiloza
7,0
Arabinoza
0,9
Glukoza
6,2
P. stipitis CBS 5776 Jasika Kiselina Galaktoza 5.0 0.21 0.14
(R) 0,8
Manoza
1,2
Ksiloza
15,0
Plijesni
Arabinoza
Bagasa E(33’I6ukoza
Mucor sp. 105 Secerne Kiselina 145 19,5 0,29 0,16
trske Ksiloza
44,6
Mikroorganizmi koji
fermentiraju heksoze
Sumporni
S. cerevisiae Jasika dioksid + Glukoza 23,8 0,48 1,50
o 49,9
Kiselina
- Sumporni
Z. mobilis NRRL . L Glukoza
14023 Jasika dI-OkS.Id + 49.9 242 0,48 3,50
Kiselina
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizam

U ovom radu kao radni mikroorganizam koristen je kvasac Saccharomyces cerevisiae

izoliran iz sladorane Zupanja.

3.1.2. Kemikalije i hranjive podloge

Tablica 3.1. Cistoéa i podrijetlo kemikalija za pripravu hranjivih podloga i otopina.

Kemikalija Cistoéa Proizvodad
aceton p.a. Kemika, Hrvatska
agar tehnicka Biolife, Italija
apsolutni etanol p.a. Gram-Mol d.o.0., Hrvatska
D-(+)-glukoza za mikrobiologiju Merck. Njemacka
diamonijev hidrogenfosfat p.a. Kemika, Hrvatska
diamonijev sulfat p.a. Zorka Sabac, Srbija
kvascev ekstrakt za mikrobiologiju Merck, Njemacka
nonan-1-ol >98% Sigma Aldrich, Njemacka
(2)-octadec-9-en-1-ol (oleil '
alkohol) 60% Acros, Njemacka
oktan-1-ol 99% Acros, Njemacka
pentan-1-ol 99,97% Fisher Chemical, UK

3.1.2.1. Hranjive podloge za odrzavanje, cuvanje i uzgoj kvasca

Kultura kvasca Saccharomyces cerevisiae ¢uvana je i odrzavana na podlozi (kosim

agarima) sastava: 25 g/L glukoze, 1,5 g/L kvasc¢evog ekstrakta, 1 g/L diamonijevog fosfata, 1

g/L diamonijevog sulfata, 15 g/L agara, demineralizirana voda (< 1 uS cm™) do 1000 mL.
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Ova hranjiva podloga koriStena je i za pripravu inokuluma za uzgoj kvasca u
Erlenmeyerovim tikvicama od 500 mL. Za razliku od ¢vrste podloge, teku¢a podloga nije
sadrzavala agar. Podloga je sterilizirana u autoklavu pri 121 °C tijekom 20 minuta.

Sastav hranjive podloge za testiranje toksi¢nosti otapala (uzgoj kvasca u tikvicama s
odbija¢ima): 1 g/L glukoze, 1,5 g/L kvaséevog ekstrakta, 1 g/L diamonijevog fosfata i 1 g/L
diamonijevog sulfata. Podloga je pripremljena u Erlenmeyerovoj tikvici od 500 mL s
odbija¢ima i sterilizirana u autoklavu pri 121 °C tijekom 20 minuta. Kultura kvasca
Saccharomyces cerevisiae izrasla na kosoj ¢vrstoj hranjivoj podlozi suspendirana je u 5 mL
sterilne demineralizirane vode te je njome inokulirano 150 mL tekuce hranjive podloge u
Erlenmeyerovoj tikvici od 500 mL. Nakon dodatka inokuluma dodano je 3%, odnosno 10%

vol/vol otapala.

3.1.3. Aparatura i pribor
3.1.3.1. Plinski kromatograf, GC

Koncentracija etanola i visih alkohola odredena je u tekucoj fazi uzoraka izuzetih tijekom
eksperimenata kako bi se izradile binodalne krivulje s ravnoteznim linijama, konstruirali
bazdarni dijagrami, te tijekom uzgoja kvasca Saccharomyces cerevisiae i procesa ekstrakcije.
Nakon ekstrakcije etanola iz vodene u organsku fazu, odredena je koncentracija pomocu
plinsko-kromatografskog sustava Shimadzu GC 2010Plus AF (Shimadzu, Kyoto, Japan) (Slika
3.1.). Sustav se sastoji od: automatskog uzorkivaca (150 mjesta; AOC - 20s), injektora (AOC
- 201), pe¢i, ZB-WAX plus (30 m, 0,25 mm i.d., 0,25 um df; Zebron, SAD), plameno-
ionizacijskog detektora (eng. Flame-lonization Detector, FID) i programa za prikupljanje i

obradu podataka GC Solutions verzija 2.32.
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3 S
[* el
. {111 001

Slika 3.1. Plinski kromatograf Shimadzu GC-2010Plus AF (Shimadzu, Kyoto, Japan). 1.
automatski uzorkiva¢; 2. automatski injektor; 3. pe¢; 4. kapilarna kolona; 5.

plameno-ionizacijski detektor; 6. raCunalo s programom za prikupljanje i obradu
podataka.

3.1.3.2. Oprema za istrazivanje kontinuirane ekstrakcije

Za ekstrakciju etanola iz vodene otopine koristena je posuda s mijeSalom, korisnog
volumena 1,5 L, peristalticka pumpa Ismatec MCP V5.17 (Ziirich, Svicarska), te staklena

kolona za razdvajanje faza (H=1,25m, r = 0,025 m, V = 2 L). Uredaj za testiranje ekstrakcije
prikazan je na slici 3.2.
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Slika 3.2. Uredaj za testiranje ekstrakcije etanola visim alkoholima.

3.1.3.3. Ostala oprema

analiticka vaga Shimadzu (Kyoto, Japan)

autoklav Sutjeska

centrifuga Thermo Scientific SL 8R (Thermo Fisher, Waltham, SAD)
mikroskop CH20BIMF200 (Olympus optical Co, LTD., Japan)

staklene kivete promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka)
susionik Instrumetarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska)

tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

Thomaova komorica

tresilica Certomat RM B. Braun Biotech Intternation (Hessen, Njemacka)
tresilica vorteks LLG-uniTEXER 1, EU-plug (Meckenheim, Njemacka)

UV/Vis spektrofotometar Cary 13E Varian (Mulgrave, Australija)
18
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3.2. METODE

3.2.1. Analiti¢ke metode

Tijekom uzgoja kvasca Saccharomyces cerevisiae u Erlenmeyerovim tikvicama s
odbija¢ima pracdena je opticka gusto¢a (ODego) izuzetih uzoraka (u svrhu odredivanja
koncentracije biomase). Nakon izdvajanja biomase centrifugiranjem, supernatanti su koristeni

za analizu sadrzZaja etanola i ekstraktanata metodom plinske kromatografije (GC).

3.2.1.1. Odredivanje opticke gustoce uzoraka hranjive podloge

Odredeni volumen svakog uzorka (V =4 mL) prenesen je u kivete promjera 10 mm (Hellma
Optik GmbH, Jena, Njemacka) i pomocu UV/Vis spektrofotometra Cary 13E Varian
(Mulgrave, Australija) odredena je opticka gustoc¢a pri valnoj duljini (L) od 600 nm (Asoo).

3.2.1.2. Analiza uzoraka plinskom kromatografijom (GC)

Bazdarni pravci za odredivanje etanola u vodenoj otopini i u ekstraktima (koji sadrze
pentan-1-ol, oktan-1-ol, nonan-1-ol ili oleil alkohol kao organsko otapalo) nacinjeni su
plinskom kromatografijom smjesa koje su sadrzavale 1200 puL acetona, 150 pL heksanola1 150
uL uzorka. Uzorak se sastojao od etanola (0,5 %;1 %; 3 %; 5 %; 8% vol/vol) i otapala (pentan-
1-ol, oktan-1-ol, nonan-1-ol i oleil alkohol).

U postupku odredivanja sastava ekstrakta i rafinata (u svrhu konstrukcije binodalnih
krivulja) izuzeti je dio organske i vodene faze iz svake epruvete. Uzorci su analizirani plinskom
kromatografijom. U kivetu je otpipetirano 150 pL ekstrakta, odnosno rafinata, 150 pL
heksanola i 1200 pL acetona.

Uzorci koji su sadrzavali kulturu kvasca Saccharomyces cerevisiae prethodno su
centrifugirani (4500 g, 10 min, 4 °C, Thermo Scientific SL 8R, Thermo Fisher, SAD) ¢ime je
izdvojena biomasa. 1z dobivenih supernatanata izuziman je uzorak koji je analiziran plinskim
kromatografom. U kivetu je otpipetirano 150 pL supernatanta, 150 pL heksanola i 1200 pL
acetona.

Nakon pripreme uzorka spricom za automatski injektor (V = 10 uL; SGE Analytical

Science Pty Ltd., Ringwood, Australija) uzeto je 1 uL priredenog uzorka i injektorom uvedeno
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u struju plina nosioca - helija. Temperatura sustava za evaporaciju bila je 210 °C, tako su sve
komponente prevedene u plinoviti oblik i uvedene u kolonu. Za odrzavanje plamena u
plameno-ionizacijskom detektoru koristeni su sintetski zrak i vodik. Podetna temperatura
kolone za kromatografiju odrzavana je pri 90 °C kroz 2 min, zatim je povecavana brzinom od
20 °C min do 240 °C te je na ovoj temperaturi odrzavana kroz 4 min. Koncentracija etanola i
ekstraktanta je dobivena odredivanjem povrsine ispod pika primjenom softvera GC Solutions

verzija 2.32 i integratora ugradenog u ureda;.

