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1. UuvoD

Lignocelulozne sirovine imaju Siroku primjenu koja seze daleko u povijest. Nekoc¢ su ljudi
koristili lignocelulozne sirovine kao izvor energije (vatra) ili za izradu oruda. Njihova je primjena
proSirena na gradevinu, izradu materijala, proizvodnju papira, tekstila itd. Lignocelulozne
sirovine koriste se i za biotehnoloske procese proizvodnje organskih kiselina, enzima, mikrobne
biomase te u bioremedijaciji i mnogim drugim. Sve je viSe istrazivanja provedeno na
obnovljivim izvorima energije s ciliem zamjene fosilnih goriva. I na tome podrucju
lignocelulozne sirovine nalaze svoju primjenu kao obnovljivi, ekoloski prihvatljiv izvor energije
(Chen, 2015).

Lignocelulozne sirovine su poljoprivredni ostatci (npr. sijeno, kukuruzni ostatci...), drvni
otpad (npr. piljevina) i trave (Kumar i sur., 2009). Za razliku od biomase bogate SeCerom i
Skrobom, lignoceluloza ne konkurira proizvodnji hrane te je jeftinija sirovina. S druge strane
tehnoloski je zahtjevnija, a troSkovi cijele proizvodnje su puno vedi. TroSkovima najvise
pridonose cijene transporta sirovine i proizvodnja enzima za hidrolizu lignoceluloznih sirovina
(Brodeur i sur., 2011). Zbog toga se istrazuju ¢imbenici koji ¢e omoguditi veliko iskoristenje
procesa (Brodeur i sur., 2011), efikasnu predobradu, ustedu energije itd. (Karimi i sur., 2013)

Lignoceluloza se sastoji od celuloze, hemiceluloze i lignina. Hidrolizom celuloze oslobada
se glukoza, a hidrolizom hemiceluloze oslobadaju se pentoze i heksoze. Najveéi izazov
predstavlja razgradnja lignina koji povezuje celuloza vlakna u vrlo ¢vrstu strukturu (Kumar i
sur., 2009).

Predobrada sirovine smatra se kljuénim procesom za proizvodnju biogoriva (da Costa
Sousa i sur., 2009). Cilj je ukloniti lignin i smaniiti kristalinicnost celuloze te tako povecati
izloZzenost ugljikohidrata hidrolitickim enzimima (Alriksson, 2006). Metode predobrade dijele se
na fizikalne, fizikalno-kemijske, kemijske i bioloske (Brodeur i sur., 2011).

Svrha ovog zavrsnog rada je prvenstveno prikazati pregled metoda predobrade jele, a

takoder su prikazani i primjeri predobrade nekih drugih vrsta mekog drveta.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Lignocelulozne sirovine
Lignocelulozne sirovine gradene su od celuloze (36-61 %), hemiceluloze (13-39 %) i
lignina (6-29 %) (Rezi¢ i sur., 2016). Udio pojedine komponente ovisi o vrsti biljke (trava,
meko ili tvrdo drvo), o dijelu biljke (korijen, list, grane) te o dobi i fazi rasta biljke (Bajpai,
2016). Osim ovih glavnih komponenata, biljke sadrze i odredeni postotak ekstraktivnih tvari,
a anorganske tvari ¢ine pepeo.

Lignocelulozne sirovine obuhvacaju poljoprivredne ostatke i industrijski otpad biljnog
podrijetla te biljni materijal dobiven nakon prerade drva. Lignoceluloza je sastavni dio stani¢ne
stijenke biljnih stanica. Cilj obrade sirovine je ukloniti lignin te hidrolizirati celulozu i
hemicelulozu do fermentabilnih Secera koje mikroorganizmi koriste kao supstrat (Kumar i sur.,
2009).
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Slika 1. Sastav lignoceluloznih sirovina (Bamdad i sur., 2018).



