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kojeg visokovrijednog proizvoda. Cilj ovog rada bio je odrediti optimalne uvjete za kiselinsku i alkalnu
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1.UVvOD

Zbog velike rasprostranjenosti u prirodi i relativno niske cijene, lignocelulozne sirovine
postaju zanimljive za primjenu u biotehnologiji. Velike koli¢ine lignocelulozne biomase koja
se smatra otpadom (otpadna trava, oklasci, komusina, drvene strugotine itd.) zbrinjava se
spaljivanjem, ili se tradicionalno koristi za ishranu stoke unato¢ njenom velikom potencijalu za
primjenu u proizvodnji razli¢itih visokovrijednih proizvoda kao Sto su biogoriva, biokemikalije

I biopolimeri (Howard i sur., 2003).

Kako je lignoceluloza vrlo otporna na mikrobnu razgradnju, prije koriStenja
lignoceluloznih sirovina u razli¢itim bioprocesima potrebno je provesti predobradu ovakve
sirovine. Ciljevi postupka predobrade su povecanje poroznosti lignocelulozne sirovine,
uklanjanje lignina i hemiceluloze te smanjenje kristalicnosti celuloze (Mardetko i sur., 2018).
Procesi predobrade koji se provode mogu se podijeliti na: fizikalne, kemijske, fizikalno-
kemijske i bioloske postupke predobrade. I1zbor metode za predobradu ovisi o sastavu sirovine
1 nusproduktima koji nastaju odredenim postupkom. Predtretman moze biti najskuplji korak u
pretvorbi lignocelulozne biomase u zeljeni proizvod, ali ima veliki potencijal povecanja

ucinkovitosti i smanjenja troskova kroz daljnje istrazivanje i razvoj (Kumar i sur., 2009).

Cilj izrade ovog diplomskog rada bio je provesti predobradu otpadne trave kao
lignocelulozne sirovine s kemijskim metodama: kiselinskom hidrolizom i alkalnom hidrolizom
u visokotlatnom reaktoru, te usporediti dobivene rezultate kako bi se vidjelo koji je proces
ucinkovitiji. Ispitivan je utjecaj 0,5 %-tne sumporne kiseline te utjecaj 1 %-tne natrijeve luzine
pri razliitim temperaturama (160, 180 1 200 °C) kroz razli¢ita vremena zadrZavanja (1, 51 10

minuta).



2.TEORIJSKI DIO

2.1. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Lignocelulozne sirovine predstavljaju najzastupljeniji oblik biomase i time najveci
obnovljiv izvor organskog materijala u svijetu (Matokovi¢, 2018). U lignocelulozne sirovine
spadaju poljoprivredni otpadci (stabljika, oklasak i komusSina kukuruza, trava, sijeno, bagasa
Seerne trske), otpaci drvopreradivacke industrije (piljevina i strugotine, otpadci papirne
industrije), otpadci prehrambene industrije, energetski usjevi i komunalni otpadni papir
(Ivancié¢ Santek i sur., 2016). Za razliku od sirovina na bazi $eéera i §kroba, za koje treba
omoguciti odgovarajuce uvjete poljoprivredne proizvodnje, a takoder se koriste i za ishranu
ljudi i1 Zivotinja, lignocelulozna biomasa ne zahtjeva ekstenzivnu pripremu zemlje za
proizvodnju i ne koristi se direktno za proizvodnju hrane (Cordona i Sanchez, 2008). Unato¢
svim prednostima, ogranicavaju¢i faktor u koriStenju ove sirovine je kompleksnost njene

obrade, jer je zbog sloZene strukture neophodan predtretman same sirovine (Predojevi¢, 2010).

2.1.1. Grada lignocelulozne sirovine

Kemijski sastav biljaka znatno se razlikuje zbog generickih i ekoloskih ¢imbenika.
Glavna gradevna jedinica biljaka je lignoceluloza (Slika 1.) koja je kompaktna, djelomi¢no
kristalizirana struktura koju grade linearan polisaharid celuloza (30-50%), razgranati
heteropolisaharid hemiceluloza (20-30 %) i razgranati lignin (10-25 %). To su polimeri koje
biljke proizvode u svojim stanicama, a njihov udio u strukturi razlikuje se ovisno o sirovini.
Polimeri od kojih se sastoje lignocelulozni materijali medusobno su povezani jakim
kovalentnim i slabijim nekovalentnim vezama, te tako tvore mikrofibrile koji kada se

medusobno povezu ¢ine makrofibrile (Chandel i sur., 2012).
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Slika 1. Kemijski sastav lignocelulozne sirovine (Kobayashi i Fukuoka, 2013).

2.1.1.1. Celuloza

Celuloza je polisaharid sastavljen od D-glukoznih jedinica medusobno povezanih -1,4-
glikozidnom vezom u linearne lance (Slika 2.) koji najées¢e sadrzavaju od 2000 do 27000
glukoznih jedinica (Faraco, 2013). Kao najzastupljeniji polisaharid u lignoceluloznim
sirovinama, celuloza ¢ini oko 40-50%njene mase (Pandey i sur., 2011). Dugi paralelni lanci
povezani su vodikovim i Van der Waalsovim silama koje daju celulozi visok stupanj
molekulske uredenosti. Agregirane molekule celuloze tvore mikrovlakna-fibrili koja su
medusobno povezana i tvore vlakna-mikrofibrile. VVlaknasta struktura i intermolelulske veze
¢ine celulozu otpornom na mehanicko rastezanje, slabo topljivom u otapalima 1 otpornom na
enzimsku hidrolizu s celulazama. Nativna celuloza pretezito je kristalna, a tek je manji dio
amorfan. U odnosu na kristalna podrucja, amorfna podrucja su pogodna za kemijsku i enzimsku
hidrolizu. Celulozna vlakna u stjenkama visih biljaka povezana su s ligninom i hemicelulozom

(i drugi polimeri, npr. pektin) dajuci im ¢vrstoéu (Mohan i sur., 2006).

e HOH

OH
l'!lc}lE

Slika 2. Prikaz strukture lanca celuloze (Bakker i sur., 2010).



2.1.1.2. Hemiceluloza

Hemiceluloza je amorfni polimer ¢ije su glavne gradevne jedinice ksilani (D-ksiloze
povezane B-1,4 glikozidnim vezama), glukomanani (polimeri sastavljeni od D-glukoze i D-
manoze) i galaktani (polimeri sastavljeni od D-galaktoze) koji ¢ine osnovni lanac, dok se bo¢ni
lanac sastoji od galaktoze, arabinoze i raznih uronskih kiselina (Anonymus 1, 2008).
Hemiceluloza ima nasumi¢nu, razgranatu i manje stabilnu strukturu od celuloze. Zbog grananja
tvori amorfnu strukturu (Slika 3.) koja se lakSe hidrolizira. Kovalentno je vezana za lignin,
nekovalentno za celulozu i stvarajuci ¢vrstu vezu u lignoceluloznoj sirovini izmedu lignina i

celuloze ponasa se kao ,,ljepilo ( Chandel i sur., 2012).
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Slika 3.Struktura hemiceluloze (San Miguel i sur., 2011).

2.1.1.3. Lignin

Lignin je amorfni aromatski polimer koji se sastoji od fenilpropanskih jedinica najcesce
kumaril alkohola, sinapil alkohola i koniferil alkohola (Slika 4.) koji su medusobno povezani
esterskim vezama u vrlo kompleksni trodimenzionalni matriks (Slika 5; Demirbas, 2008).
Biljke koje su starije i imaju vise drvenastog tkiva, u stani¢noj stjenci sadrzavaju veci postotak
lignina Sto im daje odredenu krutost i ¢vrstocu, te na taj nacin ¢ine stanice nepropusnima za

vodu i manje propusnima za patogene mikroorganizme (Van Dyk i Pletschke, 2012).
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Slika 4. Gradevne jedinice lignina: 1-koniferil-alkohol, 2-kumaril-alkohol, 3-sinapil-alkohol
(Sederoff i sur., 1999).

Slika 5. Struktura lignina (Laine, 2005).
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2.1.2. Predobrada lignoceluloznih sirovina

Zbog kompleksnosti strukture lignoceluloznih sirovina, najveéi izazov u proizvodnji
biotehnoloskih proizvoda je upravo predobrada biomase (Slika 6; Demirbas, 2005). Predobrada
djelomic¢no ili potpuno hidrolizira hemicelulozu, uklanja lignin ¢ija velika koli¢ina moze imati
inhibitorno djelovanje i smanjuje koli¢inu kristalne celuloze (Bacini¢, 2016). Ciljevi ucinkovite
predobrade su uklanjanje lignina i hemiceluloze, reduciranje kristali¢nosti celuloze te
povecanje poroznosti lignocelulozne sirovine. Postupci predobrade moraju zadovoljavati
sljedece kriterije: visoki prinosi fermentabilnih Secera (glukoze, manoze, galaktoze, ksiloze,
arabinoze) tijekom predobrade ili povecanje ucinkovitosti kasnije enzimske hidrolize, tijekom
predobrade ne smije do¢i do razgradnje ili gubitaka ugljikohidrata, treba izbjeci nastajanje
nusproizvoda (fenolni spojevi, furani, slabe kiseline) koji inhibitorno djeluju na proces hidrolize

1/ili fermentacije te se treba posti¢i ekonomska odrzivost (Mardetko 1 sur., 2018).

Cicshiin CELULOZA

AR
,‘ L.l PREDOBRADA | . .‘
I A J7 .

. N\/ .

HEMICELULOZA

Slika 6. Prikaz procesa predobrade lignocelulozne sirovine (Felby i sur., 2007).

Metode predobrade lignoceluloznih sirovina dijele se na:
(i) fizikalne metode (mljevenje, ekstruzija, piroliza, gama zracenje, ultrazvuk, mikrovalovi),

(if) kemijske metode (kiseline, luzine, organska otapala, ionske tekuéine, ozonoliza, tretman

N-metilmorfolin-N-oksidom),

(iii) fizikalno-kemijske metode (eksplozija parom, ammonia fiber/freeze explosion

predtretman i mokra oksidacija),

(iv) bioloske metode ( mikroorganizmi, enzimi) (Rezi¢, 2012).



Dostupnost Secera u lignoceluloznim sirovinama, kao §to je otpadna trava, uvelike
ovisi 0 koristenom postupku predobrade (Mardetko i sur., 2018). Treba pozorno prouditi svaki
od postupaka i odrediti onaj najbolji i najefikasniji jer se samim postupkom predobrade
neposredno utjeCe na sve korake koji slijede u procesu proizvodnje odredenog proizvoda tj.
enzimsku hidrolizu, fermentaciju, izdvajanje i1 proc¢iS¢avanje proizvoda, obradu otpadnih voda
te na utroSak energije za mijeSanje i energije u procesu izdvajanja i procis¢avanja proizvoda
(Ivanéié Santek i sur., 2016). Pristupi metodama i ugincima predobrade biomase razvijaju se od
konvencionalnih, troSkovno intenzivnih metoda, primjenom ostrih kemikalija i
kemikalije, velike odrzive tehnologije). Takav pomak je od posebnog znacaja zbog slozene
strukture lignocelulozne biomase, pri ¢emu su koraci predobrade klju¢ni za uéinkovitu
pretvorbu biomase. Stoga je razvoj ucinkovitih tehnologija jo§ uvijek izazov na tom podrucju

(Hassan i sur., 2018).



2.1.2.1. Fizikalne metode
Primjenom fizikalnih metoda (Tablica 1.) kod predobrade lignoceluloznih sirovina
osigurava se povecanje kontaktne povrSine i pora lignocelulozne sirovine, smanjenje

kristali¢nosti celuloze 1 djelomicna ili potpuna hidroliza hemiceluloze (Gali¢, 2017).