3.2.1.3. Odredivanje broja zivih stanica indirektnom metodom (CFU)

Na Petrijeve zdjelice s ¢vrstom podlogom (sladni agar, tocka 3.1.2.1.) nacijepljeno je 0,1
mL odredenog razrjedenja (10 i 10%). Nacijepljena suspenzija jednoliko je rasporedena po
podlozi Stapi¢em Drigalsky, ploce su termostatirane pri 30 °C kroz 72 sata. Broj zivih stanica

odreden je brojanjem izraslih kolonija (30 — 300) na plo¢ama.

3.2.2. lIzbor pogodnog organskog otapala za izdvajanje etanola

3.2.2.1. Preliminarno istrazivanje ponasanja dvokomponentnih (etanol + voda); (etanola
+ ekstraktant); (voda + ekstraktant) i trokomponentnih smjesa (etanol + voda +
ekstraktant)

U graduirane epruvete su otpipetirani odredeni volumeni etanola i otapala (pentan-1-ol,
oktan-1-ol, nonan-1-ol i oleil alkohol) u razli¢itim omjerima (1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5. 6:4, 7.3,
8:2,9:1).

U drugu seriju epruveta su otpipetirani voda i pojedina otapala (pentan-1-ol, oktan-1-ol,
nonan-1-ol i oleil alkohol) u omjeru 1:1. Nakon intenzivnog mijeSanja promatrano je
razdvajanje faza.

Homogenost trokomponentne smjese otapalo + etanol + voda ispitivana je u graduiranim
epruvetama. U epruvete su otpipetirani voda i otapalo u omjerima 5:95, 10:90. 20:80, 30:70,
40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10, 95:51 98:2. U epruvete je dodavana odredena koli¢ina
etanola kako bi se postigla homogena smjesa. Izra¢unati je maseni udio pojedinih komponenata

u otopini te je u programu SigmaPlot v11.0 nacrtan binodalni trokomponentni dijagram.
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3.2.2.2. Formiranje ravnoteznih linija binodalnih trokomponentnih dijagrama

Odabrani su razli¢iti omjeri nonan-1-ola, vode i etanola (40:40:20, 30:40:30, 50:30:20,
55:30:15, 70:20:10, 27:36:37, 40:53:7, 47:38:15, 40:40:20, 50:20:30) otpipetirani u epruvete,
dobro homogenizirani te je otopina ostavljena na sobnoj temperaturi kako bi doslo do
razdvajanja komponenata na ekstrakt i rafinat. 1z obje faze su uzeti uzorci i analizirani plinskom
kromatografijom na sadrzaj etanola i organskog otapala. Sadrzaj vode kao tre¢e komponente
izraCunat je iz jednadzbe:

V (vodene faze) =V (voda) + V (etanol) + V (ekstraktant) [6]
V (organske faze) = V (voda) + V (etanol) + V (ekstraktant) [7]

Isti postupak je ponovljen s ostalim otapalima, ali su odabrani drugaciji omjeri (pentan-1-
ol:voda:etanol 40:55:5, 40:50:10, 30:50:20; oktan-1-ol:voda:etanol 40:55:5, 40:50:10,
50:35:15, 30:50:20; oleil alkohol:voda:etanol 30:40:30, 40:40:20, 50:30:20, 55:30:15,
70:20:10, 20:40:40, 30:30:40, 40:30:30, 20:30:50).

Rezultati odredivanja ravnoteznih koncentracija naneseni su na trokutni dijagram pri ¢emu
su tocke koje razgrani¢avaju homogeni sustav od nehomogenog medusobno povezane u
binodalnu krivulju. Parovi toCaka ravnoteznih koncentracija na strani ekstrakta i rafinata

povezani su spojnicama.

Koeficijent raspodjele etanola Kpe rac¢una se kao omjer ravnotezne koncentracije etanola u

otapalu i vodi prema jednadZbama:

. w(EiOH),,, 8]
DE— w(EiOH),,
w(H0),,, [9]

Knpy= ———=
bw w(H0),,,

gdje je: Kpe — koeficijent raspodjele za etanol, w(EtOH)org — maseni udio etanola u otapalu,
W(EtOH)aq — maseni udio etanola u vodi, Kpw — koeficijent razdiobe za vodu, w(H20)org —

maseni udio vode u otapalu, w(H20)aq — maseni udio vode u vodi (Offeman i sur. 2005).

Faktor separacije je omjer ravnoteznih koeficijenata raspodjele, a opisuje stupanj

selektivnosti tvari u jednom ekstrakcijskom stupnju:
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Kpe [10]

3.2.3. Istrazivanje ucinkovitosti razdvajanja organske faze u prisutnosti komponenata
hranjive podloge (hidrolizat lignoceluloznog kompleksa i kvasac Saccharomyces

cerevisiae)

U graduirane epruvete dodano je 30 % vol/vol pojedinog otapala ekstraktanta (pentan-1-ol,
oktan-1-ol, nonan-1-ol ili oleil alkohol), demineralizirana voda 70 % vol/vol (< 1 pS cm™?) i
kvasac u koncentraciji od 10 g/L. Ukupni volumen iznosio je 20 mL. Smjesa je intenzivno
mijesana te su vizualno pra¢ene promjene u razdvajanju slojeva kroz 4 h. U drugoj seriji pokusa
je smjesa osim kvasca, vode i otapala sadrzavala i 10 % vol/vol etanola.

U treéoj seriji pokusa smjesa je sadrzavala kvasac (10 g/L) i otapalo (30% vol/vol), a
umjesto vode je u jednakoj koli¢ini dodan hidrolizat lignoceluloznog kompleksa. U Cetvrtoj
seriji pokusa je smjesa osim kvasca, vode i hidrolizata lignoceluloznog kompleksa sadrzavala
i 10 % vol/vol etanola. 1z obje faze je uzet uzorak koji je stavljen u Thomaovu komoricu pod

mikroskop kako bi se utvrdilo ima li kvascevih stanica.

3.2.4. Odredivanje toksi¢nosti otapala na kulturu stanica kvasca

Suspenzija kulture Saccharomyces cerevisiae (15 mL) u eksponencijalnoj fazi rasta
precijepljena je iz tekuce hranjive podloge u tikvice s odbija¢ima (Vk = 500 mL). Dodano je
po 3%, odnosno 10% vol/vol otapala (pentan-1-ol, oktan-1-ol, nonan-1-ol i oleil alkohol), a

tikvice su inkubirane kroz 24 sata pri temperaturi od 30 °C.

3.2.4.1. Preliminarno istraZivanje utjecaja organskog otapala na kulturu kvasca

Saccharomyces cerevisiae u tikvicama s odbijacima na tresilici

Istrazivanje je provedeno S Cetiri razlicita otapala (3% 1 10% vol/vol otapala). Tikvice

s odbijacima (500 mL volumena) s 150 mL hranjive podloge su nakon sterilizacije u autoklavu

(121 °C, 20 min) ohladene i inokulirane s 15 mL inokuluma (tocka 3.1.2.1.). Nakon uzimanja

pocetnog kontrolnog nultog uzorka (0 h) u pojedine tikvice je dodano po 3% (4,95 mL) ili 10%

(16,5 mL) pojedinog otapala (pentan-1-ol, oktan-1-ol, nonan-1-ol, oleil alkohol). U kontrolnu

tikvicu otapalo nije bilo dodano. Fermentacija je provedena na tresilici pri 100 o min? i
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temperaturi 30 °C. Svakih sat vremena (sljedecih 8 sati), te nakon 24 sata su uzimani uzorci od
jednog mililitra. Pripremljena su razrjedenja (10 i 10*%) sukcesivnim pipetiranjem u epruvete
s 9 mL sterilne demineralizirane vode. Trece i Cetvrto razrjedenje je nacijepljeno na sladni agar
u Petrijeve zdjelice i odreden je broj zivih stanica (tocka 3.2.1.3). Paralelno, uzeto je 4 mL
uzorka za analizu opticke gusto¢e (koncentracije biomase). Uzgoj kvasca u tikvicama s

odbijac¢ima na tresilici prikazan je na slici 3.3.

Slika 3.3. Uzgoj kvasca na tresilici.

3.2.5. Ispitivanje ekstraktivnih i razdjelnih svojstava ekstraktanata u sustavu za

kontinuiranu ekstrakciju

Za provedbu istrazivanja uspjesnosti kontinuirane ekstrakcije koriStena je aparatura
opisana u tocki 3.1.3.2. U posudu ekstrakcijskog uredaja stavljena je 8%-tna (vol/vol) vodena
otopina etanola, te je u svakom pokusu dodano 10 % (vol/vol) pojedinog otapala (ekstraktanta).
Kolona je spojena s posudom za mijeSanje cijevima koje su preko peristalticCke pumpe
povezane sa srednjom sekcijom vertikalne kolone za razdvajanje ekstrakta od rafinata.
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Stupnjevito je reguliran broj okretaja (150 — 230 rpm), vizualno je pracen nestanak sloja otapala
i njegovo dispergiranje u vodenoj fazi. Za postojece brojeve okretaja izracunati su Reynoldsovi
brojevi mijesala prema jednadzbi [13]. Uz intenzivno mijeSanje otopina je prepumpavana u
kolonu za razdvajanje razli¢itim protocima (0,98 L/h 1 2,04 L/h). U koloni je vizualno praéeno
razdvajanje ekstrakta od rafinata, pojava suspenzije i pjene, a kemijskom analizom (plinska
kromatografija, tocka 3.1.3.1.) odredeni su sastavi ekstrakta i rafinata. Testirano je pri kojoj
brzini okretaja se dobiva homogena otopina u sekciji za mijeSanje. Odreden je Reynoldsov broj
strujanja prema jednadzbi [14]. Shema uredaja za testiranje ekstrakcije prikazana je na slici
3.4.