2.1.1. Celuloza

Celuloza je linearni homopolimer D-glukoze. Glukozne jedinice povezane su f51,4-
glikozidnom vezom. Svaka glukozna jedinica je rotirana za 180° u odnosu na susjednu jedinicu.
Jedan lanac moze Ciniti 2000-18000 glukoznih jedinica (Ross i sur., 1991). Glavnina strukture
organizirana je u mikrovlakna. Dugi lanci glukoze se zbog prisutnih hidroksilnih skupina
medusobno povezuju vodikovim mostovima. Prisutne su i van der Waalsove veze. Struktura je
Cvrsta i tvrda. Celuloza je prisutna u dva razlicita oblika, tj. moze imati kristalinicnu i amorfnu
strukturu. Amorfna struktura pogodnija je za predobradu jer je pristup enzimima i kemikalijama
puno laksi nego kod kristalinicne strukture (Kumar i sur., 2009). Zbog svoje Cvrstoce, ali i
fleksibilnosti, celuloza se Cesto koristi za izradu pomocnih filtracijskih sredstava, proizvodnju

papira, tekstila itd.

H

Slika 2. Kemijski sastav celuloze (Kumar i sur., 2009).

2.1.2. Hemiceluloza

Za razliku od celuloze, hemiceluloza je heteropolimer. Gradena je od razlicitih
monosaharida, kao Sto su pentoze (ramnoza, ksiloza, arabinoza) i heksoze (glukoza, manoza,
galaktoza). Hemicelulozu cine kratki lanci, od 500 do 3000 jedinica Secera, koji se medusobno
povezuju u razgranatu strukturu (Kumar i sur., 2009). Najzastupljeniji polisaharid u hemicelulozi
je ksilan (Andlar, 2018). Zbog svoje razgranate strukture hemiceluloza se lako hidrolizira, a
polimeri ne agregiraju Cak ni kada kokristaliziraju s celuloznim lancima. Osim Secera,
hemiceluloza sadrzi i Se¢erne kiseline: 4-O-metilglukuronska, D-glukuronska i D-galakturonska

kiselina (Kumar i sur., 2009).
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Slika 3. Struktura hemiceluloze (Kulkarni Vishakha i sur., 2012).

2.1.3. Lignin

Lignin je neugljikohidratni polimer, glavni sastojak drva, koji povezuje celulozna viakna u
stanicnoj stijenci biljne stanice. Izgraduju ga fenolni monomeri: kumaril-alkohol, koniferil-
alkohol i sinapil-alkohol. Fenilpropanski derivati povezani su u 3D-strukturu C-C i C-O vezama.
Lignin se unakrsno povezuje sa celulozom i hemicelulozom. Izmedu lignina i hemiceluloze

kemijskim se vezama povezuju galaktoza i arabinoza (Andlar i sur., 2018).

OH OH OH
OCH;  H,CO OCH
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kumaril-alkohol  Kkoniferil-alkohol sinapil-alkohol

Slika 4. Monomeri koji izgraduju lignin (Hatfield i Vermerris, 2001).



Glavna uloga lignina je da biljci daje strukturnu potporu, nepropusnost te zastitu od
mikroorganizama (Kumar i sur., 2009). Udio lignina varira ovisno o vrsti biljke. Opcenito, zeljaste
biljke poput trava imaju najmanji, dok meko drvo ima najveci udio lignina. Zbog kompleksne,
tesSko razgradive strukture, lignin je potrebno ukloniti kako bi se lignoceulozna sirovina mogla

Sto bolje enzimski i mehanicki obraditi.

OLignin

CH;

Slika 5. Primjer kemijske strukture lignina (Prieur i sur., 2017).



2.1.4. Ekstraktivne tvari i pepeo

Osim osnovnih sastavnih dijelova biljne stani¢ne stijenke (celuloze, hemiceluloze i lignina)
postoje i brojne komponente koje ne pripadaju lignocelulozi. Dijelimo ih na organske tvari
(ekstraktivne tvari) i anorganske (mineralne tvari, pepeo) (Zeger, 2012). Ekstraktivne tvari su
akumulirane u odredenim tkivima kao Sto je srz ili unutarstani¢ne Supljine. Ovoj skupini spojeva
pripadaju smole, voskovi, alkaloidi, pektini, terpeni, Skrob, jednostavni fenoli, tanini itd. Iako su
ekstraktivne tvari zastupljene u malom postotku, imaju veliki utjecaj na svojstva i kvalitetu
drveta. Mineralne tvari dobijemo kao pepeo nakon spaljivanja uzorka. Pepeo uglavnom sadrZi
metalne okside. Mineralne tvari nalazimo u granicama od 0,3 do 1,5 % suhe tvari. Pepeo je
bogat kalcijem, magnezijem i kalijem. Tablica 1. pokazuje prosjecan udio mineralnih elemenata
suhe tvari Cetinjaca, kojima pripada drvo jele. Sastav mineralnih tvari najviSe ovisi o vrsti tla na