Mehanickim usitnjavanjem i mljevenjem dolazi do smanjenja Cestica lignocelulozne
sirovine ¢ime se povecava kontaktna povrSina celuloze, smanjuje se njena kristalicnost $to
omogucava lakSu dostupnost enzimima za enzimsku hidrolizu. Za provodenje ovih operacija
koriste se razli¢ite vrste mlinova (mlin ¢ekicar, kugli¢én mlin i dr.). Potrebna koli¢ina energije
za ovakav predtretman je relativno velika te zavisi od karakteristika same sirovine i krajnje
veliine Cestice koja se dobiva usitnjavanjem (Bacini¢, 2016). Prema Zhu i Zhuang (2012)
usitnjavanje zelene biomase mlinom ¢eki¢arom zahtjeva energiju od 0,05 kWh po kilogramu

biomase.

Ekstruzija podrazumijeva poveéanje volumena ili rastezanje lignoceluloznog materijala
toplinom, §to uzrokuje pucanje vlakana i oslobadanje manjih komadi¢a celuloze. Postupak
ekstruzije ukljucuje podvrgavanje lignoceluloznog materijala pregrijanoj vodenoj pari pod
tlakom u trajanju od 2 do 20 minuta i zatim spustanje tlaka na razinu atmosferskog. Dolazi do
isparavanja vode u lignoceluloznom materijalu te se on brzo rasteze i raspada u manje komadice

vece poroznosti (Car, 2015).

Piroliza je termicki proces razgradnje organskih materijala primjenom topline. Ujedno
je i prvi korak u rasplinjavanju (konverziji biomase u plin) te se javlja u odsutnosti Kisika ili pri
jako niskim koncentracijama kisika $to je razlikuje od procesa spaljivanja koje se moze odvijati
samo ako je Kisik prisutan. Piroliza uzrokuje da se celuloza, hemiceluloza i dio lignina u
biomasi raspadaju u manje molekule u plinovitom obliku (vodik, ugljikov monoksid). Kad se
ohlade, ti se plinovi kondenziraju u tekuce stanje i postaju bio-ulje (jo$ znano kao piroliticko
ulje), dok ostatak izvorne mase (uglavhom preostali lignin) ostaje kao kruti biougljik i
nekondenziraju¢i plinovi (Anonymus 2). Za razgradnju hemiceluloze temperature se kre¢u
izmedu 220 1 315 °C, za celulozu izmedu 315 1 400 °C, dok je lignin puno tezi za razloziti pri

¢emu temperature variraju izmedu 160 i 900 °C (Chen i sur., 2007).

Lignocelulozne komplekse takoder se moze depolimerizirati zracenjem gama zrakama
koje cijepaju B-1,4-glikozidnu vezu prvenstveno u celulozi razlazu¢i pritom sirovinu na vlakna
1 oligosaharide te zatim do disaharida celobioze. Ovom metodom povecava se kontaktna

povrsina celuloze 1 smanjuje se njena kristali¢nost ¢ime se celuloza prevodi u vodotopivi oblik.
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Troskovi posjedovanja i koriStenja opreme za ovu operaciju su vrlo visoki, te je utjecaj na
okoli§ vrlo zabrinjavaju¢i pa taj postupak nema industrijsku primjenu (Takacs i sur., 2000;
Agbor i sur., 2011).

Jos jedna od fizikalnih metoda predobrade lignocelulozne biomase je postupak
mikrovalovima. Prednost mikrovalova je $to kombiniraju brzo vrijeme zagrijavanja s nizim
unosom energije od konvencionalnih strategija grijanja. Ova predobrada ozra¢ivanjem stvara
lokalizirane zariSne tocke, koje otvaraju lignoceluloznu kompozitnu strukturu, ¢ime se olakSava
kasnija enzimska hidroliza (Sarkar i sur., 2012). Prema Hu i suradnicima (2008) uspjesna
kombinacija mikrovalne i kemijske predobrade IluZinama rezultirala je poboljsanom
enzimskom hidrolizom trave, a klju¢na prednost ove metode je moguénost mnogo veceg udjela

krute tvari u sirovini od metoda s konvencionalnim grijanjem.

Ultrazvuk je fizikalna metoda predobrade gdje ultrazvuéni valovi stvaraju razlike
tlaka unutar teku¢eg medija ¢ime dolazi do kavitacije odnosno pojave stvaranja mjehurica koji
implozijom naruSavaju kompleksnu lignoceluloznu strukturu. To se dogada na frekvencijama
izvan raspona zvuka, obi¢no izmedu 20 1 1000 kHz (Mason i Lorimer, 2002). Mehano-akusti¢ni
ucinci ultrazvuka rezultiraju mijenjanjem povrsinske strukture biomase i delignifikacijom ¢ime
se omogucava poboljSanje kasnijeg procesa enzimske hidrolize. Metoda predobrade
ultrazvukom zbog velikog utroska energije i nedovoljne istrazenosti do sada je provedena samo

u laboratorijskim i pilot postrojenjima (Bussemaker i Zhang, 2013).



Tablica 1. Usporedba prednosti i nedostataka fizikalnih metoda predobrade lignocelulozne

sirovine
Metoda Prednosti Nedostaci Reference
povecanje
aktivne povrSine
Mehanitko celulqze' Veliki“utroéak Bacini¢, 2016
usitnjavanje smanjenje energye
kristali¢nosti
celuloze
razgradnja
lignocelulozne
Ekstruzija sirovine na veliki utrosak Kim i Dale, 2004
vlakna i energije
usitnjavanje
vlakana
L. visoki troskovi-
povecanje oprema -
kontaktne . Takacs i sur., 2000
povrsine celuloze pe(tjnoggciost
Gama zracenje smanjenje Industrijs E Agbor i sur., 2011
kristali¢nosti plr(l nlU ?E?hz g
celuloze eroloskl
razloga
nastanak visoka
plinovitih i temperatura- Kumar i sur., 2009
Piroliza tekucih utroSak energije
produkata nastanak pepela
veliki utroSak
energije-
nemogucnost -
Ultrazvuk veliki stupanj provedbe u Bussemaker i Zhang,
delignifikacije industrijskom 2013
mijerilu
nedovoljno
istrazeno
manji utroSak
energije od
konvencionalnih veliki utrosak
Mikrovalovi strategija grijanja energije Sarkar i sur., 2012
naruSavanje nedovoljno
kompleksne istrazeno

lignocelulozne
strukture




2.1.2.2. Kemijske metode

Postoji Sirok spektar razlicitih kemijskih metoda predobrade (Tablica 2.) kojima se
postize povecanje kontaktne povrSine lignoceluloznog materijala, smanjenje stupnja
polimerizacije, djelomicna ili potpuna hidroliza hemiceluloze te djelomi¢na razgradnja lignina.
Za primjenu kemijskih metoda potrebno je koristiti opremu otpornu na agresivne kemikalije, a
budu¢i da prilikom takve predobrade nastaju toksicni nusprodukti, nuzno je provesti
detoksifikaciju dobivenog predobradenog materijala. Takoder, nuzno je Sto viSe iskoristenih
kemikalija reciklirati, tj. vratiti u novi proces, a ostatak odgovorno zbrinuti (Rezi¢, 2012). Neke
od metoda predobrade su: predtretman kiselinom, predtretman luzinom, organosolv

predtretman, ozonoliza, tretman N-metilmorfolin-N-oksidom, tretman ionskim teku¢inama.

Ozonskim tretmanom sirovine postize se smanjenje sadrzaja lignina, dok je
hemiceluloza slabije razgradena, a celuloza ostaje intaktna (Kumar i sur. 2009). Ozonoliza se
provodi pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku te tijekom tretmana ne dolazi do nastanka
inhibitornih 1 toksi¢nih nusproizvoda, medutim za provedbu samog tretmana su potrebne velike

koli¢ine ozona, §to ovaj proces ¢ini veoma skupim i slabo koriStenim.

Organosolv predtretman odnosno primjena organskih otapala je kemijska metoda
kojom se omogucuje ekstrakcija lignina 1 djelomi¢na ekstrakcija hemiceluloze iz sirovine, Ccime
se povecava porozna struktura celuloze $to omogucuje njenu daljnju enzimsku hidrolizu. Kao
otapala koriste se nizi alkoholi (metanol, etanol), visi alkoholi (etilen glikol, glicerol), organske
kiseline, aceton i esteri. Proces se moze odvijati sa ili bez katalizatora (oksalna i salicilna
kiselina) u temperaturnom intervalu od 100 do 250 °C. Prednosti ove metode su lako uklanjanje
organskog otapala destilacijom 1 njegovo ponovno vracanje u proces te izdvajanje lignina u
¢vrstom obliku 1 Secera u tekucem obliku, ali visoka cijena otapala te troSkovi proc¢iS¢avanja
otapala zbog ponovnog koriStenja su razlozi zaSto ova metoda nema industrijsku primjenu

(Karimi i Taherzadeh, 2008; Cheng i sur., 2009).

Ionske tekucine su soli koje se sastoje od velikih uglavnom organskih kationa i malih
anorganskih aniona, s malim stupnjem kationske simetrije te vreliStem ispod 100 °C.
Nezapaljive su te tekuce pri sobnoj temperaturi te imaju antistaticko djelovanje. Tesko su
hlapljive te posjeduju visoku termalnu stabilnost ¢ak i pri temperaturama od oko 300 °C, te su
stabilne u vodi (Bensah i Mensah, 2013). Ovom metodom se mjeSavina sirovine i ionske
tekucine, ponekad u prisustvu vode i kiseline, inkubira pri temperaturama od 80 do 160 °C

tijekom 10 minuta ili 24 sata. ViSe temperature i duza vremena zadrzavanja povecavaju
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efikasnost otapanja lignina (Perez-Pimienta i sur., 2013). Nakon toga se dodaje anti-otapalo
(voda, metanol, aceton, etanol) kako bi doslo do talozenja celulozne frakcije. Supernatant se
uklanja centrifugiranjem ili filtracijom, te se celuloza ispire destiliranom vodom, liofilizira i

podvrgava enzimskoj hidrolizi. Ionska tekucina i anti-otapalo se razdvajaju destilacijom.

N-metilmorfolin-N-oksid (NMMO) je ucinkovito "zeleno" otapalo za otapanje
celuloze koje se koristi u industrijskom mjerilu. Omogucuje uc¢inkovito smanjenje kristali¢nosti
celuloze zbog visokog polariteta. Njegova N-O veza, koja razbija vodikove veze i Van der
Waalsove sile stabilizira celuloznu strukturu i oblikuje nove veze s otopljenom tvari
(Teghammar i sur., 2012). Komercijalna otopina NMMO se zagrijava i koncentrira vakuumom,
zatim se u pripremljeno otapalo dodaje lignocelulozni materijal te se dobivena smjesa mijesa
svaki 15 minuta na 130 °C 3 sata. NMMO se zatim regenerira dodatkom vruce destilirane vode,
nakon cega slijedi vakuum filtriranje i ispiranje dok se ne pojavi bistri filtrat (Goshadrou i sur.,
2013). Ovakvim postupkom moze se posti¢i regenercija NMMO c¢ak do 98% bez nastanka
toksi¢nih nusprodukata (Liu i Sun, 2010).