IZLAZ
ORG ANSKE
/_\ FAZE
POSUDAS T
MUESAL OM
STAKLENA
KOLONA ZA
<9 RAZDVAJANIE
FAZA

\I’/@

PUMPA

l

1ZLAZ
VODENE
FAZE

Slika 3.4. Shema uredaja za testiranje ekstrakcije etanola vi$im alkoholima.

Srednja linearna brzina strujanja (w;):

_F [11]
Wl'—A
A=r’m [12]
Reynoldsov broj mijesala (Re;):
N-D’+p [13]
Re,:
U

Reynoldsov broj strujanja (Re):
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w;Dp [14]

F = protok (m®/s)

A = povrsina popreénog presjeka kolone (m?)

r = polumjer cijevi (m)

N = broj okretaja u minuti (o min?)

D = promjer mijesala za Re broj mijesala; promjer kolone za Re broj strujanja (m)
p = gustoc¢a smjese (kg m=)

u = dinamicka viskoznost smjese (kg m™* st)

3.2.6. Izra¢un potrebnog broja stupnjeva ekstrakcije etanola organskim otapalima iz

podloge

Sastav 1 koli¢ina ekstrakta i rafinata odreduje se bilancama mase tvari. Za prvi stupanj
ekstrakcije vrijedi:
Totalna bilanca mase:
mp +mg = my; = mg; +mg; [15]
Bilanca mase klju¢ne sastavnice:
mp - U.ptmg-U.p=my; U,y =mg; - Ugpp +mpp - Ue gy [16]
Udio kljucne sastavnice u smjesi ekstraktanta i podloge:

(mp - Uyp+mg - U,p) [17]
Uemr =

myy;
Odnos masa ekstrakta i rafinata:
mg Uee-Ugm [18]

gdje je:

mr = masa fermentirane podloge (kg)

mg = masa otapala (kg)

mm = masa mjeSavine (KQ)

me = masa ekstrakta (kg)

mg = masa rafinata (kg)

Uc,m = maseni udio otopljene tvari (kljuc¢ne sastavnice etanola) U mjeSavini

Ucr = maseni udio otopljene tvari (klju¢ne sastavnice etanola) u podlozi
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Uc,e = maseni udio otopljene tvari (klju¢ne sastavnice etanola) u otapalu
Uc.e = maseni udio otopljene tvari (klju¢ne sastavnice etanola) u ekstraktu

Ucr = maseni udio otopljene tvari (klju¢ne sastavnice etanola) u rafinatu

Koriste¢i jednadzbe [15] — [18] i trokutne binodalne dijagrame, za pretpostavljenu koli¢inu

podloge s vjerojatnim sadrzajem etanola, izracunate su koli¢ine ekstrahiranog etanola uz

pretpostavku trostupanjske ekstrakcije i kolic¢ine uporabljenog otapala 10 % (vol/vol).

Proracuni su izvrSeni za pentan-1-ol, oktan-1-ol, nonan-1-ol i oleil alkohol.

gdje je:

For+ EFnp =Fuym=Fnr ¥ FnE
For Uyr* Fup Uyp =Fuy Uem
For Usrt (Epm-Fnr) Uep=Fuy Uen
For (Uorp-U.p) = Fpuy - (Uerr- Uep)

Fm,F _ UC,M_UC,B _ duzina M-B
Fov U.p-U.p  duZina F-B

Fm,F ’ Uc,F + Fm,B ’ Uc,B = (Fm,F+ FmB) ’ Uc,M

Fm,F ' (UC,F - UcM) = Fm,B ’ (UC,M- UC,B)
Fuop U.p-Uy  duzina F-M

Fnp U.y-U.p dufina M-B
Foup
(Fm,B)min = Fm,F ’ Fm
m,F

Uc,F ’ Fm,F + Uc,B ’ Fm,B = Uc,M : Fm,M

Fm,r = protok fermentirane podloge (kg h™)

Fm,s = protok otapala (kg h™)

Fm,m= protok mjesavine (kg h™)

Fm,e = protok ekstrakta (kg h™%)

Fmr = protok rafinata (kg h™)

[19]
[20]
[21]
[22]
[23]

[24]
[25]
[26]

[27]

[28]

Jednadzbe [19] — [27] koriStene su za dobivanje minimalnog protoka otapala, a jednadzba

[28] koristena je za izraCunavanje udjela etanola u mjesavini, te su pomocu tog podatka graficki

odredeni udjeli etanola u ekstraktu i rafinatu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1.1ZBOR POGODNOG ORGANSKOG OTAPALA ZA |1ZDVAJANJE
ETANOLA

4.1.1. Preliminarno istrazivanje ponaSanja dvokomponentnih smjesa

Rezultati istrazivanja ponaSanja dvokomponentnih smjesa organsko otapalo/etanol i
organsko otapalo/voda prikazani su na slikama4.1. - 4.5. Voda i etanol se mijeSaju u potpunosti

pa rezultati nisu prikazani.

Slika 4.1. Medusobna topivost (mjesljivost) pentan-1-ola i etanola u raznim volumnim
omjerima (1) 1:9, (2) 2:8, (3) 3:7, (4) 4:6, (5) 5:5, (6) 6:4, (7) 7:3, (8) 8:2, (9) 9:1.

Slika 4.2. Medusobna topivost (mjesljivost) oktan-1-ola i etanola u raznim volumnim
omjerima (1) 1:9, (2) 2:8, (3) 3:7, (4) 4:6, (5) 5:5, (6) 6:4, (7) 7:3, (8) 8:2, (9) 9:1.
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Rezultati i rasprava

Slika 4.3. Medusobna topivost (mjesljivost) nonan-1-ola i etanola u raznim volumnim
omjerima (1) 1:9, (2) 2:8, (3) 3:7, (4) 4:6, (5) 5:5, (6) 6:4, (7) 7:3, (8) 8:2, (9) 9:1.

Slika 4.4. Me&usobnavost (fnjeéljivost) oleil alkohola i etanola u raznim volumnim
omjerima (1) 9:1, (2) 8:2, (3) 7:3, (4)6:4, (5) 5:5, (6) 4:6, (7) 3:7, (8) 2:8, (9) 1:9.

Na slikama 4.1. — 4.4. jasno se vidi da u istrazivanim omjerima ta otapala zajedno s
etanolom u Sirokom koncentracijskom rasponu daju homogenu smjesu. Takav rezultat
pokazuje da sva istrazivana otapala ne daju emulzije, te da mogu posluziti za ekstrakciju
etanola zbog njihove medusobno dobre mjesljivosti u Sirokom rasponu koncentracija. No takav
sustav se jo§ dodatno treba testirati i u prisutnosti trece komponente — vode (kao glavnog

otapala sadrzanog u fermentiranoj podlozi).
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I & W Em e =

Slika 4.5. Medusobna topivost (mjesljivost) vode i organskih otapala (ekstraktanata)
smijeSanih u volumnom omjeru 1:1, (1) pentan-1-ol:voda, (2) nonan-1-ol:voda,
(3) oktan-1-ol:voda, (4) oleil alkohol:voda.

Naslici 4.5. prikazani su rezultati intenzivnog mijeSanja vode 1 potencijalnih ekstraktanata.
Na spomenutoj slici se jasno vidi da pentan-1-ol i nonan-1-ol stvaraju dva dobro odvojena sloja
koji ne pokazuju pojavu emulzijske zone, nasuprot tome oktan-1-ol s vodom daje dobro
razdvojene slojeve, ali i pojas emulzijske zone izmedu gornje (organske) i donje (vodene) faze.
Oleil alkohol s vodom pak stvara izrazitu emulziju kojoj je potrebno viSe od 24 sata da se

razdvoji u organsku i vodenu fazu.

4.1.2. Preliminarno istraZivanje ponasanja trokomponentnih smjesa i izrada trokutnih

trokomponentnih dijagrama

Rezultati istrazivanja ponasanja trojnih sustava organsko otapalo/etanol/voda prikazani su
na slikama 4.6. - 4.9. Sve smjese nastale mijeSanjem koli¢ina prikazanih na tim slikama su bile

homogene, a dobiveni podaci koristeni su za izradu trokomponentnih trokutnih dijagrama.
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Slika 4.6. Prikaz koncentracijskih odnosa u trokomponentnoj smjesi (pentan-1-ol + etanol +

o

voda) koji rezultiraju homogenom smjesom.
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Slika 4.7. Prikaz koncentracijskih odnosa u trokomponentnoj smjesi (oktan-1-ol + etanol +

voda) koji rezultiraju homogenom smjesom.