kojemu biljka raste (Zeger, 2012).

Tablica 1. Prosjecan udio mineralnih elemenata u suhoj tvari Cetinjaca i listaca (Zeger,
2012).

Granica

[ppm]

Elementi

400-1000 | K Ca

100-400 | Mg P

10-100 F Na Si S Mhn Fe Zn Ba

1-10 B Al Ti Cu Ge Se Rb 6Sr Y Nb Ru Pd Cd Te

Pt

0,1-1 Li Sc V Co Ga As Zr Mo In Sb I Hf W Re

Ir

<0,1 Au Hg Pb Bi




2.2, Predobrada lignoceluloznih sirovina

Prilikom predobrade lignoceluloznih materijala razbija se struktura lignina, smanjuje se
kristalinicnost celuloze, a hemiceluloza se djelomicno ili potpuno hidrolizira. Predobrada je
najskuplji dio proizvodnje i o uspjesnosti njene provedbe ovise svi daljnji koraci proizvodnje, kao
Sto su enzimska hidroliza, fermentacija, izdvajanje i proCiS¢avanje proizvoda, utrosak energije i
mnogi drugi.

Osnovni uvjeti za efikasnu predobradu su (Brodeur i sur., 2011):

o Dobiti visokorazgradivu ¢vrstu fazu Sto povecava prinos Secera prilikom enzimske hidrolize;

o Izbjedi razgradnju Secera (uglavhom pentoza) iz hemiceluloze;

e Svesti na minimum nastajanje inhibitora fermentacije;

e Iskoristiti lignin za konverziju u vrijedne nusprodukte;

e Smanijiti troSkove koriStenjem reaktora umjerene veliine te svesti na minimum utroSak
topline i energije.

Metode predobrade dijele se na (Kumar i sur., 2009):

e Fizikalne: mljevenje, piroliza, ultrazvuk, mikrovalovi;

¢ Fizikalno-kemijske: eksplozija parom, mokra oksidacija, eksplozija tekuéim amonijakom;
o Kemijske: tretman kiselinom, luzinom, oksidacijskim sredstvima, organskim otapalima;
¢ Bioloske: razgradnja mikroorganizmima i enzimima.

Karakteristike razli¢itih metoda predobrade prikazane su u Tablici 2.



Tablica 2. Prednosti i nedostaci metoda predobrade (Maurya i sur., 2015).

Predobrada Prednosti Nedostaci
-Smanjenje kristaliniCnosti i stupnja
polimerizacije celuloze
-Smanjnje dimenzija Cestica Cime se

Mljevenje povecava specificna povrsina -Velik utroSak energije

Koncentrirane
kiseline

-Veliki prinos glukoze
-Temperatura okoline

-Velika cijena kiselina koje se
moraju reciklirati

-Potrebna oprema otporna na
koroziju

-Koncentrirane kiseline su
toksicne i opasne

Razrijedene kiseline

-Veliko iskoristenje Secera na kraju
procesa
-Manja tvorba toksi¢nih produkata

-Relativho mala koncentracija
reducirajucih Secera
-Nastajanje razgradnih
produkata

-Smanjenje stupnja polimerizacije i
kristalini¢nosti celuloze

-Velika cijena
-Ne koristi se u realnom
mjerilu

LuZine -Remecenie strukture lignina
-Ucinkovito uklanjanje lignina
-Ne nastaju toksicni produkti
-Reakcija se provodi pri sobnoj -Veliki troskovi zbog velike
Ozonoliza temperaturi i tlaku koli¢ine ozona
-Otapala se moraju izdvojiti i
Organosolv -Uzrokuje hidrolizu lignina i reciklirati