2.1.2.2.1. Kiselinska predobrada

Zbog povoljne cijene anorganskih kiselina, naj¢eS¢e se primjenjuje postupak
predobrade sirovine sa koncentriranim 1ili razrijedenim kiselinama kao Sto su klorovodi¢na,
sumporna, duSi¢na ili fosfatna kiselina. U kiselim uvjetima hemiceluloza se reducira do
monomera ksiloze, ostavljaju¢i za sobom celulozu i lignin koji se onda mogu enzimski
razgraditi do monomernih jedinica (Car, 2015). Postupak predobrade koncentriranim
kiselinama provodi se na sobnoj temperaturi pri cemu dolazi do hidrolize 90 % suhe tvari
sirovine. Medutim, Kiseline su otrovne, korozivne i agresivne kemikalije za procesnu opremu
i zahtijevaju reaktore koji su otporni na koroziju, §to proces predobrade ¢ini skupim te ih je na
kraju provedenog procesa potrebno regenerirati kako bi proces bio ekonomski isplativ (Sun i
Cheng, 2002; Kumar i sur., 2009). Nakon predobrade koncentriranim kiselinama potrebno je
provesti neutralizaciju te ukoliko se za taj proces koristi gaseno vapno ili neka druga luzina
nastaju netopljive soli koje se uklanjaju filtracijom te se zatim moraju primjereno zbrinuti $to
povecava troskove same proizvodnje (Gamez i sur., 2006; Rezi¢, 2012). Takoder, primjena
koncentriranih kiselina rezultira razvojem toksi¢nih tj. inhibitornih spojeva za daljnji proces
hidrolize 1 fermentacije, za razliku od uporabe razrijedenih kiselina, te se zbog navedenih
nedostataka, osobito u industrijskom mjerilu puno viSe koriste tretmani sa razrijedenim

kiselinama. Najéesce se koristi oko 0,5 %-tna sumporna kiselina pri visokim temperaturama ili
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fosforna kiselina koja je manje agresivna od ostalih kiselina te stvara manje koncentracije
inhibitornih spojeva poput furfurala i octene kiseline (Romero i sur., 2007). Kao jedan od
glavnih nedostataka ove metode (osim koriStenja visokih temperatura Sto zahtijeva veliki
utroSak energije) izdvaja se mali prinos Secera tijekom provedbe procesa. lako je sama brzina
reakcije razrijedenim kiselinama brza od nekih drugih pretretmana npr. enzimske hidrolize,
osim hidrolize zeljenih komponenti dolazi i do razgradnje glukoze $to nikako nije pozeljno
(Lenihan i sur., 2010). Kako bi se povecao prinos Sec¢era odnosno stupanj konverzije celuloze
u glukozu, primjenjuje se hidroliza u dva stupnja. U prvom stupnju se hemiceluloza hidrolizira
pri relativno umjerenim uvjetima na temperaturi oko 170-190 °C pri ¢emu dolazi do
oslobadanja Secéera glukoze, galaktoze, arabinoze, ksiloze i manoze, dok se u drugom stupnju
hidrolizat podvrgava ekstremnijim uvjetima na temperaturi izmedu 200 i 230 °C, gdje se
frakcija celuloze hidrolizira do glukoze. Prednosti ove metode su mala potrosnja kiselina i
velika brzina reakcije (Alriksson, 2006). Takoder, koristenje razrijedenih kiselina za obradu
sirovih lignoceluloznih materijala jedno je od rjeSenja za smanjenje koncentracije toksi¢nih
spojeva i ostataka otpada nakon predtretmana. Nakon takvog tretmana, kruti otpad (otpadna
trava koja nije hidrolizirana) moze se koristiti u daljnjem postupku kao polukruti/ kruti supstrat
za uzgoj algi, kvasaca ili bakterija i proizvodnju biokemikalija (Tengerdy i Szaakcs, 2003;
Mussatto i Teixeira, 2010).

2.1.2.2.2. Alkalna predobrada

Za predtretman lignoceluloznih sirovina mogu se koristiti neke luzine, a sami uc¢inak
alkalne predobrade ovisi 0 vrsti koristenog lignoceluloznog materijala, temperaturi procesa,
vremenu zadrzavanja te koncentraciji uporabljene luzine (Kumar i sur., 2009; Silverstein i sur.,
2008). Alkalnom hidrolizom dolazi do razbijanja kompleksa lignin-ugljikohidrati tj. do pucanja
veza izmedu lignina 1 ugljikohidrata, dolazi do bubrenja i povecanja unutraS$nje povrSine
celuloze i smanjenja njezine kristalicnosti te do hidrolize esterske veze u hemicelulozi i
povecanja poroznosti sirovine (Chen i sur., 2013). Predtretman luzinama moze se voditi na
nizim temperaturama i tlakovima u odnosu na druge metode, ali sa produZenim vremenom
trajanja postupka. Osim $to se ovim procesom postize u¢inkovito uklanjanje lignina, procesom
se uklanjaju 1 skupine acetilnih 1 uronskih kiselina na hemicelulozi pri ¢emu se povecava
dostupnost hemiceluloze djelovanju enzima prilikom provedbe enzimske hidrolize (Barrett i
sur., 2009). Najcesce Koristena luzina je natrijev hidroksid, ali se mogu koristiti amonijev
hidroksid, kalijev hidroksid te kalcijev hidroksid koji se vrlo jednostavno moze regenerirati iz

hidrolizata reakcijom s ugljikovim dioksidom (Joshi i sur., 2011). U odnosu na predtretman
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kiselinama, u predtretmanu s luZzinama nastaje manje toksi¢nih i inhibitornih spojeva te je
smanjen stupanj degradacije Secera, dok se kao nedostatak ove metode u odnosu na predtretman
s kiselinama moze izdvojiti cijena luzina i ograni¢enost procesa zbog mogucnosti odvijanja
reakcije saponifikacije alkalija i intermolekularnih esterskih prstenova dobivenih razgradnjom

veza ksilanima i drugim komponentama (Sun i Cheng, 2002).

Tablica 2. Usporedba prednosti i nedostataka kemijskih metoda predobrade lignocelulozne

sirovine
Metoda Prednosti Nedostaci Reference
: T trebne velike koli¢ine Kumar i sur.
Ozonoliza redukcija lignina po \ ’
. o ozona-ekonomski 2009
ne nastaje toksi¢ni otpad neisplativo
otapalo treba koncentrirati | Kumar i sur.,
Sy hidroliza lignina i hemiceluloze i reciklirati-ekonomski 2009
g neisplativo
Perez-
o Pimienta i
lonske otapalo moze biti ponovo
« koriSteno u drugim sur., 2013
tekucine :
metodama:pervaporaciji, o .
reverznoj osmozi, ionskoj nedovoljno istrazeno Agbor i sur.,
izmjeni 2011
ekoloski prihvatljiva metoda
Teghammar i
- sur., 2012
NMMO smanjenje kristalicnosti laka r?g_ene_racua”otapala
celuloze frl]{e(il(;);;ﬂ prihvatljiva Liui Sun,
2010
veliki troskovi-korozija Kumar i sur.,
Kiseli hidroliza hemiceluloze opreme . o 2009
Iseline 9 . . formiranje toksi¢nih
narusavanje strukture lignina . . .
velika brzina reakcije Spojeva Alriksson i
J nastanak soli-potrebno sur., 2006
adekvatno zbrinjavanje
poveéanje kontaktne povrSine potrevbno QUgo vrijeme Kumar i sur.,
celuloze zadrzavanja u reaktoru 2009
LuZine uklanjanje lignina i nemogucnost reciklacije
hemiceluloze luzine
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2.1.2.3. Fizikalno-kemijske metode

Fizikalno-kemijske metode (Tablica 3.) predstavljaju kombinaciju prije navedenih
fizikalnih (Poglavlje 2.1.2.1.) i kemijskih (Poglavlje 2.1.2.2.) metoda, a neke od njih su mokra
oksidacija, eksplozija vodenom parom i eksplozija amonijakom. Ako se odabrana fizikalno-
kemijska metoda provodi bez upotrebe kemikalija prednosti su nizi energetski troskovi,
minimalna nuzna upotreba kemikalija §to dovodi do nastanka relativno niskih koncentracija
inhibitornih spojeva, nema zahtjeva za zbrinjavanjem kemikalija i zahtjeva za posebnom
procesnom opremom. Ovim metodama ne postiZe se potpuna hidroliza hemiceluloze, ne moze
se posti¢i zadovoljavajuci postotak uklanjanja lignina, narocito ako je upotrebljena sirovina s
povecanim udjelom lignina te se dobiva manji udio glukoze nakon predtretmana (Bajpai, 2016;
Barrett i sur., 2009). Kod postupka mokre oksidacije lignocelulozna sirovina je uronjena u vodu
te se tretira sa zrakom ili Cistim kisikom pod visokim tlakom. Oksidacijski predtretman se
odvija na temperaturi od 170 do 200 °C, tlaku kisika od 10 do 12 bara u trajanju od 10-15
minuta. Ovim postupkom se postize rastvaranje hemiceluloze 1 lignina te izdvajanje celuloze
(Alvira i sur., 2010). U skupinu fizikalno-kemijskih metoda predobrade ubrajamo i eksploziju
vodenom parom koja je ujedno i jedna od najkoristenijih metoda za predobradu lignoceluloznih
sirovina. Usitnjena lignocelulozna sirovina se u ovom tretmanu izlaze utjecaju zasi¢ene vodene
pare visokog tlaka, koji se zatim naglo smanjuje, §to dovodi do eksplozivne dekompresije
Cestica. Eksplozivno djelovanje vodene pare dogada se u rasponu temperature od 160 do 260
°C, §to odgovara tlaku od 0,69 do 4,83 MPa i traje od nekoliko sekundi do nekoliko minuta
(Kumar i sur., 2009; Galbe i Zacchi, 2007). Metoda sli¢na eksploziji vodenom parom je i
metoda eksplozije vlakana amonijakom tzv. AFEX (eng, ammonia fiber/freeze explosion) koja
se moze primjenjivati za materijale koji sadrze 1 do 60% suhe tvari (Jorgensen 1 sur., 2007).
Djelovanjem ovog tretmana lignocelulozni materijal tretira se teku¢im amonijakom pri
umjerenim temperaturama (90 do 100 °C) i pri visokom tlaku (17 -20 bara) tijekom 5 do 10
minuta. Iako nastaju manje koncentracije inhibitornih i toksi¢nih spojeva te se troSi manje
energije, nedostaci ovih metoda su smanjena uspjesnost hidrolize hemiceluloze te manji prinos

glukoze u odnosu na ostale metode (Eggeman i Elander, 2005).
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Tablica 3. Usporedba

lignocelulozne sirovine

prednosti i nedostataka fizikalno-kemijskih metoda predobrade

Metoda Prednosti Nedostaci Reference
e degradacija nastanak
hemiceluloze i inhibitornih spojeva
Eksplozija transformacija nepotpuno kidanje Kumar i sur.,
vodenom parom lignina veza u kompleksu 2009
e ekonomski lignin-ugljikohidrat
(steam explosion) isplativo
e nastanak malih smanjena uspjesnost
koncentracija hidrolize
inhibitornih i hemiceluloze Eggeman i
Eksplozija toks-iénihvspojeva manji prinosi Elander, 2005
.. e mali utrosak glukoze u osnosu na
amonijakom energije druge metode Kumar i sur.,
(AFEX) e povecanje neefikas_na metoda 2009
dostupne za sirovinu sa
povrsine celuloze visokim udjelom
lignina
e razgradnja oksidirajuce
hemiceluloze i sredstvo nema
lignina veliku selektivnost
e mogucnost pa se kao rezultat Agbor i sur.,
koriStenja zraka mogu pojaviti 2011
umjesto kisika za gubitci celuloze i
Mokra oksidacija smanjenje hemiceluloze Hendricks i
troskova oksidacija lignina u Zeeman, 2009
topljive aromatske
spojeve predstavlja
rizik za nastanak
inhibitora

2.1.2.4. Bioloske metode

Dobivanje fermentabilnih ugljikohidrata iz lignoceluloznih sirovina moZe se provesti
bioloSkim metodama (Tablica 4.) koje obuhvacaju predtretman enzimima ili
mikroorganizmima koji mogu razgraditi lignocelulozu. Bioloska predobrada osigurava
delignifikaciju, djelomi¢nu hidrolizu celuloze 1 smanjenje stupnja polimerizacije.
Mikroorganizmi koji vrlo uspje$no razgraduju lignocelulozni materijal su gljive bijelog i mekog
truljenja koje prvenstveno razgraduju lignin 1 hemicelulozu te gljive smedeg truljenja koje
efikasno razgraduju celulozu. Od ostalih mikroorganizama za provodenje bioloske predobrade
primjenjuju se i bakterije, primjerice Zymomonas mobilis i druge vrste iz porodice