30



Rezultati i rasprava

w (%)
o o o o o o o o

o

100 I .
9 I I
8
7
6
H voda
5
etanol
4 M nonan-1-ol
3
2
o =nl
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Slika 4.8. Prikaz koncentracijskih odnosa u trokomponentnoj smjesi (nonan-1-ol + etanol +

voda) koji rezultiraju homogenom smjesom.
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Slika 4.9. Prikaz koncentracijskih odnosa u trokomponentnoj smjesi (oleil alkohol + etanol +

voda) koji rezultiraju homogenom smjesom.

Vazna svojstva otapala koje se koristi za ekstrakciju tekucée-tekuce je njegova sposobnost
razdvajanja faza i $to slabije nastajanje emulzija. Sustav koji stvara stabilne emulzije je
nepovoljan za provodenje procesa ekstrakcije. Rezultati istraZivanja trokomponentnih smjesa

prikazani na slikama 4.6. — 4.9. pokazuju u kojim omjerima komponente stvaraju homogene
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smjese. Trokomponentne smjese su istrazivane zbog ¢injenice da u ekstraktivnim procesima i
vrlo male koli¢ine pojedine komponente mogu bitno utjecati na ponaSanje kompletne smjese.
Tipi¢an primjer koji ilustrira tu tvrdnju jest primjena emulgatora u smjesama ulja i vode. Na
slikama 4.6. — 4.9. je vidljivo da voda, etanol i svako od istrazivanih organskih otapala imaju
Siroki koncentracijski pojas medusobne potpune topivosti. Iz tog razloga trebalo je proSiriti
istrazivane koncentracijske omjere na podrucje u kojem te tri komponente (voda + etanol +
organsko otapalo) stvaraju dvije razdvojene smjese: vodenu fazu (otopina etanola i otapala s

dominantnim udjelom vode) i organsku fazu (otopina vode i etanola u organskoj fazi).

4.1.3. Ravnotezne koncentracije, razdjeljivanje faza i izrada binodalnih krivulja za

trokomponentne smjese etanol-voda-organsko otapalo

Naslikama 4.10.,4.12., 4.14. 1 4.16. prikazane su razdvojene ravnotezne faze (organska
I vodena) nastale iz smjese pojedinog otapala (pentan-1-ola, oktan-1-ola, nonan-1-ola i oleil
alkohola), etanola i vode nakon visekratnog mijesanja i mirovanja (razdvajanja faza). Iz vodene
faze (rafinat) i organske faze (ekstrakt) uzeti su uzorci koji su analizirani plinskom
kromatografijom. Uzorak iz epruvete 2 sa slike 4.14. (nonan-1-ol, etanol, voda) nije analiziran
jer je nastala emulzija, tj. nije doSlo do potpunog razdvajanja faza. Rezultati plinsko
kromatografske analize prikazani su u tablicama 4.1. - 4.4. Maseni udjeli etanola kao klju¢ne
sastavnice i maseni udjeli vode te organskog otapala u pojedinim fazama (ekstrakt i rafinat)
prikazani su u tablicama 4.1. - 4.4. Ti podaci su iskoristeni za izradu ravnotezne binodalne

linije u trokutnim trokomponentnim dijagramima (Slika 4.11., 4.13., 4.15. 1 4.17.).
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Slika 4.10. Razdvajanj faza’ trokomponentnih nehomogenih smjesa pentan-1-ola, vode i
etanola razlic¢itih omjera: (1) 40:55:5, (2) 40:50:10, (3) 30:50:20 (strelicom je
prikazana granica faza).

Tablica 4.1. Rezultati plinsko kromatografske analize.

Ekstrakt

Wopentan-1-ol (%)

Wvoda (%)

Wetanol (%)

Rafinat

Whpentan-1-ol (%)

Wvoda (%)

Wetanol (%)

83,54 11,78 4,68 2,41 93,54 4,05
77,14 12,58 10,28 1,95 91,20 6,85
61,19 21,30 17,51 2,82 84,24 12,94
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Slika 4.11. Binodalni trokomponentni dijagram za smjesu pentan-1-ol/etanol/voda. Legenda:

(*) dobiveno eksperimentalno, (¢) preuzeto iz rada Rahman i sur., (2001).

Slika 4.12. Razdvajanje faza trokomponentnih nehomogenih smjesa oktan-1-ola, vode i
etanola razli¢itih omjera: (1) 40:55:5, (2) 40:50:10, (3) 50:35:15, (4) 30:50:20
(strelicom je prikazana granica faza).
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Tablica 4.2. Rezultati plinsko kromatografske analize.

Ekstrakt Rafinat

Woktan-1-ol (%0)  Wvoda (%0)  Wetanol (%0) Woktan-1-ol (%0)  Wvoda (%0) Wetanol (%0)

87,49 9,72 2,79 0,00 95,06 4,94

82,65 8,5 8,85 0,00 90,43 9,57

75,59 8,10 16,31 0,00 83,62 16,38

27,53 31,71 40,76 2,73 63,80 33,47
etanol

100 @ .
voda O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100  oktan-1i-ol

Slika 4.13. Binodalni trokomponentni dijagram za smjesu oktan-1-ol/etanol/voda. Legenda:
(*) dobiveno eksperimentalno, (¢) preuzeto iz rada Arce i sur., (1994).
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Slika 4.14. Razdvajanje faza trokomponentnih nehomogenih smjesa nonan-1-ola, vode i
etanola razli¢itih omjera: (1) 27:36:37, (2) 40:53:7, (3) 47:38:15, (4) 40:40:20,

(5) 50:20:30 (strelicom je prikazana granica faza).

Tablica 4.3. Rezultati plinsko kromatografske analize.

Ekstrakt

Whnonan-1-ol (%)

Wvoda (%)

Wetanol (%)

Rafinat

Whnonan-1-ol (%) Wvoda (%)

Wetanol (%)

51,89
57,13
70,22
78,03

17,63
17,30
10,43
7,34

30,48
25,57
19,35
14,63

1,40
0,93
0,89
0,64

67,60
73,06
76,17
81,84

31,00
26,01
22,94
17,52
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etanal

voda 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100  nopan-1i-ol

Slika 4.15. Binodalni trokomponentni dijagram za smjesu nonan-1-ol/etanol/voda. Legenda:

(*) dobiveno eksperimentalno, (¢) preuzeto iz rada Kirbaslar i sur., (2000).
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—- T

entnih nehomogenih smjesa oleil alkohol, vode i

=t

Slika 16. Razdvajanjé faza trokom.p(;n

etanola razli¢itih omjera: (1) 30:20:50, (2) 20:40:40, (3) 30:30:40, (4) 40:30:30,
(5) 20:30:50 (strelicom je prikazana granica faza).

Tablica 4.4. Rezultati plinsko kromatografske analize.

Ekstrakt Rafinat

Woleil (%0) Whvoda (%0) Wetanol (%0) Woleil (%0) Wvoda (%0) Wetanol (%0)
52,27 12,59 35,14 0,00 37,16 62,84
70,24 7,40 22,36 0,00 61,95 38,05
68,52 0,00 31,48 0,00 47,11 52,89
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etanol

voda 0 10 20 30 40 &0 60 il a0 a0 100 pleil alkohaol

Slika 4.17. Binodalni trokomponentni dijagram za smjesu oleil alkohol/etanol/voda.

Slike 4.10., 4.12., 4.14. i 4.16. prikazuju da istrazivane otopine (pentan-1-ol, oktan-1-ol,
nonan-1-ol, oleil alkohol) u Sirokom pojasu masenih udjela u statickom sustavu stvaraju dva
jasno odvojena sloja (ekstrakt i1 rafinat). Takav rezultat upucuje da se sva istraZivana otapala
mogu u tehnoloSkom procesu dobro razdvojiti od vodene faze $to je preduvjet za uspjeSan rad
postrojenja za ekstrakciju. Slike binodalnih dijagrama (4.11., 4.13., 4.15. i 4.17.) pokazuju da
trokomponentne smjese (pojedino organsko otapalo + etanol + voda) imaju Siroko podrucje
koncentracijskih omjera u kojima stvaraju dvije razdvojene faze (ekstrakt i rafinat) Sto je
takoder preduvjet za uspjesnu ekstrakciju. Medusobnom usporedbom dobivenih binodalnih
dijagrama mozZe se vidjeti da najsiri raspon koncentracija u smjesi koje rezultiraju homogenom
trokomponentnom otopinom ima sustav pentan-1-ol/etanol/voda. Slijede ga sustavi oktan-1-
ol/etanol/voda i nonan-1-ol/etanol/voda ¢ije koncentracijsko podrucje stvaranja nehomogenih
smjesa je Sire od onih koje ima sustav pentan-1-ol/etanol/voda. Najsire podrucje

koncentracijskih omjera komponenti u kojem nastaje razdvajanje faza na ekstrakt i rafinat ima
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sustav oleil alkohol/etanol/voda. Takvi rezultati svrstavaju otapala po pogodnosti za
ekstrakciju etanola iz vodenih fermentiranih podloga (obzirom na Sirinu primjenjivog
koncentracijskog pojasa) u redoslijed: oleil alkohol, oktan-1-ol, nonan-1-ol i pentan-1-ol.

Izracunati su koeficijenti raspodjele i faktor separacije, rezultati su prikazani u tablici 4.5.