(organska otapala)

hemiceluloze

-Veliki troskovi

Eksplozija
parom

-Uzrokuje transformaciju lignina i
otapanje hemiceluloze

-Manji troskovi

-Vedi prinosi glukoze i hemiceluloze
u dvostupanjskom procesu

-Nastajanje toksicnih
produkata

-Djelomicna razgradnija
hemiceluloze

Vruca tekuca voda

-Nije potrebno smanjenje Cestica
biomase

-Nije potrebno koristenje kemikalija
-Nije potrebna oprema otporna na
koroziju

-Potrebno puno energije i
velike koli¢ine vode
-Nastajanje toksicnih
produkata

Eksplozija
amonijakom
(AFEX)

-Povecava dostupnu povrsinu za
hidrolizu

-Manje nastajanje inhibitora

-Ne zahtijeva male Cestice sirovine

-Nije efikasna za sirovine s
velikim udjelom lignina
-Veliki troskovi zbog upotrebe
velike koli¢ine amonijaka



Tablica 2. (nastavak)

-Povecava dostupnu povrsinu za
hidrolizu

-Relativno jeftina

-Nema tvorbe inhibitora

Eksplozija -Nezapaljivo
s CO; -Ekoloski prihvatljiva metoda -Potrebni vrlo visoki tlakovi
-Veliki stupanj otapanja hemiceluloze
i lignina
Mokra -Izbjegava se nastajanje razgradnih  -Velika cijena kisika i alkalnih
oksidacija spojeva katalizatora

-Mala potreba za energijom
-Delignifikacija
-Smanjenje stupnja polimerizacije

celuloze -Spor proces

-Djelomicna hidroliza hemiceluloze -Vrlo niski prinosi
Bioloske -Ne koriste se kemikalije -Nije djelotvorno za komercijalnu
metode -Blagi uvjeti obrade primjenu

2.2.1. Fizikalna predobrada

Fizikalnim metodama predobrade biomasa se usitnjava, smanjuje se stupanj polimerizacije
te se povecava kontaktna povrsina za djelovanje enzima ili kemikalija.

Za mehanicko usitnjavanje mogu se koristiti mlinovi ¢ekicari, kugli¢ni mlinovi, valjci itd.
Veli¢ina Cestica nakon sjeckanja je 10-30 mm, a nakon mljevenja 0,2-2 mm (Kumar i sur., 2009).
Usitnjavanje moze biti suho ili mokro. Energija koja se pritom utroSi ovisi o vrsti sirovine i
konacnoj velicini Cestica. U vecini slucajeva, kada se za predobradu koristi samo fizikalna
metoda, stvarni utroSak energije je puno veci nego teorijski (Brodeur i sur., 2011). Provedba
jedne fizikalne metode nije efikasna pa se one najcesce provode prije ili zajedno s kemijskom ili
bioloSkom predobradom (Taherzadeh i Karimi, 2008). Smanjenje veliCine Cestica moze se
provesti i nakon kemijske obrade. Najveca prednost naknadnog usitnjavanja je manji utrosak
energije, ali se usitnjavanje ne moze provesti nakon svih metoda (Karimi i sur., 2013).

Piroliza je fizikalna metoda koja razgraduje organski materijal primjenom topline. Za
razliku od procesa spaljivanja, piroliza se odvija bez prisutnosti kisika. Celuloza, hemiceluloza i
lignin se raspadaju u plinovite molekule, koje se potom kondenziraju u tekuce stanje i postaju



bio-ulje (Chen i sur., 2007). Temperature obrade su veée od 300 °C. Pri manjim temperaturama
razgradnja je puno sporija, a nastali spojevi su manje hlapivi (Kumar i sur., 2009).

Jos$ jedna od metoda fizikalne predobrade je ultrazvuk. Ultrazvuk je najceSce testiran u
laboratorijskim uvjetima. Njegova efikasnost poznata je u tretiranju mulja nakon obrade
otpadnih voda. Za lignocelulozne sirovine mehanizam usitnjavanja je nepoznat. Pretpostavlja se
da pucaju vodikove veze kada je primijenjena energija veca od energije veze (Bochek, 2003).