Lactobacillaceae (Grubisi¢, 2017). Uz mikroorganizme, u industriji se za razgradnju
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lignoceluloze koriste i enzimi hidrolaze i oksidoreduktaze. Djelovanje enzima pri razgradnji
lignoceluloze je sinergisti¢ko, $to znaci da se istodobnim djelovanjem viSe enzima postize veca
aktivnost nego u slucaju kada se enzimi koriste pojedina¢no (Van Dyk i Pletschke, 2012). U
proslim vremenima istrazivanja su bila fokusirana na konverziju celuloze u glukozu, medutim
u danasnje vrijeme istrazivanja se usmjeravaju na uporabu ostalih heksoza, ali i pentoza za
fermentaciju jer se na taj nain mogu povecati teorijski prinosi te znacajno poboljSati
ekonomicnost procesa. Navedene ¢injenice su utjecale na primijenjene vrste predobrade i
naenzime potrebne za hidrolizu (Jergensen i sur., 2007; Van Dyk i Pletschke, 2012). U
industrijskoj primjeni se najeS¢e koriste enzimi endoglukanaza, egzoglukanaza i [3-
glukozidaza za razgradnju celuloze, ksilanaza za razgradnju hemiceluloze te fenolne oksidaze
(lignin peroksidaza, mangan peroksidaza i lakaza) za razgradnju lignina (Sun i Cheng, 2002).
Najveca prednost ovakve predobrade zasigurno je mali utroSak energije. KoriStenje manje
kemikalija te blagi uvjeti provodenja procesa takoder se mogu navesti kao prednosti ove

»zelene™ metode, dok se kao nedostatak moze izdvojiti nedovoljno efikasna hidroliza te duze

trajanje samog procesa u odnosu na ostale metode (Kumar i sur., 2009).

Tablica 4. Usporedba prednosti i nedostataka bioloskih metoda predobrade lignoceluloznih

enzima ima veci
uc¢inak

sirovina
Metoda Prednosti Nedostaci Reference
mali utroSak dugo trajanje
energije procesa
ekoloski nedovoljno
o prihvatljiva efikasna .
Enzimi metoda hidroliza Kumari sur., 2009
sinergisticko
djelovanje

mali utroSak

dugo trajanje

energije procesa

nema nedovoljno

koriStenja efikasna

kemikalija hidroliza

. - blagi uvjeti razliciti Kumar i sur., 2009
Mikroorganizmi odvijanja mikrooragnizmi

procesa razgraduju
razliite
komponente
lignocelulozne
sirovine
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2.1.3. Nastajanje inhibitora tijekom procesa predobrade

Osim Secera, tijekom procesa predobrade, zbog koriStenja ekstremnih uvjeta (visoki
tlakovi, visoke temperature, agresivne kemikalije) dolazi do nastanka velikog broja toksi¢nih
spojeva (Slika 7.) koji mogu imati inhibitorno djelovanje na aktivnost enzima i radni
mikroorganizam (u daljnjem procesu fermentacije). Na sastav i1 koli¢inu nastalog toksi¢nog

spoja utjece odabrana metoda predobrade.
Spojevi koji imaju inhibitorni u¢inak mogu se podijeliti na:
(i) furane (furfural i 5-hidroksimetilfurfural (HMF)),
(ii) fenolne spojeve,
(iii) slabe kiseline (mravlja kiselina, octena Kiselina i levulinska kiselina) (Jiang i sur., 2006).

Furanski spojevi furfural i 5-hidroksimetilfufrural (HMF) nastaju degradacijom
pentoza odnosno heksoza. Furfural obi¢no nastaje u manjim koli¢inama nego HMF, medutim i
ta koncentracija (oko 1 g L) je &esto dovoljno visoka i ima inhibitorno djelovanje na radni
mikroorganizam. Ovisno o koncentraciji nastalog furanskog spoja tijekom predtretmana
lignocelulozne sirovine u daljnjem postupku enzimske hidrolize ili fermentacije moZe do¢i do
inhibicije rasta ili produljenja lag faze kod radnog mikroorganizma (Almeida i sur., 2007).

Octena, mravlja 1 levulinska kiselina su najceS¢e slabe kiseline prisutne u
lignoceluloznim hidrolizatima. Octena kiselina nastaje deacetilacijom hemiceluloze, dok su
mravlja i levulinska kiselina proizvodi razgradnje HMF-a. Mravlja kiselina se moze dodatno
formirati iz furfurala pri kiselim uvjetima na povisenim temperaturama (Almeida i sur., 2017).
Inhibitorni u€inak slabih kiselina je objaSnjen kao intracelularna akumulacija aniona. Prema toj
teoriji anionski (disocirani) oblik Kiseline nalazi se u unutra$njosti stanice, dok nedisocirani
oblik difundira u stanicu sve dok se ne postigne ravnoteza. To potvrduje ¢injenica da mravlja
kiselina ima ve¢i inhibitorni uc¢inak od levulinske kiseline koja pak ima ve¢i inhibitorni u¢inak
od octene kiseline ( Palmqvist i sur., 1999; Almeida i sur., 2017).

Siroki spektar fenolnih spojeva (vanilin, dihidrokoniferil alkohol, hidrokinon,
acetogvajakon, homovanilinska Kkiselina, 4-hidroksibenzojeva kiselina) uglavnom nastaje
razgradnjom lignina i to najcesce tijekom kiselinske hidrolize (Jiang i sur., 2016, Rezi¢ i sur.,
2016). Koji ¢e spojevi nastati i u kojoj koli¢ini ovisi o izboru biomase, budu¢i da lignin u
razli¢itim lignoceluloznim sirovinama ima razli¢ite stupnjeve metoksilacije te razliciti stupan]

umrezenosti sa hemicelulozom 1 celulozom u stani¢noj stijenci biljke (Perez i sur., 2002). U
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fenolnim spojevima poloZzaj supstituenta- para, ortho i meta utjece na toksi¢nost spoja. Ortho
poloZzaj utjece na toksi¢nost vanilina, dok metoksilni i hidroksilni supstituenti u meta i para
polozaju ne utjecu na toksi¢nost spoja (Larson i sur., 2000). Fenoli se opcenito smatraju
inhibitornim spojevima za rast kvasca Saccharomyces cerevisiae, utjeCu¢i na njegovu
fermentacijsku ucinkovitost povecavaju¢i lag fazu radnog mikroorganizma te utjeCu na

smanjenje prinosa i produktivnosti procesa proizvodnje etanola (Cunha i sur., 2018).

CELULOZA HEMICELULOZA LIGNIN

//’%\

Glukoza Galaktoza Manoza Ksiloza Arahmoza
| J |
|

Honc\@/cno \ c:- / .

Hidroksimetilfurfural (HMF) Furfural
Fenolni spojevi
I

Ha (e O

/C\E/C\.C/O“ [ u
2 HC / '\\
{l:l. o

Levulinska kiselina Mravlja kiselina Octena kiselina

Slika 7. Shematski prikaz nastajanja razli¢itih inhibitora tijekom predobrade
lignoceluloznih sirovina (Jonsson i sur., 2013).
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2.2. PRIMJENA OTPADNE TRAVE KAO LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Koristenje obnovljivih lignoceluloznih sirovina za industrijske primjene, u danasnje
vrijeme, budi sve vecu zainteresiranost zbog sve vece potraznje alternativa u svrhu o¢uvanja
okolisa. Iako se otpadna trava najviSe koristi kao sto¢na hrana, u posljednje vrijeme sve vise
nalazi svoju primjenu u industriji (bilo u nativnom ili susenom obliku) u brojnim
biotehnoloskim procesima kao $to su: proizvodnja biogoriva (bioetanola), proizvodnja bioplina,
suspaljivanje s ugljenom i/ili samostalnim izravnim spaljivanjem za proizvodnju toplinske i/ili
elektricne energije, U proizvodnji biokemikalija, u proizvodnji papira, u proizvodnji mlijecne
kiseline na polucvrstim supstratima, u proizvodnji aminokiselina te kao silaza.

Industrijska proizvodnja Sirokog raspona biokemikalija i sintetickih polimera uvelike
se oslanja na fosilna sredstva, medutim smanjenje tih resursa, zajedno s njihovim zastraSuju¢im
u¢incima na okolis, kao $to je globalno zagrijavanje, poceli su ugrozavati buduénost industrije
polimera (Furkan i Becer, 2015). Upotrebom lignocelulozne biomase kao sirovine koja ima
vecu koli¢inu kisika, a nize udjele vodika i ugljika u odnosu na naftne resurse, te veliki izbor i
dostupnost lignoceluloznih materijala (meko i tvrdo drvo, slama, trava itd.) omogucuju
proizvodnju Sireg spektra polimera i biokemikalija u lignoceluloznim biorafinerijama u odnosu
na one na bazi nafte (Dale i Kim, 2005; Cherubini i Stremman, 2011).

Isto kao 1 za biokemikalije, potrebe za energijom i gorivima takoder ovise o sirovoj
nafti te je u novije vrijeme veliki naglasak na alternativne odnosno obnovljive izvore energije.
Upotrebom biljne biomase kao S§to su kukuruz, Se€erna repa 1 SeCerna trska proizvodi se
biogorivo prve generacije dok se upotrebom lignoceluloznih sirovina proizvodi biogorivo druge
generacije. Globalna proizvodnja biljne biomase iznosi oko 200 x 10° tona po godini od ¢ega
je preko 90% lignocelulozna biomasa (Saini i sur., 2014). Prema procjeni, lignocelulozna
biomasa moze se koristiti za generiranje oko 442 milijarde litara bioetanola godisnje, a ako se
uzmu u obzir i ostaci usjeva te otpadne trave brojka se moze povecati na 491 milijardi litara,
Sto je oko 16 puta viSe od trenutne globalne proizvodnje (Kim i Dale, 2004; Sarkar i sur., 2012).
Lignocelulozni materijal predstavlja obe¢avajuéu opciju kao sirovina za proizvodnju etanola s
obzirom na omjer izlazne / ulazne energije, dostupnost, nisku cijenu i ve¢i prinos etanola (Saini
i sur., 2014). Morrow i suradnici (2006) navode da bi zreli sustav proizvodnje bioenergije
proizveo 330-380 litara etanola po toni suhe trave. Takoder, trava kao lignocelulozni materijal
se ne koristi u prehrambenoj industriji te tako ne konkurira proizvodnji hrane §to doprinosi
financijskoj 1 drustveno-politickoj stabilnosti drzave koja provodi ovakvu industriju. Otpadna

poljoprivredna lignocelulozna sirovina jeftinija je od SeCerne i1 Skrobne sirovine, ali je
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tehnoloski znacajno zahtjevnija jer je potrebno provesti odgovarajuci nacin predobrade same
sirovine za dobivanje krajnjeg visokovrijednog proizvoda.

lako je drvo najzastupljenija sirovina za primjenu u proizvodnji papira, pitanja zastite
okolisa kao $to su oCuvanje Suma i smanjenje emisija CO2 rezultirala su interesom za nedrvne
izvore (nedrvne biljke i poljoprivredni ostaci), osobito u mediteranskim zemljama kao $to su
Spanjolska, Italija i Gréka s nedovoljnim Sumskim resursima. Nedrvne biljke, poput trave, nude
nekoliko prednosti, ukljucujuci niske cikluse rasta, umjerene zahtjeve za navodnjavanjem i
gnojidbu i nizak sadrzaj lignina $to rezultira smanjenom potro$njom energije i kemikalija u
samom procesu proizvodnje papira i papirnatih proizvoda (Ververis i sur., 2004).