Tablica 4.5. Koeficijenti raspodjele za etanol Kpe i vodu Kpw te faktor separacije a.

otapalo Sastav organske faze Sastav vodene faze Koe Kbw «
Wetanol Wvoda Wetanol Wvoda
(% vol/vol) (% vol/vol) | (% vol/vol) (% vol/vol)
5 9,6 4.4 93,6 114 010 11.08
10,8 11,2 9 88,6 120 0.13 9.49
pentan-1-ol 20 15 16 81 125 019 6.75
26,7 22,2 74,4 74,4 128 030 4.30
29,8 32,60 70 70 1.29 047 277
0,00 100 0,00 6,96 096 0.08 11.89
oktan-1-ol 6,46 93,54 6,19 7,54 090 0.09 09.79
12,08 87,92 10,86 8,07 095 015 6.32
30,48 17,63 31,00 67,60 098 0.26 3.77
nonan-1-ol 14,63 7,34 17,52 81,84 0.83 0.09 0931
25,57 17,30 26,01 73,06 098 024 415
22,36 7,40 38,05 61,95 059 012 492
oleil alkohol 0,89 0,87 4,3 95,7 0.21 0.01 2277
0,65 0,76 3,27 96,73 020 0.01 25.30
0,42 0,66 2,18 97,82 019 0.01 2855
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4.2. ISTRAZIVANJE UCINKOVITOSTI RAZDVAJANJA ORGANSKE FAZE

4.2.1. Istrazivanje ucinkovitosti razdvajanja organske faze u prisutnosti komponenata

fermentirane hranjive podloge (voda i kvasac Saccharomyces cerevisiae)

Na slici 4.18. je prikazano razdvajanje organske i vodene faze u prisutnosti radnog

mikroorganizma (kvasac Saccharomyces cerevisiae).

Slika 4.18. Razdvajanje organske i vodene faze uz prisutnost radnog mikroorganizma (kvasac
Saccharomyces cerevisiae) odmah nakon mijesanja (lijevo) te nakon 4 sata
(desno). Uporabljeni ekstraktanti: (1) pentan-1-ol, (2) oleil alkohol, (3) nonan-1-
ol, (4) oktan-1-ol.

Kao Sto je vec receno svaka dodatna komponenta u nehomogenim smjesama kemijski
razli¢itih otapala (u ovom sluc¢aju vode i pojedinog organskog otapala) moze bitno utjecati na
razdvajanje faza i na vladanje kompletnih sustava. Zbog toga je proveden pokus ¢iji su rezultati
prikazani na slici 4.18. u kojem je tretirano ponaSanje radnog mikroorganizma kvasca
Saccharomyces cerevisiae u sustavu organsko otapalo/voda. Rezultati prikazani na slici 4.18.
pokazuju da stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae imaju jaku tendenciju prema vodenoj
(tezoj) fazi dok se u lakSem (gornjem) sloju organskog otapala nalazi vrlo mali broj stanica.
Takav rezultat za sva otapala indicira da u eventualnoj uporabi otapala za direktnu ekstrakciju
u bioreaktoru (koji bi funkcionirao kao homogenizator organske i vodene faze) otapalo moze
biti primijenjeno jer ¢e nakon napusStanja reaktora u sustavu za razdvajanje faza radni
mikroorganizam pretezito biti koncentriran u vodenoj fazi. Ta vodena faza bi se mogla zbog
takvih svojstava iskoristiti kao povratni tok za vrac¢anje radnog mikroorganizma u reaktor.

Na slici 4.19. je prikazano razdvajanje organske i vodene faze uz prisutnost radnog

mikroorganizma (kvasac Saccharomyces cerevisiae) i etanola u smjesi.
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Slika 4.19. Razdvajanje organske i vodene faze uz prisutnost radnog mikroorganizma (kvasac

Saccharomyces cerevisiae) i etanola odmah nakon mijesanja (lijevo) te nakon 4
sata (desno). Uporabljeni ekstraktanti: (1) pentan-1-ol, (2) oleil alkohol, (3) nonan-
1-ol, (4) oktan-1-ol.

Slika 4.19. takoder prikazuje da stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae imaju jaku
tendenciju prema vodenoj fazi, ¢ak i uz prisutnost etanola u hranjivoj podlozi. Razdvajanje je
nesto bolje u odnosu na prethodni pokus. Ovim pokusom je potvrdeno da bi se vodena faza iz
takvog sustava mogla iskoristiti za povratni tok jer su u gornjem sloju stanice kvasca

Saccharomyces cerevisiae prisutne u jako malom broju.

4.2.2. Istrazivanje ucinkovitosti razdvajanja organske faze u prisutnosti komponenata
fermentirane hranjive podloge (hidrolizat lignoceluloznog kompleksa i kvasac
Saccharomyces cerevisiae)

Na slici 4.20. je prikazano razdvajanje organske i vodene faze uz prisutnost hidrolizata
lignoceluloznog kompleksa (tretiranog s H2SO4) i radnog mikroorganizma (kvasac
Saccharomyces cerevisiae) u smjesi. Uzet je uzorak iz organske faze nakon 4 sata te je

brojanjem stanica u Thomaovoj komori utvrdeno da u hidrolizatu nema kvas¢evih stanica.
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Slika 4.20. Razdvajanje organske i vodene faze uz prisutnost radnog mikroorganizma (kvasac
Saccharomyces cerevisiae) i hidrolizata lignoceluloznog kompleksa odmah nakon
mijesanja (lijevo) te nakon 4 sata (desno). Uporabljeni ekstraktanti: (1) pentan-1-
ol, (2) nonan-1-ol, (3) oleil alkohol, (4) oktan-1-ol.

Slika 4.20. pokazuje da se sustav u kojem je prisutan hidrolizat lignoceluloznog
kompleksa ponasa drugacije od sustava voda/otapalo (Slika 4.18.) Nakon 4 sata mirovanja
primjetna je znacajna mutez organske faze i to za sva primijenjena otapala. Pregledom
organske faze u Thomaovoj komori pod mikroskopom nadeno je da u toj organskoj fazi nakon
4 sata mirovanja prakti¢ki nema stanica. To upucuje na zaklju¢ak da se u prisustvu hidrolizata
lignoceluloznog kompleksa u organskoj fazi stvore emulzije koje se sporo razdvajaju.

Na slici 4.21. je prikazano razdvajanje organske i vodene faze u prisutnosti hidrolizata
lignoceluloznog kompleksa (tretiranog s H2SOs4), radnog mikroorganizma (kvasac
Saccharomyces cerevisiae) i etanola.
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Slika 4.21. Razdvajanje organske i vodene faze uz prisutnost radnog mikroorganizma (kvasac
Saccharomyces cerevisiae), hidrolizata lignoceluloznog kompleksa i etanola
odmah nakon mijesanja (lijevo) te nakon 4 sata (desno). Uporabljeni ekstraktanti:
(1) pentan-1-ol, (2) nonan-1-ol, (3) oktan-1-ol, (4) oleil alkohol.

Obzirom na rezultate prikazane na slici 4.20. bilo je interesantno vidjeti da li ¢e etanol kao
komponenta fermentirane hranjive podloge bitno utjecati na ponasanje sustava koji se sastoji
od organskog otapala (ekstraktanta), stanica kvasca i hidrolizata lignoceluloznog kompleksa.
Rezultati na slici 4.21. jasno pokazuju da etanol u takvom sustavu smanjuje moguénost
nastanka emulzije u organskoj fazi §to je vidljivo po bistrom gornjem sloju u epruvetama 1-4
desno. I u ovom slucaju stanice kvasca su nakon 4 sata mirovanja bile vrlo pretezito sadrzane
u tezoj vodenoj fazi. Ta cinjenica je potvrdena i pregledom obiju faza svjetlosnim

mikroskopom i brojanjem stanica u Thomaovoj komorici.
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4.3.PRELIMINARNO ISTRAZIVANJE UTJECAJA OTAPALA (PENTAN-1-OL,
OKTAN-1-OL, NONAN-1-OL ILI OLEIL ALKOHOL) NA RAST KVASCA
Saccharomyces cerevisiae U TIKVICAMA NA TRESILICI

Rezultati djelovanja otapala na kvasac Saccharomyces cerevisiae u eksponencijalnoj

fazi rasta, prikazani su na slikama 4.22. — 4.25.
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Slika 4.22. Promjena broja zivih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae (N) tijekom Sarznog

uzgoja na tresilici u prisutnosti 3% i 10% (vol/vol) pentan-1-ola.
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Slika 4.23. Promjena broja zivih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae (N) tijekom Sarznog

uzgoja na tresilici u prisutnosti 3% i 10% vol/vol oktan-1-ola.
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Slika 4.24. Promjena broja zivih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae (N) tijekom Sarznog

uzgoja na tresilici u prisutnosti 3% i 10% vol/vol nonan-1-ola.
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Slika 4.25. Promjena broja zivih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae (N) tijekom Sarznog

uzgoja na tresilici u prisutnosti 3% i 10% vol/vol oleil alkohola.