Djelovanjem y-zraka se razaraju 31,4-glikozidne veze te se povecava povrSina i smanjuje
kristalinicnost celuloze. Ova metoda je zasad pokazala dobre rezultate u laboratoriju, ali je
preskupa da bi se koristila u realnom ve¢em mjerilu (Kumar i sur., 2009).

Fizikalna predobrada nije dovoljna za veliko povecanje konverzije Se¢era, medutim vecina
drugih vrsta obrade nije ucinkovita bez minimalnog smanjenja veliCine Cestica, osobito da bi se
prevliadali problemi prilikom transporta mase i topline. Zbog toga se fizikalne metode
kombiniraju s ostalim metodama. Takoder je vazno uoCiti da fizikalna predobrada, nakon

odredene velicine Cestica, postaje ekonomski neisplativa (da Costa Sousa i sur., 2009).

2.2.2, Kemijska predobrada

Kemijske metode predobrade obuhvacaju obrade kiselinama, luZinama, oksidacijskim
sredstvima, organskim otapalima, ozonolizu itd. Ova skupina metoda smatra se
najperspektivnijom za buduce biorafinerije, ali se u obzir moraju uzeti jos i tehnicki, ekoloski i
ekonomski ¢imbenici (da Costa Sousa i sur., 2009).

Kiselinska predobrada ukljuuje koriStenje koncentriranih i razrijedenih kiselina za
razbijanje strukture sirovine, a proces se provodi tako da se biomasi doda koncentrirana ili
razrijedena kiselina (obi¢no masenog udjela 0,2-2,5 % w/w) te se konstantno mijesa pri
temperaturama 130-210 °C. Ovisno o uvjetima predobrade, hidroliza moze trajati od nekoliko
minuta do nekoliko sati (Brodeur i sur., 2011).

Kiselinska predobrada je najkoristenija metoda cijepanja glikozidnih veza u hemicelulozi.
Cijepanje glikozidnih i glukuronozilnih veza moze se dogoditi u relativno blagim uvjetima, dok
se razgradnja oslobodenih monosaharida moze odvijati samo u zestokim uvjetima (Karimi i sur.,
2013). Struktura celuloze pri poviSenim temperaturama u kiselom mediju postaje nestabilna
zbog cijepanja vodikove veze, koja je glavna sila koja povezuje celulozne lance. Nakon
remecenja kristalne strukture celuloze, molekule kiseline mogu prodrijeti u celulozu. U tekucoj
fazi se moze pojaviti lignin topiv u kiselini, koji inae formira kompleks s ugljikohidratima.
Hidroliza razrijedenom kiselinom moze ucinkovito cijepati veze izmedu hemiceluloze i lignina te
hidrolizirati glikozidne veze u hemicelulozi. Nakon obrade, tekuéa faza sadrzi uglavnom
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razgradne produkte hemiceluloze, a ¢vrsta faza se sastoji uglavhom od razgradnih produkata
celuloze i lignina. Jedan od problema koji se javljaju pri kiselinskoj hidrolizi je djelomi¢na
razgradnja Secera, uglavnom ksiloze do furfurala. Dio ksiloze ostaje u ¢vrstom ostatku. Od
komercijalno dostupnih kiselina najvise se koristi sumporna kiselina. Ona se tradicionalno
koristila za proizvodnju furfurala, buduéi da se hidrolizom hemiceluloze dobiju monosaharidi,
poput ksiloze, koji se dalje prevode u furfural. Danas se koristi za obradu nekih vrsta trave poput
unakrsnog prosa (lat. Panicum virgatum, engl. switchgrass), kukuruzovine te mekog drva poput
smreke (engl. poplar) i mekog drva poput topole. Osim sumporne kiseline joS su istrazivane
klorovodicna kiselina, fosforna kiselina i dusicna kiselina. Prednost koriStenja koncentriranih
kiselina je kratko vrijeme obrade i male temperature. Ponekad nakon kiselinske predobrade
uopCe nije potrebna naknadna enzimska hidroliza jer sama kiselina hidrolizira biomasu do
fermentabilnih Seéera (Brodeur i sur., 2011) no potrebno je temeljito ispiranje i/ili detoksikacija
kako bi se prije hidrolize odnosno fermentacije uklonila kiselina i nastali inhibitori. Takoder, same
kiseline su toksicne, korozivne i opasne zbog Cega je potrebno koristiti puno skuplju opremu
(Kumar i sur., 2009; Brodeur i sur., 2011).