Otpadna trava takoder se moze koristiti 1 kao polucvrsti supstrat za proizvodnju
mlije¢ne kiseline kao vaznog proizvoda prehrambene, tekstilne, farmaceutske te brojnih
srodnih industrija. Nakon predtretmana dobiveni hidrolizat koji sadrzi fermentabilne Secere
moze se koristiti kao supstrat za bakterije mlijecne kiseline koje procesom mlije¢ne
fermentacije proizvode mlije¢nu odnosno 2-hidroksipropionsku kiselinu.

Za proizvodnju bioplina takoder se koriste lignocelulozne sirovine. Kada se otpadna
trava upotrebljava kao sirovina, moze i ne mora se provoditi proces predobrade. Trava ne mora
pro¢i predobradu ako se uz postojecu radnu mjesovitu kulturu moze u fermentoru simultano
odvijati i enzimska hidroliza i fermentacija, medutim ako se zeli ubrzati proces fermentacije i
postic¢i vece iskoriStenje same sirovine potrebno je najprije provesti predtretman sirovine kako
bi se lignoceluloza razgradila na fermentabilne Secere koje onda radni mikroorganizmi mogu
koristiti u daljnjem procesu nastanka bioplina, odnosno na samom koncu toplinske i /ili
elektri¢ne energije. Prema Mattioli i suradnicima (2017) prosje¢na proizvodnja od 500-600 m®
bioplina po toni krute tvari mogla bi se postic¢i anaerobnom digestijom otpadne trave. Takoder,
sadrzaj metana u generiranom bioplinu iz trave krece se izmedu 52% i 56%, sli¢no silazi
kukuruza koja se najcesce koristi kao osnovna sirovina u bioplinskim postrojenjima (Anonymus
3).

Otpadna trava moze se koristiti i za proizvodnju amiokiselina. Kao primjer jedne
takve proizvodnje moZemo uzeti zelenu biorafineriju GBR Gornja Austrija gdje su u
laboratorijskom mijerilu i pilot postrojenju proizvedene aminokiseline iz zelene trave. Za
pokuse u GBR Gornja Austrija, silazni sok je dobiven mehani¢kim frakcioniranjem silaze. Za
proizvodnju 1000 litara silaznog soka bilo je potrebno 2,6 tona silaze trave. Prvo su se bale
trave izrezale i mijeSale nakon Cega je silaza prebacena u presu kako bi se odvojila kruta faza
od tekuce faze odnosno silaznog soka. Nakon odvajanja faza, silazni sok prolazi ultrafiltraciju

i nanofiltraciju te na kraju ionsku izmjenu kako bi se kao krajnji produkt izdvojile
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aminokiseline. Iz dobivenih 1000 L silaznog soka proizvedeno je 17,4 kg ukupnih
aminokiselina od ¢ega najvise slijedec¢ih: 1,47 kg aspartata, 1,24 kg glutamata, 1,96 kg alanina
te 1,46 kg gama-butiricne aminokiseline (Schaffenberger, 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sirovina

Koristena lignocelulozna sirovina bila je osusena usitnjena otpadna trava s 92 % suhe
tvari, uzgojeno na podru¢ju Zagorja. Sirovina je usitnjena na mlinu ¢ekiaru (poglavlje

3.1.3.1.), a usitnjena sirovina koja je koriStena u ovom eksperimentu prikazana je na Slici 8.

Slika 8. Suha otpadna trava usitnjena na mlinu ¢ekicaru.
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3.1.2. Kemikalije

Tablica 5. Cistoéa i podrijetlo kemikalija za pripravu otopina i standarda za teku¢insku

kromatografiju visoke djelotvornosti

Kemikalija

Cistoca

Proizvodac

celobioza

p.a.

Molekula, UK

glukoza

p.a.

Kemika, Hrvatska

ksiloza

>99 %, za biokemiju

Roth, Njemacka

arabinoza

za mikorbiologiju

Kemika, Hrvatska

mravlja kiselina

p.a.

Kemika, Hrvatska

octena kiselina

p.a.

Kemika, Hrvatska

furfural

p.a.

Sigma-Aldrich, Njemacka

demineralizirana voda

p.a.

Hrvatski zavod za
transfuzijsku medicinu,

Hrvatska

fosfatna kiselina

p.a., za HPLC

Fluka, Njemacka

sumporna kiselina

min. 96%, p.a.

Kemika, Hrvatska

natrijeva luZina

p.a.
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3.1.3.1. Mlin éekicar

Za usitnjavanje lignocelulozne sirovine (otpadna trava) koriSten je mlin ¢ekicar —tip
NA45 (Slika 9.). Mlin pokreée trofazni motor, a kapacitet mljevenja mlina u zrnu iznosi 300
kg ht, dok za mljevenje u klipu iznosi 250 kg h™*. Mlin sadrzi dvije vrste sita razli¢itih veli¢ina,
Smmi 12 mm. Za usitnjavanje sijena u ovom diplomskom radu koristeno je sito veli¢ine 5

mm.

Slika 9. Mlin ¢ekicar tip NA4S.

3.1.3.2. Visokotlacni reaktor

Za predobradu lignocelulozne sirovine koristen je sustav (Slika 10.) koji se sastoji od:
perforirane koSare zapremnine 20 L od nehrdajuceg celika koja se nalazi u reaktoru u koju se
stavlja sirovina, reaktorske posude u kojoj se zagrijava termicko ulje sa 3 elektri¢na grijaca
snage 1,0 kW, kontrolne jedinice preko koje se uspostavljaju uvjeti provedbe procesa, pumpe,
ventila za ispustanje tekuceg dijela te zaStitne jedinice. Uklju¢ivanjem sustava, ukljucuje se i
pumpa koja recirkulira ulje kroz cijeli sustav te se preko plaSta zagrijava reaktor za obradu
sirovine. Nadzor procesa se vr$i mjerenjem temperature ulja, temperature i tlaka u reaktoru sa
sirovinom te temperature vodene pare nastale tijekom zagrijavanja. Nakon zavrSetka procesa,
pomocu ventila s gornje strane reaktora tlak se polako spusta. Kada dode do izjednacenja tlaka
u reaktoru s atmosferskim tlakom, tekuci dio ispusta se otvaranjem ventila koji se nalazi na

dnu reaktora, a kruti dio zaostaje u perforiranoj kosari reaktora.

25



u m “‘ ) ‘. ‘
4 | ‘ |
d & & W i | " —

> (9100
ip 1o
b @
P> 10
e 2)

Slika 10. Visokotla¢ni bioreaktor (1-kontrolna jedinica, 2-posuda sa grija¢ima i termic¢kim
uljem, 3-pumpa, 4-reaktor za predobradu sirovine, 5-ventil za ispust tekuéeg dijela, 6-zastitna
jedinica).
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3.1.3.3. Sustav za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (eng. High Pressure
Liquid Chromatography, HPLC)

HPLC (Slika 11.) je uredaj za teku¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti
(Shimadzu CLASS — VP LC10Avp, Shimadzu, Kyoto, Japan). Uredaj se sastoji od crpke (LC-
10ADvp), otplinjaca (DGU -14A), automatskog uzorkivaca i injektora (SIL — 10 ADvp), uredaja
zagrijanje kolone (CTO — 10Avp), analiti¢ke kolone (ionsko — izmjenjivacka kolona Supelcogel
HGuard Column, Sigma; Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7,8 mm ID, 9uM s predkolonom
Supelcogel™ H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 um), detektora indeksa loma (RID — 10A), modula
zakontrolu sustava (SCL — 10 Avp) i racunalnog programa za kromatografiju (CLASS-VP
v6.10).

Slika 11.HPLC- Shimadzu CLASS-VP LC-10Avr sustav (Japan).
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3.1.3.4. Ostala oprema
Uz laboratorijsko posude i potrosni laboratorijski materijal u izradi ovog rada

koristena je i oprema prikazana u Tablici 6.

Tablica 6. Popis opreme i proizvodaca koriStenih u izradi rada

Oprema Proizvodac

Tehnicka vaga Technica ET-1111, Slovenija

Analiticka vaga Sartorius, Njemacka

Centrifuga Harrier 18/80, Sanyo, Velika Britanija

SusSionik Instrumentaria ST-50, Hrvatska

UV/Vis spektrofotometar ,Cary 100, UV-VIS; Agilent Technologies*

Kvarcne kivete promjera 10 mm HellmaOptikGmbH, Jena, Njemacka

pH metar 744 Metrohm, Svicarska

Oprema za filtraciju otopina najlonski filter (0,22 um, 47 mm; Magna,
GE Water &Process Technologies,
Michigan, SAD

Hladnjak 1 zamrzivac Bosch, Njemacka
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema sirovine

Osusena otpadna trava je usitnjena u mlinu Cekicaru-tip NA45. Usitnjena trava je
prosijana kroz sito veli¢ine pora od 5 mm te je uvana u zatvorenoj kartonskoj kutiji pri sobnoj

temperaturi.

3.2.2. Odredivanje sastava pocetne sirovine koriStene za predobradu u visokotlacnom
reaktoru

Sastav otpadne trave koriStene u izradi ovog rada je odreden tekuéinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti nakon provedene dvostupanjske kiselinske hidrolize

prema Mardetko i suradnicima (2018).

3.2.3. Predobrada lignocelulozne sirovine

Odvagano je 500 g s.tv. suhe otpadne trave (s obzirom da je udio suhe tvari u travi 92%,
odvagana masa iznosila je 550 g). Za kiselinsku predobradu sirovine pripremljeno je 10 L 0,5%-
tne otopine H2SO4 na nacin da je 29 mL 96%-tne H2SO4 razrijedeno sa 9,97 L vodovodne, dok
je za predobradu sirovine luZinom pripremljeno 10 L 1 %-tne otopine NaOH na nacin da je 100
g NaOH otopljeno u 10 L vodovodne vode. Odvagana masa otpadne trave prenesena je metalnu
kosaru unutar viokotla¢nog reaktora i zatim je dodan cijeli volumen pripremljene otopine za
kiselinsku ili luznatu predobradu. Predtretmani su provedeni na temperaturama 160 °C, 180
°C 1200 °C uz vrijeme zadrZavanja od 1, 5 1 10 minuta. Na kontrolnoj jedinici se ukljuci sustav

i prate se procesni parametri svakih 10 minuta sve dok se ne postignu zadani uvijeti.
Nakon postizanja Zeljene temperature 1 isteka ispitivanog vremena zadrZavanja, tlak u reaktoru
se izjednaCava s atmosferskim i zatim se odvajaju Cvrsta 1 tekuca faza koje se svaka posebno

dalje analiziraju.
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3.2.4. Analiti¢ke metode

Shema postupka analize uzoraka nakon predobrade otpadne trave prikazana je na Slici 12.

OTPADNA
TRAVA

KISELINSKA ILI

LUZNATA
PREDOBRADA

TEKUCA CVRSTA
FAZA FAZA

SPEKTROFOTOMETRIJSKA PG
ANALIZA koncentracija

DVOSTUPANJSKA

KISELINSKA
HIDROLIZA

Odredivanje
udjela suhe tvari

-lignin monosaharida
-furan i
nusprodukata

T 1
SPEKTROFOTOMETRIJSKA HPLC
ANALIZA »
koncentracija

monosoharida i
nusprodukata

-lignin

-furan

Slika 12. Slika postupka analize otpadne trave nakon predobrade u visokotlaénom reaktoru.