U slucaju ako bi se ekstraktanti primijenili direktno u bioreaktoru koji bi posluzio kao
homogenizator faza, dolazilo bi do neminovnog dugotrajnog kontakta stanica radnog
mikroorganizma i ekstraktanta. Zbog tog razloga je bilo bitno istraziti da li pojedini ekstraktant
negativno djeluje na rast i preZivljavanje stanica radnog mikroorganizma. U tu svrhu, testiran
je svaki ekstraktant pojedina¢no na nacin da je u podlogu s kvascem u eksponencijalnoj fazi

rasta dodano organsko otapalo u koli¢ini od 3% i 10 % vol/vol. Rezultati prikazani na slikama
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4.22.-4.24. pokazuju da pentan-1-ol, oktan-1-ol i nonan-1-ol u tim koncentracijama toksi¢no
djeluju na stanice kvasca koje u prisustvu tih otapala nisu uopce rasle. U kontrolnom pokusu
je naprotiv nakon odredene lag faze zabiljezen rast. Drugaciju situaciju je moguce vidjeti na
slici 4.25. koja prikazuje djelovanje oleil alkohola na rast i prezivljavanje radnog
mikroorganizma. Tu je vidljivo da i oleil alkohol pokazuje inhibicijski u¢inak na rast stanica
uporabljenog kvasca, ali je primjetan odredeni rast stanica kako na koncentraciji 3% vol/vol
tako na 10% vol/vol. Ovakvi rezultati (Slika 4.22.-4.25.) ukazuju da se pentan-1-ol, oktan-1-ol
i nonan-1-ol ne bi mogli uporabiti kao ekstraktant direktno u samom bioreaktoru jer je njihov
inhibicijski toksi¢ni u¢inak na radni mikroorganizam vrlo jak. U takvu svrhu bi se eventualno
mogao uporabiti oleil alkohol, ali bi za konac¢ni sud trebalo napraviti dodatne pokuse: testirati
moze li kvasac Saccharomyces cerevisiae koristiti oleil alkohol kao jedini izvor ugljika i

testiranje Sireg koncentracijskog podrucja utjecaja oleil alkohola.

47



Rezultati i rasprava

4.4. ISTRAZIVANJE EKSTRAKTIVNIH SVOJSTAVA EKSTRAKTANATA U
KONTINUIRANOM SUSTAVU ZA EKSTRAKCIJU

Reynoldsovi brojevi mijesala u sekciji za mijeSanje (Rei) i Reynoldsovi brojevi za strujanje
u sekciji za razdjeljivanje (Re) prikazani su u tablici 4.5. Na slikama 4.26. — 4.29. prikazano je

razdjeljivanje faza u sekciji za razdjeljivanje.

Tablica 4.5. Grani¢ni Reynoldsovi brojevi mijesala za sustav podloga/organsko otapalo kod
kojih dolazi do dobrog mijesanja ekstraktanata s podlogom.

Otapalo N Rei Re Primjedba

(o min?)

156 4514,04 2,16 Postoje dva sloja (sloj otapala i sloj vode)
pentan-1-ol 180 5208,51 2,16 Postoji sloj otapala, vode i emulzije

200 5787,23 2,16 Potpuno dispergirano otapalo u vodi

150 3973,07 1,98 Postoje dva sloja (sloj otapala i sloj vode)
oktan-1-ol 175 4635,25 1,98 Postoji sloj otapala, vode i emulzije

187 4953,09 1,98 Potpuno dispergirano otapalo u vodi

150 3759,20 1,87 Postoje dva sloja (sloj otapala i sloj vode)
nonan-1-ol 218 5463,37 1,87 Postoji sloj otapala, vode i emulzije

230 5764,11 1,87 Potpuno dispergirano otapalo u vodi

180 4116,09 1,71 Postoje dva sloja (sloj otapala i sloj vode)
oleil alkohol 193 4413,36 1,71 Postoji sloj otapala, vode i emulzije

206 4710,64 1,71 Potpuno dispergirano otapalo u vodi

Slike 4.26. - 4.29. prikazuju razdvajanje faza dobiveno u kontinuiranom postupku u
aparaturi (opis u tocki 3.1.3.2.) kad je kao ekstraktant upotrijebljen pentan-1-ol, oktan-1-ol,

nonan-1-ol ili oleil alkohol.
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Slika 4.26. Razdvajanje faza u koloni za razdjeljivanje za ekstraktant pentan-1-ol. Primijenjen
protok kroz kolonu iznosio je 2,04 L/h, srednja linearna brzina strujanja 2,88-10%

m/h, Re-broj strujanja kolone 2,16, primijenjen Re-broj mijesala 5787,23.

Slika 4.27. Razdvajanje faza u koloni za razdjeljivanje za ekstraktant oktan-1-ol. Primijenjen
protok kroz kolonu iznosio je 0,98 L/h, srednja linearna brzina strujanja 1,51-10*

m/h, Re-broj strujanja kolone 1,98, primijenjen Re-broj mijesala 4953,09.

49



Rezultati i rasprava

LTI

3
3
d

é
3
= |
3
E
5|
'.%:‘

i

Slika 4.28. Razdvajanje faza u koloni z razdjelivanje za ekstraktant nonan-1-ol. Primijenjen

protok kroz kolonu iznosio je 0,98 L/h, srednja linearna brzina strujanja 1,51-10%

m/h, Re-broj strujanja kolone 1,87, primijenjen Re-broj mijesala 5764,11.

Slika 4.29. Razdvajanje faza u koloni za razdjeljivanje za ekstraktant oleil alkohol. Primijenjen
protok kroz kolonu iznosio je 0,98 L/h, srednja linearna brzina strujanja 1,51-10*

m/h, Re-broj strujanja kolone 1,71, primijenjen Re-broj mijesala 4710,64.
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Budu¢i da su u preliminarnim testiranjima u epruvetama svi sustavi (pojedino
otapalo/voda/etanol) pokazali da u mirovanju razdvajaju slojeve organske i vodene faze (tocka
4.1.3.) bilo je nuzno provjeriti kako bi to razdvajanje funkcioniralo u kontinuiranom sustavu
za razdjeljivanje faza. Ta provjera je bila potrebna tim viSe Sto je kod nekih sustava u
odredenim koncentracijskim omjerima primije¢ena manja ili veéa pojava sloja emulzije koji se
teSko razdjeljivao na dvije faze. U tu svrhu iskoriSten je uredaj prikazan na slici 3.2. koji je
posluzio 1 za odredivanje minimalnog potrebnog Reynoldsovog broja mijesala za dobro
dispergiranje ekstraktanta u podlozi u sekciji za mijesanje. Rezultati prikazani u tablici 4.5
pokazuju da razlicita otapala imaju razli¢iti odnos prema vodenoj fazi u pogledu potrebne
mehanicke sile da bi se dobila potrebna razdjelna povrSina za prijenos mase i potreban stupanj
disperzije organske u vodenoj fazi. Pentan-1-ol i nonan-1-ol su se dobro dispergirali u vodenoj
fazi u sekciji za mijeSanje uz Reynoldsov broj mijesala reda veli¢ine 5800 (to¢nije 5787 za
pentan-1-ol i 5764 za nonan-1-ol). Nasuprot tome oktan-1-ol i oleil alkohol su trebali nesto
manje Reynoldsove brojeve mijesala (4953 za oktan-1-ol i 4710 za oleil alkohol).

Razdvajanje faza u sekcijama za razdjeljivanje prikazano je na slikama 4.26.-4.29. U svim
pokusima se pokazalo da primijenjeni Reynoldsov broj strujanja (Tablica 4.5.) u vertikalnim
kolonama za razdjeljivanje omogucavaju da se svi ekstrakti dobro izdvoje na povrsinu vodene
faze. Pri tome treba spomenuti da otapala pentan-1-ol i nonan-1-ol izmedu ¢iste organske faze
(ekstrakta) i rafinata stvaraju relativno visoki sloj emulzije (Slika 4.26. i 4.28.). Nasuprot tome,
oleil alkohol je u koloni za razdjeljivanje uvijek stvarao relativno Cisti sloj rafinata i vrlo slabu
emulziju u ekstraktu (Slika 4.29.), dok je oktan-1-ol u koloni za razdjeljivanje stvarao Cisti sloj
rafinata i ekstrakta (Slika 4.27.). Ti rezultati upucuju na to da bi se primjenom odgovarajuce
brzine strujanja u vertikalnim kolonama za razdjeljivanje moglo posti¢i dobro razdvajanje
ekstrakta od rafinata pri cemu bi se ekstrakt odvodio s vrha kolone, a rafinat s dna kolone.
Otapala pentan-1-ol i nonan-1-ol bi u tom sluc¢aju vrlo vjerojatno trebala duzu centralnu sekciju
kolone da bi se nastale emulzije mogle uspjes$no razdvojiti na ekstrakt i rafinat.

Nakon ekstrakcije etanola u sustavu opisanom u tocki 3.1.3.2. dobivene su frakcije koje
su analizirane plinskom kromatografijom (opis u to¢ki 3.1.3.1.). Tablica 4.6. prikazuje rezultate

analize organske i vodene faze.
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Tablica 4.6. Sastav rafinata i ekstrakta dobivenih u uredaju za istrazivanje ekstrakcije.

Petanol (% V0|/VO|)

Otapalo ekstrakt Rafinat
pentan-1-ol 591 7,57
oktan-1-ol 4,71 4,80
nonan-1-ol 4,08 6,53
oleil alkohol 0,34 7,00

Rezultati pokazuju da je u frakciji s pentan-1-olom postignut najvisi volumni udio
etanola u ekstraktu, a najnizi s oleil alkoholom. Zadovoljavajuéi sastav rafinata postignut je S
oktan-1-olom kao ekstraktantom. Za ostala otapala trebali bi se provesti dodatni stupnjevi

ekstrakcije kako bi se postigla Zeljena koncentracija etanola u rafinatu (Weton = 4 %).