Zbog tih nedostataka najcesce se koriste razrijedene kiseline i to 4 %-tna (w/v) sumporna
kiselina. Razrijedene kiseline su jeftine i efikasne, a s povecanjem temperature i vremena
zadrzavanja, nakuplja se viSe nusproizvoda (Hu i sur., 2010). Nakon obrade, potrebna je
neutralizacija (Kumar i sur., 2009). Za dobru obradu lignoceluloznih sirovina, efikasnima su se
pokazala dva tipa procesa. Prvi tip je dvostupanjski proces, koji u prvom koraku koristi
razrijedenu kiselinu pri manjim temperaturama, a u drugom koraku provodi se hidroliza ¢vrstog
ostatka koncentriranom kiselinom pri ve¢oj temperaturi. Pritom se hidrolizira 90% hemiceluloze
i 40-60 % celuloze (Rezi¢ i sur., 2016). Drugi tip je kombinacija kiselinske obrade (hidroliza
hemiceluloze) s alkalnom obradom (koja djeluje na lignin) pri ¢emu se dobije Cista celuloza
(Brodeur i sur., 2011).

Alkalna predobrada se provodi primjenom luzina. One razgraduju esterske i glikozidne
veze pri ¢emu se razdvajaju lignin i ugljikohidrati, djelomi¢no se dekristalizira celuloza i
djelomicno hidrolizira hemiceluloza (Brodeur i sur., 2011). LuZine djeluju na acetilne skupine (da
Costa Sousa i sur., 2009). Chang i Holtzapple (2000) su pokazali da je za efikasnu predobradu
lignoceluloznih sirovina potrebno ukloniti sve acetilne grupe i oko 10 % lignina zbog Cega alkalna
predobrada ima veliku prednost pred ostalim metodama. Takoder, obrada luzinama provodi se
pri puno manjim temperaturama i manjim tlakovima nego druge metode. U usporedbi s
kiselinskom predobradom, luzine uzrokuju manju razgradnju Seéera (Kumar i sur., 2009). Veliki
nedostatak alkalne predobrade je dugo trajanje procesa koje se mjeri u satima i danima. Luzine

koje se koriste su natrijev, kalijev, amonijev i kalcijev hidroksid, a najviSe je istrazivana obrada
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natrijevim hidroksidom. Razrijedeni natrijev hidroksid uzrokuje bubrenje, a time i povecanje
povrsine biomase, smanjenje stupnja polimerizacije, smanjenje kristalini¢nosti, odvajanje lignina
od ugljikohidrata i remeti strukturu lignina . Problem kod koriStenja natrijeve luzine je nastajanje
soli koje se mogu inkorporirati u biomasu (Kumar i sur., 2009). Za obradu se moze koristiti i
vapno koje je jeftinije, a dio se nakon odvajanja od biomase moZze reciklirati obradom s CO-
(Brodeur i sur., 2011). Proces obrade vapnom zapocCinje mijeSanjem vapna s vodom,
prelijevanjem preko biomase i zadrzavanjem u optimalnim uvjetima do nekoliko tjedana.
Povecanjem temperature moguce je skratiti vrijeme zadrzavanja (Kumar i sur., 2009). Osim
dugog trajanja obrade, nedostatak alkalne predobrade je teSko, gotovo nemoguce recikliranje
kemikalija i veliki utroSak vode za ispiranje. Predobrada luZinama pokazala je vecu efikasnost u
kombinaciji s drugim metodama kao Sto su eksplozija parom, oksidacijski tretman, mikrovalovi
i ultrazvuk (Karimi i sur., 2013).