3.2.4.1. Odredivanje suhe tvari u lignoceluloznoj sirovini
Uzorak lignocelulozne sirovine (otpadna trava) izvagan je i osusen na 100 °C do
konstantne mase. Nakon suSenja uzorak je izvagan, te je odreden udio suhe tvari prema

jednadzbi [1]:

.y _ m(poslije suSenja) ) 0
w (suhe tvari) = o (prije suSenja) 100[%] [1]
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3.2.4.2. Dvostupanjska kiselinska hidroliza

Dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom analizirani su uzorci otpadne trave prije i
nakon predobrade u visokotla¢nom reaktoru kako bi se utvrdila koncentracija monosaharida te
topivog i netopivog lignina. U epruvetu je dodano 0,4 g izvaganog suhog sijena zajedno s 4 mL
72 %-tne H2SO4. Sadrzaj epruvete je promijeSan staklenim Stapi¢em kako bi sva sirovina bila
u kontaktu s kiselinom. Nakon inkubacije epruvete na 30 °C jedan sat, sadrzaj je prebacen u
okruglu tikvicu s ravnim dnom, dodano je 112 mL demineralizirane vode te se smjesa kuhala
4 sata uz povratno hladilo. Sadrzaj tikvice je povremeno promijeSan protresanjem tikvice kako
bi se minimalizirali gubitci uslijed hvatanja smjese na stijenke tikvice. Nakon kuhanja, smjesa
u tikvici je ohladena pod mlazom hladne vode i profiltrirana vakuum filtracijom kroz celulozni
filtar papir preko Biichnerovog lijevka. Filtrat je izdvojen za odredivanje koncentracije topivog
lignina i ukupnih furana te Secera teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti, dok je
zaostali kruti dio na filtar papiru ispran naljevima vru¢e vode do pH 6 i prebacen u Petrijevu

zdjelicu za suSenje 1 odredivanje netopivog lignina.

3.2.4.3. Odredivanje udjela topivog lignina

Od permeata filtracije nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize je izdvojen alikvot za
odredivanje topivog lignina spektrofotometrijom. Uredaj koriSten za analizu je
spektrofotometar ,,Cary 100, UV-VIS; AgilentTechnologies. U uzorku snimljena je
apsorbancija pri 205 nm u tri paralele. Zbog to¢nosti mjerenja i odredivanja koncentracija,
uzorak je pripremljen uz zadovoljavajuée razrjedenje demineraliziranom vodom kako bi mu
apsorbancija iznosila izmedu 0,7 1 1. Udio lignina topivog u kiselini (LTK) je izrac¢unat pomoc¢u

jednadzbe [2]:

A-D-V
a-b-m

LTK=

[2]

A- apsorbancija uzorka na 205 nm
D- faktor razrjedenja

V- volumen filtrata

a- konstanta, 110 g L'cm™
b-Sirina kivete, 1 cm

m- masa uzorka uzetog za analizu (0,4 g)
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3.2.4.4. Odredivanje udjela netopivog lignina

Isprani ¢vrsti dio zaostao na filtar papiru nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize je
prebacen u prethodno osusenu i izvaganu Petrijevu zdjelicu i osuSen na temperaturi od 105 °C
kroz 24 sata. Nakon suSenja, uzorak je ponovo izvagan te je odreden netopivi udio lignina

zaostao nakon kiselinske hidrolize. Udio netopivog lignina (LNTK) se izraCunava prema

jednadzbi [3]:

m(osusleni filter s talogom)— m(flitera)

LNTK =

[3]

m (uzorka ¢vrste faze uzetog u analizu)

3.2.4.5. Odredivanje ukupnih furana

Nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize izdvojen je alikvot (9uL) iz tekuceg dijela te
je razrijeden tisucu puta demineraliziranom vodom (9 mL) i snimljena mu je apsorbancija
spektrofotometrom pri 284 nm i 320 nm. Razlika ovih dvaju vrijednosti uzeta je za raunanje

ukupnih furana iz bazdarnog dijagrama prema jednadzbi bazdarnog pravca [4]:

y (furani)= 2,469 -AA + 0,0158-R? [4]

3.2.5. Analiza uzoraka tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)

HPLC metodom analizirana je tekuca faza nakon kiselinske ili luznate predobrade
lignocelulozne sirovine te tekuca faza nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize. Uzorci su
pripremljeni tako da je volumenu uzorka od 750 uL. dodano 750 pL demineralizirane vode, te
je uzorak stavljen na centrifugu (Harrier 18/80, Sanyo, Velika Britanija) na 10 000 g na 10
minuta. Nakon centrifugiranja supernatant je profiltriran pomocu $price kroz najlonski filter s
porama 0,22 um. Za analizu je koriSten kromatograski sustav Shimadzu CLASS-VPLC-10AVP
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Kao pokretna faza koristena je otopina HzPOs (0,1 % vol/vol) u
vodi. Po 20uL svakog uzorka injektirano je i propusteno kroz kolonu pri temperaturi od 55 °C
i brzini protoka pokretne faze od 0,5 mL min™. Podaci su analizirani pomoéu ra¢unalnog
programa CLASS-VP verzija 6.10. 1z jednadZzbi bazdarnih pravca navedenih u Prilogu 1.

izraCunate su koncentracije monosaharida i kiselina u analiziranim uzorcima.
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3.2.6. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Kjeldahl-u

Odredivanje koncentracije proteina odnosno koncentracije ukupnog dusika u ¢vrstoj
fazi uzorka provodi se u tri koraka: spaljivanje uzorka, destilacija nastalog amonijaka i titracija

amonijevog borata.

Za spaljivanje uzorka, u tikvicu po Kjeldahl-u odvagano je 1 g ¢vrste faze uzorka i
dodano je 15 mL koncentrirane sumporne Kiseline. Dobivena smjesa je kratko zagrijavana.
Nakon hladenja u smjesu je dodan katalizator te je nastavljeno zagrijavanje smjese, sve dok
smjesa nije izgubila obojenje. Nakon toga je u smjesu dodano malo demineralizirane vode i 1-
2 kapi vodikovog peroksida. Sadrzaj tikvice je zagrijavan do ponovnog nestanka boje.
Cjelokupan sadrzaj tikvice nakon toga je prenesen u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopunjen

demineraliziranom vodom do oznake.

Za destilaciju amonijaka koriStena je aparatura po Parnas-Wagneru. U tikvicu za
destilaciju otpipetirano je 10 mL uzorka iz odmjerne tikvice (nakon spaljivanja) i uzorku je
dodano 10 mL otopine natrijevog hidroksida. Ovako pripremljen uzorak prenesen je kroz
lijevak u posudu za destilaciju. Zagrijavanjem tikvice zapocela je destilacija amonijaka. Destilat
se uvodio u Erlenmeyer tikvicu od 100 mL s otopinom borne kiseline u koju su prethodno
dodani indikatori. Nakon §to je destilacijom prikupljeno oko 40 mL uzorka destilacija je
zaustavljena. Dobiveni destilat titriran je klorovodi¢nom kiselinom do prelaska zelene boje u
narancasto-crvenu boju. Opisani postupak potrebno je provesti i za slijepu probu kod koje je za
destilaciju umjesto uzorka dodano 10 mL demineralizirane vode. Za svaki uzorak koncentracija

ukupnog dusika (yn) izraCunata je prema izrazu [5]:

0,14-(a—b -
=2 [g L] [5]

2
a-volumen otopine 0,01 mol L™t HCI utrosene za titraciju uzorka (mL)
b-volumen otopine 0,01 mol L' HCI utro$ene za titraciju slijepe probe (mL)
V1-volumen uzorka koji je uzet za destilaciju (10 mL)
V2-volumen razrijedene otopine uzorka (100 mL)
m-masa uzorka uzetog za analizu (g)

Iz odredene koncentracije ukupnog duSika moze se izraCunati koncentracija proteina
('yprot) prema izrazu [6]:

Yoror=Yn°6,25 [g L] [6]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kao lignocelulozna sirovina u ovom radu koristena je otpadna trava kojoj je sastav
odreden dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom, a prikazan je u Poglavlju 4.1. Cilj ovog rada
bio je odrediti optimalne uvjete za kiselinsku i luznatu hidrolizu otpadne trave kao
lignocelulozne sirovine u visokotlatnom reaktoru, u svrhu optimizacije procesa radi dobivanja
Sto vecCeg prinosa fermentabilnih Secera i nastanka §to manje nusprodukata koji bi imali
inhibitorni uc¢inak na daljnju enzimsku hidrolizu ili neki drugi stupanj u procesu proizvodnje
odredenog proizvoda. Da bi se odredili optimalni uvjeti proveden je niz eksperimenata gdje je
ispitan utjecaj temperature i vremena zadrzavanja na uspjesnost procesa predobrade otpadne
trave s 0,5 %-tnom sumpornom kiselinom i 1 %-tnom natrijevom luzinom u visokotlaénom
reaktoru. Eksperimenti su, i u kiselom i luznatom mediju provedeni pri tri razli¢ite temperature
(160 °C, 180 °C, 1 200 °C) na tri razli¢ita vremena zadrzavanja (1 minuta, 5 minuta i 10 minuta).
Nakon zavrSenog procesa predobrade dobivene su dvije faze hidrolizata — tekuca i Cvrsta faza.
U svakoj od faza odredenaje koncentracija Secera glukoze, ksiloze i arabinoze, te koncentracija

nusprodukata: octene, mravlje i levulinske kiseline i ukupnih furana.

Ucinkovitost hidrolize otpadne trave prikazana je kao saharifikacijski prinos ( postotak
hidrolizirane glukoze, ksiloze 1 arabinoze u usporedbi s njihovim pocetnim sadrZzajem u
otpadnoj travi) ili kao koncentracija novonastalog Secera (glukoze, ksiloze i arabinoze) te

kiselina (octene, mravlje i levulinske kiseline) u g L™ (Mardetko i sur., 2018).
Rezultati istraZivanja podijeljenji su u sljedeca poglavlja:

i) kiselinska hidroliza otpadne trave u visokotlaénom reaktoru (Poglavlje 4.1.)

il) alkalna hidroliza otpadne trave u visokotlaénom reaktoru (Poglavlje 4.2.)

Kako bi se otpadna trava mogla koristiti kao sirovina za proizvodnju bioetanola,
biopolimera i biokemikalija potrebno je provesti predobradu da bi se uglljikohidratni polimeri
preveli u fermentabilne Seéere. Jedna od najcesce istrazivanih metoda predobrade je predobrada
razrijedenom kiselinom. U ovom radu je kao katalizator za hidrolizu otpadne trave koristena
sumporna kiselina, jedna od najjeftinijih 1 najcesée koristenih kiselina za predobradu
lignocelulozne sirovine (Lenihani sur., 2009; Zhu i sur., 2009). U prethodno provedenim
istrazivanjima predobrade lignoceluloznih sirovina kao $to su pSeni¢na slama i kukuruzovina
pokazalo se da smanjenje koncentracije sumporne kiseline s 1% na 0,5% rezultira znacajnim

smanjenjem koncentracije nusproizvoda procesa kao $to su levulinska i mravlja kiselina
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(Govedarica, 2016). Iz tih razloga za predobradu otpadne trave u ovom istrazivanju koristena

je 0,5 %-tna sumporna kiselina.

Predobrada lignoceluloznih sirovina luzinom moze se izvoditi ili pri visokim
temperaturama i niskoj koncentraciji luzine (hidroliza razrijedenom luzinom) ili pri niskim
temperaturama i visokoj koncentraciji luzine (hidroliza koncentriranom luzinom) (Taherzadeh,
2007). Za hidrolizu razrijedenom luzinom najce$¢e se koriste 0,5 - 2 %-tne luZine, U
temperaturnom intervalu od 121 do 210 °C (Vidovi¢, 2017). Natrijev hidroksid, iako je skupa
luzina, najces¢e se koristi zbog svoje visoke alkalnosti za frakcioniranje raznih materijala
ukljucujuéi 1 poljoprivredne ostatke 1 drvo. Razrijedeni NaOH naruSava strukturu biomase 1
povecava njenu poroznost te kida veze izmedu lignina 1 ugljikohidrata. Visoke koncentracije
luzine uglavnom doprinose povecanoj delignifikaciji biomase, medutim jako visoke
koncentracije luzine (6-12 % w/w) mogu rezultirati otapanjem celuloze i smanjenim
uklanjanjem lignina (Bensah i Mensah, 2013). 1z navedenih razloga za predobradu otpadne

trave u ovom radu koriStena je 1%-tna natrijeva luZina.