4.5. ODREDPIVANJE BROJA POTREBNIH STUPNJEVA EKSTRAKCIJE
ETANOLA

4.5.1. Izracun broja potrebnih stupnjeva ekstrakcije za Sarznu ekstrakciju

Na slikama 4.30. — 4.33. su prikazani rezultati grafickog odredivanja potrebnog broja
teoretskih stupnjeva za sarznu ekstrakciju etanola pentan-1-olom, oktan-1-olom, nonan-1-olom
i oleil alkoholom. Tablica 4.7. prikazuje izracun potrebne koli¢ine otapala i broja teoretskih

stupnjeva za viSestupanjsku $arznu ekstrakciju etanola istrazivanim otapalima.
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Slika 4.30. Graficko odredivanje broja teoretskih stupnjeva za viSestupanjsku Sarznu

ekstrakciju vodene otopine etanola s ekstraktantom pentan-1-olom.
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Slika 4.31. Graficko odredivanje broja teoretskih stupnjeva za viSestupanjsku Sarznu

ekstrakciju vodene otopine etanola s ekstraktantom oktan-1-olom.
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Slika 4.32. Graficko odredivanje broja teoretskih stupnjeva za viSestupanjsku Sarznu

ekstrakciju vodene otopine etanola s ekstraktantom nonan-1-olom.
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Slika 4.33. Graficko odredivanje broja teoretskih stupnjeva za viSestupanjsku Sarznu

ekstrakciju vodene otopine etanola s ekstraktantom oleil alkoholom.

54



Rezultati i rasprava

-dltoyensyo easludms weso of ouqanod (201/z291 9, <) Uy Souepez op e[oue)d [UBIYBNSIY BZ 44

‘eledejo Boisr 8 001 of
ouojstoy nfudnis woyeas n nfioxensyo nuzies nysfuednsosia vz *3 71°c9 eloueid esew © ‘33 0001 of errsouzt eredejo vas vz a30[pod esew BUJOQ0 ],

(Turaesoftu n of 0§ 0Sou B[OULIO WO(TOLNUIOUOY WOSIA S ILNSYO 13Iqop d9nJow o) ouapaipo aliu [0-T-UBO
TT'S 96'T 002 - - - - 02'19 66'0 1129 160 [04OX[e 1310
I8'08  xxGV'6T 008 09y ¢0'C 68'S 182 021G S0'T 0885 zey |0-T-UeUON
1e'sL Ly'Ly 00€ - - 16'6T GL'LT v1'E 256 €2 LY 16'GT  10-T-UERd
(6%) (6%1) (6%1) (6%) (6%) (6%) (6%) (61)
8d/HOM3 83/HO3 €d/HOF €3/HO3 cd/HO3 ¢3/HO3 Td4/HON3 T3/HO13
06 () (61) w w w w w w w Y nhosensye
0 IHOEw sur ez oedel0
fuedns 111N fuedns ‘|11 fuednis ‘|| [uedns °|

"|OYOMJe |19]0 I |O-T-UeUOU ‘|O-T-Uep|o ‘|o-T-uriuad ez ewelbelip
yrurepourq woud(wrd nfioyensyd nuzres nysfuednsasia ez eadludnis yrysia109) eloiq 1 eredejo surgrjoy suqanod ungeiz] ' edljqeL

55



Rezultati i rasprava

Ako bi se za viSestupanjsku Sarznu ekstrakciju kao ekstraktant koristio pentan-1-ol,
ekstrakcija bi se mogla izvesti u tri stupnja da se dobije Zeljena koli¢ina etanola u rafinatu (>
4% tez/tez). Za oktan-1-ol nije bilo moguce odrediti potreban broj stupnjeva za visestupanjsku
Sarznu ekstrakciju da bi se dobila takva koncentracija etanola u rafinatu.. Uporabom oktan-1-
ola se tijekom prvog stupnja ekstrakcije graficki dobila jednaka koli¢ina etanola u ekstraktu i
rafinatu $to znaéi da je koeficijent razdjeljenja jednak 1. Nonan-1-ol i oleil alkohol pokazuju
nesto bolju sposobnost izdvajanja etanola u odnosu na oktan-1-ol, ali je za oleil alkohol graficki
bilo nemoguce odrediti kona¢nu koli¢inu otapala da se dobije 4% tez/tez etanola u rafinatu jer
tocke ekstrakta iz prvog i drugog stupnja padaju u istu to¢ku zbog nagiba ravnoteznih linija.
Ako bi se za viSestupanjsku Sarznu ekstrakciju kao ekstraktant koristio nonan-1-ol, ekstrakcija

bi se mogla izvesti u osam stupnjeva da se dobije 4% tez/tez etanola u rafinatu.

4.5.2. Odredivanje broja potrebnih stupnjeva ekstrakcije za kontinuiranu ekstrakciju

Na slikama 4.34. — 4.37. prikazano je graficko odredivanje broja potrebnih stupnjeva
ekstrakcije za kontinuiranu ekstrakciju s pojedinim otapalima.

Slika 4.34. Graficko odredivanje potrebnog broja stupnjeva za kontinuiranu ekstrakciju etanola

pentan-1-olom.
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Slika 4.35. Grafi¢ko odredivanje potrebnog broja stupnjeva za kontinuiranu ekstrakciju etanola

oktan-1-olom.
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Slika 4.36. Graficko odredivanje potrebnog broja stupnjeva za kontinuiranu ekstrakciju etanola

nonan-1-olom.
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Slika 4.37. Graficko odredivanje potrebnog broja stupnjeva za kontinuiranu ekstrakciju etanola

oleil alkoholom.

Na slikama 4.38. i 4.39. prikazano je graficko odredivanje potrebnog protoka za

jednostupanjsku ekstrakciju etanola s pentan-1-olom i oleil alkoholom.
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Slika 4.38. Grafi¢ko odredivanje potrebnog protoka eckstraktanta za jednostupanjsku

ekstrakciju etanola pentan-1-olom.
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Slika 4.39. Graficko odredivanje potrebnog protoka ekstraktanta za jednostupanjsku

ekstrakciju etanola oleil alkoholom.
Rezultati grafickog odredivanja minimalnog protoka ekstraktanta u protustrujnoj
kontinuiranoj ekstrakciji (Fmg)min | dobiveni udjeli etanola u ekstraktu i rafinatu prikazani su u

tablici 4.8.

Tablica 4.8. Rezultati grafickog odredivanja kolicine ekstraktanta.

I. stupanj Il. stupanj
Otapalo za
y (Fm.B)min  UetoH/E1 UEtoH/R1 UEtoH/E2 UEtoH/R2
ekstrakciju
(ka/h) (%) (%) (%) (%)

pentan-1-ol 450 51 4,3 1,0 0,7
pentan-1-ol 528 4,2 4,0 - -
oktan-1-ol 824 3,0 3,5 - -
nonan-1-ol 1000 2,2 4,0 - -
oleil alkohol 2655 0,9 4,3 0,2 1,7
oleil alkohol 3400 0,8 4,0 - -

Rezultati prikazani u tablici 4.8. dobiveni su po pretpostavkom da u uredaj za
ekstrakciju ulazi 1000 kg/h fermentirane podloge koja sadrzi 6,3 % tez/teZ etanola s ciljem da

se dobije koncentracija u rafinatu 4% tez/tez. Oni pokazuju kako je s pentan-1-olom kao
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ckstraktantom moguce posti¢i Zeljeni sastav etanola u rafinatu s najmanjim protokom
(koli¢inom) otapala u odnosu na ostale ekstraktante. Ipak, ako bi se ekstrakcija provodila u
jednom stupnju, potreban protok otapala bi trebao biti nesto visi od protoka otapala potrebnog
za svaki pojedini stupanj od onog ako se ekstrakcija vrsi u vise stupnjeva. Oktan-1-ol i nonan-
1-ol su pokazali da je za isti ulazni protok podloge potreban veci protok otapala (nego kad je
primijenjen pentan-1-ol), a da bi se u jednom stupnju postigla Zeljena koncentracija etanola u
rafinatu. S oleil alkoholom kao ekstraktantom je postignut Zeljeni udio etanola u rafinatu uz
daleko veéi ulazni protokom otapala (2655 kg/h) nego je to slucaj za sve ostale ekstraktante.
To je razoCaravajuci rezultat, jer bi se od svih istrazivanih otapala oleil alkohol najlakSe
proizveo iz obnovljivih izvora (redukcijom karboksilne grupe oleinske kiseline koja je
sastavnica mnogih biljnih ulja 1 zivotinjskih masti). Obzirom na potrebne koli¢ine ekstraktanata
(Tablica 4.8), jedino bi uporaba pentan-1-ola postigla zeljeni cilj: smanjenje mase koja bi se
podvrgnula destilaciji i tome adekvatna usteda na toplinskoj energiji (528 kg/h otapala + 22,17
kg/h etanola = 550,17 kg/h ekstrakta prema 1000 kg/h fermentirane podloge).

60



Rezultati i rasprava

4.6. PRIJEDLOG TEHNOLOSKOG RJESENJA
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Slika 4.39. Prijedlog tehnoloskog rjeSenja. OBRADA
—> OTPADNIH VODA

F. = fermentiranje pentoza, F»> = fermentiranje heksoza, S-1 = separacija kvasca
M = posuda za mijeSanje otapala i podloge, K = kolona za razdjeljivanje ekstrakt/rafinat
P-1, P-2, P-3 = pumpa

* M, posuda za mijeSanje i K, kolona za razdjeljivanje mogli bi se zamijeniti kontinuiranim centrifugalnim ekstraktorom
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PredloZeno tehnolosko rjeSenje pretpostavlja da se za fermentiranje koriste mikroorganizmi
koji nisu geneti¢ki modificirani (u smislu sposobnosti istovremene fermentacije pentoza i
heksoza). To je i razlog zasto je predloZzena dvostupanjska fermentacija. Alternativa tom dijelu
tehnoloSkog postrojenja jest istovremena kombinirana fermentacija s dva radna
mikroorganizma (jedan za pentoze i jedan za heksoze) u jednom stupnju, ili uporaba geneticki
modificiranog organizma koji moze fermentirati pentoze i heksoze. Zbog toksi¢nog djelovanja
otapala na proizvodni Saccharomyces cerevisiae, u tehnolosku liniju je postavljen centrifugalni
separator uz reciklaciju biomase, s ciljem da se stanice kvasca izdvoje prije kontakta s otapalom
1izbjegne toksi¢ni u€inak. Ekstraktivni dio postrojenja mogao bi biti izveden kao kontinuirana
ekstrakcija kolonskog tipa ili kao centrifugalni ekstraktor. U slu€aju primjene ovog
posljednjeg, postoji mogucénost izostavljanja separatora za kvasac, jer bi zbog kratkotrajnosti
kontakta podloge i ekstraktanta u takvom uredaju toksi¢ni ucinak otapala bio smanjen,
centrifugalna sila bi mogla biti uporabljena za istovremeno razdvajanje ekstrakta od rafinata i
stanica mikroorganizma od otapala (o¢ekuje se da stanice budu izdvojene s tezom, vodenom
fazom). No, takva konfiguracija bi trebala obvezno biti provjerena dodatnim eksperimentima
u smislu istrazivanja toksi¢nosti otapala na stanice u uvjetima kratkotrajnih kontakata s

otapalom.
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Primijenjeni ekstraktanti (pentan-1-ol, oktan-1-ol, nonan-1-ol i oleil alkohol) u smjesi
s etanolom i vodom pokazuju sposobnost razdvajanja na dvije faze, ekstrakt i rafinat
Sto ih ¢ini pogodnima za ekstrakciju fermentiranih podloga koje sadrze etanol.
Pentan-1-ol, oktan-1-ol i nonan-1-ol u koncentraciji od 3% vol/vol i 10% vol/vol
pokazuju toksi¢ni ucinak na stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae, dok oleil
alkohol u istoj koli¢ini pokazuje inhibicijski u¢inak, uz primijecen rast stanica. Takav
rezultat upucuje na to da bi se stanice kvasca trebalo izdvojiti iz podloge prije
ekstrakcije, odnosno u slucaju primjene kontinuiranih ekstraktora s kratkotrajnim
kontaktom ekstraktanta i podloge bilo bi potrebno sprije€iti vracanje ekstraktanta u
bioreaktor.

. U Sarznoj ekstrakciji etanola (s ciljem da se postigne kona¢na koncentracija etanola u
zavr$snom rafinatu 0,04 kg/kg uz maseni odnos ishodi$ne otopine odnosno pojedinog
rafinata i ekstraktanta A:B), bila bi za pentan-1-ol potrebna tri stupnja ekstrakcije
(postignuta uéinkovitost 75,21%), za  nonan-1-ol osam stupnjeva ekstrakcije
(postignuta ucinkovitost 30,81%), a za oleil alkohol jedan stupanj (ucinkovitosti
3,11%). Zbog oblika binodalnog dijagrama za ovaj ekstraktant nije bilo moguce
graficki odrediti koncentracije etanola u rafinatu i1 ekstraktu za drugi, tre¢i 1 vise
stupnjeve ekstrakcije. Broj potrebnih stupnjeva za Sarznu ekstrakciju etanola oktan-1-
olom se takoder nije mogao grafic¢ki odrediti u podru¢ju zadane kona¢ne koncentracije
etanola zbog polozaja spojnica krajnjih tocaka binodalne krivulje na trokutnom
koncentracijskom dijagramu.

Kontinuirana ekstrakcija etanola bi se mogla provesti sa svim istrazivanim otapalima s
ciljem da se u rafinatu dobije 0,04 kg/kg etanola. Za ulazni tok podloge u ekstraktor od
1000 kg/h koncentracije 0,063 kg/kg etanola, najmanji protok otapala 450 kg/h bio bi
potreban za pentan-1-ol, te 824 kg/h za oktan-1-ol, 1000 kg/h za nonan-1-ol i 2655 kg/h

za oleil alkohol.
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7. PRILOZI

7.1. BAZDARNI DIJAGRAMI ZA ODREPIVANJE VOLUMNOG UDJELA
ETANOLA | OTAPALA (PENTAN-1-OLA, OKTAN-1-OLA, NONAN-1-OLA |
OLEIL ALKOHOLA)
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Slika 7.1. Bazdarni dijagram za kromatografsko odredivanje (GC) volumnog udjela etanola u

vodenoj fazi.
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Slika 7.2. Bazdarni dijagram za kromatografsko (GC ) odredivanje volumnog udjela etanola u
smjesi etanol/pentan-1-ol/aceton uporabljen za mjerenje ravnoteznih koncentracija
u organskoj fazi i formiranje binodalnog trokomponentnog dijagrama. Mobilna faza:
helij.
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Slika 7.3. Bazdarni dijagram za kromatografsko (GC) odredivanje volumnog udjela pentan-1-
ola u smjesi etanol/pentan-1-ol/aceton uporabljen za mjerenje ravnoteznih
koncentracija u organskoj fazi i formiranje binodalnog trokomponentnog dijagrama.
Mobilna faza: helij.
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Slika 7.4. Bazdarni dijagram za kromatografsko (GC ) odredivanje volumnog udjela etanola u
smjesi etanol/oktan-1-ol/aceton uporabljen za mjerenje ravnoteznih koncentracija u
organskoj fazi i formiranje binodalnog trokomponentnog dijagrama. Mobilna faza:

helij.
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Slika 7.5. Bazdarni dijagram za kromatografsko (GC) odredivanje volumnog udjela oktan-1-
ola u smjesi etanol/oktan-1-ol/aceton uporabljen za mjerenje ravnoteznih
koncentracija u organskoj fazi i formiranje binodalnog trokomponentnog dijagrama.

Mobilna faza: helij.
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Slika 7.6. Bazdarni dijagram za kromatografsko (GC ) odredivanje volumnog udjela etanola u
smjesi etanol/nonan-1-ol/aceton uporabljen za mjerenje ravnoteznih koncentracija u
organskoj fazi i formiranje binodalnog trokomponentnog dijagrama. Mobilna faza:

helij.
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Slika 7.7. Bazdarni dijagram za kromatografsko (GC) odredivanje volumnog udjela nonan-1-
ola u smjesi etanol/nonan-1-ol/aceton uporabljen za mjerenje ravnoteznih
koncentracija u organskoj fazi i formiranje binodalnog trokomponentnog dijagrama.
Mobilna faza: helij.
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Slika 7.8. Bazdarni dijagram za kromatografsko (GC ) odredivanje volumnog udjela etanola u
smjesi etanol/oleil alkohol/aceton uporabljen za mjerenje ravnoteznih koncentracija
u organskoj fazi i formiranje binodalnog trokomponentnog dijagrama. Mobilna faza:

helij.
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Slika 7.9. Bazdarni dijagram za kromatografsko (GC) odredivanje volumnog udjela oleil
alkohola u smjesi etanol/oleil alkohol/aceton uporabljen za mjerenje ravnoteznih
koncentracija u organskoj fazi i formiranje binodalnog trokomponentnog dijagrama.

Mobilna faza: helij.



Prilozi

7.2. POPIS KRATICA

Oznaka velicine Velidina Jedinica
MEtoH/EL masa etanola u ekstraktu prvog stupnja kg
MEtOH/RL masa etanola u rafinatu prvog stupnja kg
MEtOH/E2 masa etanola u ekstraktu drugog stupnja kg
MEtOH/R2 masa etanola u rafinatu drugog stupnja kg
MEtOH/E3 masa etanola u ekstraktu tre¢eg stupnja kg
MELOH/R3 masa etanola u rafinatu treceg stupnja kg
MEtoH/ES masa etanola u ekstraktu osmog stupnja kg
MEtOH/RS masa etanola u rafinatu osmog stupnja kg

> mg suma mase otapala kg
2. MEtOH/E suma mase etanola u ekstraktu kg
U uspjesnost ekstrakcije %
(Fm,B)min minimalni protok otapala u kontinuiranoj ekstrakciji kg/h
udio etanola u ekstraktu prvog stupnja kontinuirane
UEtoH/EL -
ekstrakcije
udio etanola u rafinatu prvog stupnja kontinuirane
UEtoH/rR1 ..
ekstrakcije
udio etanola u ekstraktu drugog stupnja
UEtoH/E2 - .
kontinuirane ekstrakcije
udio etanola u rafinatu drugog stupnja kontinuirane
UEtoH/R2

ekstrakcije