4.1. Kiselinska hidroliza otpadne trave u visokotlacnom reaktoru

U ovom poglavlju prikazani su rezultati dvostupanjske kiselinske hidrolize otpadne
trave (Poglavlje 3.2.4.2., Materijali i metode). Analizom dobivenog hidrolizata pomocu
visokoucinkovite tekuc¢inske kromatografije (Poglavlje 3.2.5., Materijali 1 metode) odreden je
udio strukturnih ugljikohidrata u sirovini te je obradom rezultata dobiven sastav sirovine

koriStene u daljnjem istrazivanju. Rezultati su prikazani u Tablici 7.

Tablica 7. Sastav otpadne trave

Wglukan Whksilan Warabinan WLTK WLNTK+pepeo WHACc WT(::V”& Woroteini
udio % % % % % % % %
30,14 14,59 2,46 2,88 28,94 1,77 0 14,79

Otpadna trava prema literaturnim podatcima sadrzava: 25-40 % celuloze, 25-50 %
hemiceluloze i 10-30 % lignina (Saini i sur., 2014). Prema radu autora Chena i suradnika, sastav
otpadne trave je nesto drugaciji te ona sadrzava od 28 do 38 % glukana u suhoj tvari, te 11-19
% ksilana i 1,5-3 % arabinana izrazenih kao hemiceluloza (Chen i sur., 2007). Naime, sastav
otpadne trave ovisi o koriStenim vrstama, klimatskom pojasu njihovog uzgoja te o analitickim

metodama koristenim za odredivanje njenog sastava. To su i moguéi razlozi odstupanja sastava
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analizirane slame od literaturnih podataka. Sastav otpadne trave koriStene u ovom istrazivanju
odreden je pomocu tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti nakon dvostupanjske
kiselinske hidrolize. Prema dobivenim rezultatima izracunati su udjeli ugljikohidratnih
polimera, udio ukupnog lignina, te udio octene i mravlje kiseline koji su prikazani u Tablici 7.
Udio glukana u analiziranoj otpadnoj travi iznosi 30,14 %, udio ksilana iznosi 14,59 % te udio
arabinana iznosi 2,46 % $to je u skladu s literaturnim navodima. Udio lignina topivog u kiselini
(2,88 %) zajedno sa udjelom lignina netopivog u kiselini (LNTK) sa pepelom (28,94 %) iznosi

31,82 % §to je takoder u skladu s literaturom.

Iz rezultata sastava tekuce faze nakon kiselinske predobrade otpadne trave vidljivo je
kako je koncentracija ksiloze veca od koncentracije glukoze i arabinoze za sve primijenjene
uvjete predobrade. To je u skladu s literaturom gdje se navodi kako tijekom predobrade
razrijedenom kiselinom veéinom dolazi do razgradnje hemicelulozne frakcije lignocelulozne
sirovine buduc¢i da se hemiceluloza lakse hidrolizira od celuloze (Lenihan i sur., 2009; Zhang i
Hu, 2014). Kao §to se moze vidjeti na Slici 14. koncentracija glukoze u tekucoj fazi hidrolizata
nakon predobrade otpadne trave 0,5%-tnom sumpornom kiselinom krece se u rasponu od 1,87
do 7,71 g L. Koncentracija ksiloze (Slika 15.) u tekué¢em kiselinskom hidrolizatu bila je znatno
veca od koncentracije glukoze, u rasponu od 4,62-21,31 g L™, dok se koncentracija arabinoze
(Slika 16.) kretala u rasponu od 2,23-5,00 g L. Arabinoza se pri povisenim temperaturama
razgraduje puno brze nego ksiloza stoga su kona¢niudjeli arabinana nakon provedene kiselinske
hidrolize puno manji u odnosu na udjele glukana i ksilana (Hu i sur., 2008). Sve minimalne
koncentracije Secera postignute su pri temperaturi od 160 °C 1 vremenu zadrZzavanja od 5 minuta
dok su sve maksimalne koncentracije postignute pri temperaturi od 200 °C 1 vremenu
zadrzavanja od 1 minute nakon ¢ega daljnjim zadrzavanjem u reaktoru dolazi do razgradnje
Secera odnosno smanjenja njihovih koncentracija. Takoder gledajuc¢i samo utjecaj temperature
pri istom vremenu zadrZavanja kod tekuceg hidrolizata moZemo vidjeti trend porasta
koncentracije glukoze sa povecanjem temperature Sto je u skladu s literaturom gdje je
zabiljezeno kako viSe temperature tijekom kiselinske hidrolize pogoduju hidrolizi celuloze
(Saha i sur., 2002; Sun i Cheng, 2001).

Sa Slike 13. vidljivo je kako s porastom temperature dolazi do porasta koncentracije
furana koji se kre¢u u rasponu izmedu 28,95 i 2046,05 mg L? pri ¢emu je maksimalna
koncentracija postignuta pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 1 minute.
Zamijeceni trendovi u promjeni koncentracije Secera inhibitora u skladu su s literaturom gdje

se navodi kako je temperatura kljucni faktor koji utjece na degradaciju Secera u inhibitore, te
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viSe primjenjene temperature rezultiraju ve¢im koncentracijama inhibitora (Chandel i sur.,

2012). Dehidracijom iz pentoza nastaje hidroksimetilfurfural (HMF), a iz heksoza furfural
(Lenihan i sur. 2009).

\'“E\ﬂ\ wernd

Slika 13. Koncentracija furana u tekucoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s

0,5%-tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja.
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Slika 14. Koncentracija glukoze u tekucoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s

0,5%-tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja.
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Slika 15. Koncentracija ksiloze u tekucoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s

0,5%-tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja.
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Slika 16. Koncentracija arabinoze u tekucoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave

s 0,5%-tnom sumpornom kiselinomu ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja.

Za razliku od koncentracije glukoze u teku¢em kiselinskom hidrolizatu, koncentracija
glukoze u krutom hidrolizatu je znatno manja i kreée se od 1,48-1,94 g L%, odnosno sa Slike
17. mozemo vidjeti da sastav krute faze iznosi izmedu 36,98 1 49,19 % glukana, gdje je
maksimalna koncentracija glukoze postignuta na tz=5 i 10 minuta pri temperaturi od 200 °C.
Razina ksiloze u krutom hidrolizatu je takoder niZza od one u tekucem i krece se izmedu 0,12 1
0,44 g L, prikazano na Slici 18. kao udio od 2,87 do 10,78 % ksilana u krutoj fazi.
Koncentracije arabinoze detektirane u krutoj fazi kiselinskog hidrolizata su jako niske i iznose
0,01 g L pri temperaturama od 160 i 180°C za vrijeme zadrzavanja od 1 minute, dok su pri
ostalim ekperimentima koncentracije bile ispod praga detekcije Sto mozemo vidjeti na Slici 19.
koja prikazuje da je udio arabinana u krutoj fazi izmedu 010,26 % . To je u skladu s literaturom
gdje se navodi da pri predtretmanu otpadne trave s razrijedenom sumpornom kiselinom moze
nastati do 1,78 % arabinana (Chen i sur., 2007). Lignin netopiv u kiselini (LNTK) i pepeo
odredeni su u ¢vrstoj fazi te je odreden njihovzajednicki udio koji se krece u rasponu od 26,21
% do 34,54 % (Slika 20.). Najveéi udio LNTK u iznosu od 34,54 % odreden je pri temperaturi
od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min. Udio lignina topivog u kiselini (LTK) podjednak

je za sve uvjete predobrade i krece se u rasponu od 0,20 % do 2,51 % te je zanemariv.
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Slika 17. Udio glukoze u krutoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s 0,5%-

tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja.
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Slika 18. Udio ksiloze u krutoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s 0,5%-

tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja.
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Slika 19. Udio arabinoze u krutoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s 0,5%-

tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti o temperaturi i vriemenu zadrzavanja.
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Slika 20. Udio lignina netopivog u kiselini i pepela u krutoj fazi hidrolizata nakon nakon

predtretmana otpadne trave s 0,5%-tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti o temperaturi i

vremenu zadrZavanja.
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Osim monosaharida, u tekucoj fazi nakon predtretmana kiselinom odredene su i
koncentracije mravlje, octene i levulinske kiseline koje su se kretale u rasponima od 0,94-3,72
g L za mravlju, 0,45-4,26 g Lte 0,02-0,68 g L za levulinsku kiselinu, §to je prikazano na
Slikama 21a, 22a i 23. Kao i kod Secera, maksimalne koncentracije kiselina u tekuc¢em
kiselinskom hidrolizatu su postignute pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 1
minute, dok su, minimalne koncentracije za mravlju i octenu postignute pri 160 °C i tz=5 min,
a za levulinsku pri 160 °C i tz=1 min te pri 160 °C i tz=10 min. U krutoj kiselinskoj fazi
hidrolizata prisutnost mravlje kiseline (Slika 21b) nije detektirana u ispitivanim uvjetima osim
pri vremenu zadrzavanja od 1 minute na temperaturama od 160 1 180 °C gdje je koncentracija
mravlje Kiseline iznosila 0,01 odnosno 0,02 g L. Koncentracije octene kiseline u krutoj fazi
hidrolizata (Slika 22b), u odnosu na tekucu fazu, su znatno nize i kre¢u se izmedu 0,02 1 0,08 g
L™, pri éemu je maksimalna koncentracija kiseline postignuta pri uvjetima temperature 160 °C
1 vremenu zadrzavanja od 1 minute. Levulinska kiselina u krutoj fazi hidrolizata nakon

predtretmana s kiselinom nije detektirana.

Bl Waoa
1761 W03

Slika 21. Koncentracija formijatne (mravlje) kiseline u: a) tekucoj fazi i b) krutoj fazi
hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s 0,5%-tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti

o temperaturi 1 vremenu zadrZavanja.
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Slika 22. Koncentracija acetatne (octene) kiseline u: a) tekuc¢oj fazi i b) krutoj fazi hidrolizata

nakon predtretmana otpadne trave s 0,5%-tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti 0

temperaturi i vremenu zadrzavanja.
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Slika 23. Koncentracija levulinske kiseline u tekucoj fazi hidrolizata nakon predtretmana

otpadne trave s 0,5%-tnom sumpornom kiselinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu

zadrzavanja.
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4.2. Alkalna hidroliza otpadne trave u visokotlaénom reaktoru

U ovom poglavlju izneseni su rezultati dobiveni nakon provedenog predtretmana
otpadne trave sa 1%-tnom natrijevom luzinom u visokotlacnom reaktoru. Analizom tekuce i
¢vrste faze luznatog hidrolizata odredene su koncentracije Secera glukoze, ksiloze i1 arabinoze,

te koncentracije octene, mravlje i levulinske Kiseline te ukupnih furana.

Na Slici 24. moze se vidjeti da je koncentracija glukoze u tekucoj fazi hidrolizata nakon
predobrade otpadne trave 1%-tnom natrijevom luzinom u rasponu od 0,39-1,18 g L, te da
povecanjem vremena zadrzavanja otpadne trave u reaktoru (1, 5 1 10 min) javlja trend porasta
koncentracije Secera glukoze na svakoj pojedinoj temperaturi (160, 180 i 200 °C). Najvisa
koncentracija glukoze u ovom hidrolizatu ostvarena je pri tz =10 minuta i temperaturi od 160
°C i iznosi 1,18 g L. Koncentracije ksiloze (Slika 25.) u tekuéem luznatom hidrolizatu su
nesto veée u odnosu na koncentracije glukoze i kreéu se u rasponu od 0,53-0,83 g L™
Minimalna koncentracija ksiloze dobivena je pretretmanom pri 160 °C i tz=10 min, dok je
maksimalna koncentracija ksiloze dobivena predtretmanom pri 180 °C i tz=10 min. Ve¢i udjeli
ksilana u odnosu na udjele glukana u teku¢em dijelu hidrolizata mogu se objasniti strukturom
hemiceluloze. Hemicleuloza je heteropolimer ugljikohidrata koji se sastoji od 5-C Secera
(ksiloza, arabinoza) i 6-C secera (manoza, glukoza, galaktoza). Struktura hemiceluloze je
amorfna i razgranata $to je razlog lakSe razgradnje hemiceluloze u odnosu na celulozu
(Satimanont i sur., 2012). Sa Slike 25. mozemo vidjeti da se koncentracija ksiloze na svakoj
pojedinoj temperaturi povecava sa povecanjem vremena zadrZavanja osim kod temperature od
160 °C gdje prelaskom sa tz= 1 min na tz=5 min koncentracija raste, te se zatim prelaskom na
tz=10 min koncentracija smanjuje i iznosi 0,53 g L. Isti trend povec¢anja odnosno smanjenja
koncentracije (pri temperaturi od 160 °C) uocavamo 1 kod arabinoze. Koncentracije Secera
arabinoze (Slika 26.) u teku¢em luznatom hidrolizatu kretale su se izmedu 0,111 0,54 g L%, pri
¢emu je, kao kod ksiloze, minimalna koncentracija Secera postignuta pri 160 °C i tz=10 min, a
maksimalna pri 180 °C 1 tz=10 min, iz ¢ega mozemo vidjeti da su temperatura od 180 °C i
vrijeme zadrzavanja od 10 min najpovoljniji uvjeti za razgradnju hemiceluloze tj. dobivanje
pentoznih Secera. Koncentracije furana (Slika 27.) odredenih u tekucoj fazi hidrolizata krec¢u
se izmedu 34,21 i 247,37 mg L gdje maksimalna koncentracija odredena pri najekstremnijim

uvjetima odnosno temperaturi od 200 °C i tz=10.
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Slika 24. Koncentracija glukoze u tekucoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s

1%-tnom natrijevom luzinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja.
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Slika 25. Koncentracija ksiloze u tekucoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave S

1%-tnom natrijevom luzinom u ovisnosti o temperaturi i viemenu zadrzavanja.
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Slika 26. Koncentracija arabinoze u tekuc¢oj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave

S 1%-tnom natrijevom luZinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrZavanja.
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Slika 27. Koncentracija furana u tekucoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s

1%-tnom natrijevom luZinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja.
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U krutoj fazi luznatog hidrolizata koncentracije glukoze su nesto vecih vrijednosti nego
$to su kod tekuéeg luznatog hidrolizata i kre¢u se u rasponu od 1,54-3,71 g L%, $to bi gledano
kao udjel glukoze u krutoj fazi iznosilo izmedu 57,08 % i 75,81 % (Slika 28.) pri ¢emu je
maksimalna koncentracija glukoze postignuta pri najvisoj temperaturi (200 °C) i najduljem
vremenu zadrzavanja (10 minuta). Gledaju¢i pojedino svaku temperaturu, povecavanjem
vremena zadrzavanja dolazi do porasta koncentracije glukoze. Koncentracije Secera ksiloze u
krutoj fazi su nesto nize od koncentracije iste u teku¢em hidrolizatu i1 krecu se u rasponu od
0,30-0,65 g L odnosno izmedu 12,88 i 18,40 % ksiloze u krutoj fazi luznatog hidrolizata. Na
Slici 29. moze se vidjeti da se unutar svake temperature, mijenjanjem vremena zadrzavanja
koncentracija ksiloze mijenja samo za 0,01 g L. Seéer arabinoza pojavljuje se samo pri
najblazim uvjetima provodenja eksperimenta ( T=160 °C, tz=1 min) i iznosi 1,72 % (Slika 30).
Analizom krute faze odreden je 1 udio lignina topivog u kiselini te iznosi izmedu 1,63% 1
2,86%. Takoder je odreden 1 zajednicki udjel lignina netopivog u kiselini 1 pepela (Slika 31.) u
rasponu od 9,20% do 22,98% gdje je najveéi udjel odreden pri uvjetima temperature od 160 °C

i vremenu zadrzavanja od 10 minuta.
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Slika 28. Udio glukoze u krutoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s 1%-tnom

natrijevom luZinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja.
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Slika 29. Udio ksiloze u krutoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s 1%-tnom

natrijevom luZinom u ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrZavanja.
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Slika 30. Udio arabinoze u krutoj fazi hidrolizata nakon predtretmana otpadne trave s 1%-

tnom natrijevom luZinom U ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrZavanja.
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Slika 31. Udio lignina netopivog u kiselini i pepela u krutoj fazi hidrolizata nakon nakon
predtretmana otpadne trave s 1%-tnom natrijevom luzinom u ovisnosti o temperaturi i

vremenu zadrZavanja.

Osim koncentracija Secera nakon predobrade otpadne trave luzinom odredene su i
koncentracije nusprodukata: mravlje, octene i levulinske kiseline. U teku¢em hidrolizatu
mravlja kiselina pojavljuje se pri 180 °C i tz=1 min i iznosi 0,99 g L%, te pri sva tri vremena
zadrzavanja na temperaturi od 200 °C, gdje povecanjem vremena zadrZzavanja u reaktoru dolazi
do povecanja koncentracije kiseline u rasponu od 1,09-1,61 g L (Slika 32.). Koncentracija
octene kiseline u tekuéem hidrolizatu (Slika 33.) varira izmedu 0,02-1,72 g L gdje je
maksimalna koncentracija, kao 1 kod mravlje kiseline, postignuta pri temperaturi od 200 °C 1
tz=10 min. Porastom vremena zadrzavanja na svakoj od temperatura dolazi do porasta
koncentracije octene kiseline, osim kod temperature od 160 °C gdje pri tz=10 min imamo
koncentraciju od 0,02 g L™, koja poprili¢no odskace od ostalih izmjerenih koncentracija, te je
moguce da je prilikom mjerenja i analitike samog eksperimenta pri tim uvjetima (T=160 °C,
tz=10 min) doSlo do pogreske. Pri vremenu zadrZzavanja od 5 1 10 minuta na temperaturi od
200 °C doslo je do nastajanja levulinske kiseline (Slika 34.) koja nije detektirana pri nizim
temperaturama, $to objasnjavaju literaturni navodi kako ta kiselina nastaje u ekstremnim

uvjetima visoke temperature ili dugog vremena zadrzavanja razgradnjom HMF-a (Jonsson i
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Martin, 2015). U krutoj fazi hidrolizata nakon predtretmana s 1%-tnom NaOH nije detektirana
prisutnost nijedne od ispitivanih kiselina.
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Slika 32. Koncentracija formijatne (mravlje) kiseline u tekucoj fazi hidrolizata nakon
predtretmana otpadne trave s 1%-tnom natrijevom luzinom u ovisnosti 0 temperaturi i

vremenu zadrZavanja.
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Slika 33. Koncentracija acetatne (octene) kiseline utekuéoj fazi hidrolizata nakon

predtretmana otpadne trave s 1%-tnom natrijevom luzinom u ovisnosti 0 temperaturi i

vremenu zadrZavanja.
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Slika 34. Koncentracija levulinske kiseline u teku¢oj fazi hidrolizata nakon predtretmana

otpadne trave s 1%-tnom natrijevom luZzinom U Ovisnosti o temperaturi i vremenu zadrzavanja
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5. ZAKLJUCCI

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

1. Analizom je utvrden sljedeéi sastav otpadne trave: 30,14% glukana, 14,59% ksilana,
2,46% arabinana, 2,88% lignina topivog u kiselini, 28,94% lignina netopljivog u kiselini
I pepela, 1,77% octene kiseline te 14,79% proteina.

2. Nakon kiselinske predobrade otpadne trave s 0,5%-tnom sumpornom Kkiselinom u
visokotlacnom reaktoru u tekucoj fazi pri temperaturi od 200 °C 1 vremenu zadrzavanja
od 1 minute dobiven je najve¢i udio fermentabilnih SeCera. Najveca koncentracija
glukoze iznosila je 7,71 g L™, najveca koncentracija arabinoze iznosila je 5,00 g L™ te
je najveca koncentracija svih ispitivanih $eéera bila upravo koncentracija ksiloze u
iznosu od 21,31 g L zbog olak3ane hidrolize hemiceluloze u odnosu na celulozu pri
zadanim uvjetima. U ¢vrstoj fazi hidrolizata koncentracije monosaharida bile su znatno
manje u odnosu na tekuc¢u fazu, a maksimalna odredena koncentracija u iznosu od 1,94
g L7 bila je glukoza pri temperaturi od 200 °C i vremenima zadrzavanja tz=5 min i
tz=10 minuta.

3. Nakon kiselinske predobrade otpadne trave sa 0,5%-tnom sumpornom kiselinom u
visokotlaénom reaktoru u tekucoj fazi hidrolizata pri temperaturi od 200 °C i vremenu
zadrZavanja od 1 minute odredene su maksimalne koncentracije svih nusprodukata:
mravlje kiseline uiznosu od 3,72 g L%, octene kiseline u iznosu od 4,26 g L%, levulinske
kiseline u iznosu od 0,68 g L™ te furana u iznosu od 2046,05 mg L. U krutoj fazi
hidrolizata koncentracije svih promatranih kiselina bile su ispod praga detekcije,
odnosno zanemarivo male.

4. Nakon luznate predobrade otpadne trave sa 1%-tnom natrijevom luzinom u
visokotla¢nom reaktoru u tekucoj fazi hidrolizata najveca koncentracija fermentabilnog
Secera bila je koncentracija glukoze u iznosu od 1,18 g L™ zabiljezena na temperaturi
od 160 °C i vremenu zadrzavanja od 10 minuta. Najveca koncentracija ksiloze od 0,83
g L? odredena je pri temperaturi od 180°C i tz=10 min, a najveéa koncentracija
arabinoze od 0,54 g L™* zabiljeena je pri vremenu zadrzavanja od 10 minuta na
temperaturama 180 °C 1 200 °C. U C¢vrstoj fazi hidrolizata najveca koncentracija
glukoze zabiljezena je na temperaturi od 200 °C i tz=10 minuta te je iznosila 3,71 g L
maksimalna koncentracija ksiloze od 0,65 g L™ postignuta je pri temperaturi od 200 °C

1 vremenima zadrzavanja od 1 i 5 minuta, a pojava Sefera arabinoze u krutoj fazi
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hidrolizata zabiljeZena je samo kod vremena zadrzavanja od 1 minute pri temperaturi
od 160 °C te je iznosila 0,05 g L.

5. Nakon luznate predobrade otpadne trave sa 1%-tnom natrijevom IuZinom u
visokotlatnom reaktoru u tekucoj fazi hidrolizata pri temperaturi od 200 °C i vremenu
zadrZavanja od 10 minute odredene su maksimalne koncentracije svih nusprodukata:
mravlje kiseline od 1,61 g L%, octene kiseline od 1,72 g L, levulinske kiseline od 0,21
g L te furana u iznosu od 247,37 mg L. U krutoj fazi hidrolizata koncentracije svih
analiziranih kiselina bile su ispod praga detekcije.

6. Na osnovi rezultata ovog istrazivanja jasno je da je potrebno provesti daljnju
optimizaciju procesa predobrade otpadne trave s ciljem dobivanja veceg udjela

fermentabilnih Secera i manjeg udjela nusprodukata.
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7. PRILOZI

7.1. Bazdarni pravci za odredivanje koncentracije ugljikohidrata i
kiselina tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(HPLC)

Tablica: Retencijska vremena i jednadzbe bazdarnih pravaca

Spoj jednadZba pravca RT (min)
glukoza y = 377242,1858x - 4487,06 13,012
ksiloza y = 362057,08x + 5598,61 13,813

arabinoza y = 366483,61x + 9888,80 14,952

mravlja kiselina y = 112024,49x + 4968,11 18,465
octena kiselina y = 164952,58x + 2260,95 19,936
levulinska kiselina y = 331566,10x - 865,38 21,508
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