Jos jedan proces kemijske predobrade je ozonoliza. Njome se smanjuje udio lignina,
hemiceluloza se djelomicno razgraduje, a celuloza ostaje netaknuta. Ozonoliza se provodi pri
sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku. Tijekom predobrade ne nastaju inhibitori pa nije
potrebna detoksikacija. Proces ozonolize je skup jer je potrebna velika koli¢ina ozona pa se zbog
toga ne primjenjuje u industriji (Kumar i sur., 2009).

Organosolv je metoda koja koristi organska otapala za hidrolizu veza izmedu lignina i
hemiceluloze. Time se povecava porozna struktura celuloze sto omogucuje bolju enzimsku
hidrolizu u sljedecem koraku. Koriste se metanol, etanol, glicerol, organske kiseline i esteri.
Reakcija se mozZe odvijati i uz pomoc¢ katalizatora (salicilna ili sumporna kiselina). Proces se
provodi pri 90-120 °C za trave te 155-220 °C za drvo uz vrijeme zadrZavanja 25-100 minuta (da
Costa Sousa i sur., 2009). Otapala koja se obi¢no koriste u organosolv postupku nakon
ispustanja iz reaktora se uparuju, kondenziraju i recikliraju kako bi se smanijili troskovi.
Uklanjanje otapala je neophodno jer ona mogu inhibirati rast mikroorganizama, enzimsku
hidrolizu i fermentaciju (Kumar i sur., 2009), medutim prociS¢avanje je skupo pa organosolv
ima ograni¢enu primjenu.
obi¢no sastavljene od malih anorganskih aniona i velikin organskih kationa (Brodeur i sur.,
2011), koje pri velikoj temperaturi tvore vodikove veze s celulozom zbog Cega se poremeti
struktura sirovine (da Costa Sousa i sur., 2009). Odabir otapala jako je bitan i ovisi o vrsti
sirovine koja se obraduje. Zbog skupoée otapala, troskovi su puno veéi ako se ona ne recikliraju.
Nakon obrade potrebno je ukloniti otapala jer ona mogu inhibirati enzime (Brodeur i sur., 2011).
Ako se otapalo inkorporira u strukturu sirovine, potrebne su velike koli¢ine vode za ispiranje
zbog ¢ega proces postaje jos skuplji (Karimi i sur., 2013). A-metilmorofolin-A~oksid (NMMO) je
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otapalo koje smanjuje kristalini¢nost celuloze. Koristi se NMMO Cistoce 83-87 %. Ovo otapalo je
biorazgradivo i nije toksicno. Proces se odvija pri atmosferskom tlaku i 120-130 °C, a ovisno o

sirovini traje od 20 minuta do 5 sati (Karimi i sur., 2013).

2.2.3. Fizikalno-kemijska predobrada

Fizikalno-kemijske metode ujedinjuju fizikalne i kemijske metode predobrade. Ovoj skupini
metoda pripadaju eksplozija parom, eksplozija amonijakom, eksplozija s ugljikovim dioksidom i
mokra oksidacija (Brodeur i sur., 2011).

Eksplozija parom jedna je od najceSée korisStenih metoda predobrade lignoceluloznih
sirovina. Sirovina se izlaze utjecaju zasi¢ene vodene pare pri velikom tlaku i temperaturi kroz
kradi vremenski period. Zatim slijedi nagla dekompresija zbog cega se remeti struktura viakana
te se povecava moguénost pristupa enzima celulozi. Velicina Cestica je jako bitna za ovu metodu
te relativno velike Cestice daju vedi prinos Secera. To je velika prednost jer nije potrebno dodatno
mehanicko usitnjavanje koje povecava troskove. O velicini Cestica ovisi i koja ¢e se temperatura
i vrijeme zadrzavanja koristiti. Temperatura je u rasponu 190-270 °C, a vrijeme zadrzavanja 1-
10 minuta (Brodeur i sur., 2011). Tlakovi koji se koriste iznose 0,69-4,83 MPa (Kumar i sur.,
2009). Kemijski dio ove metode je hidroliza glikozidnih veza izmedu hemiceluloze i celuloze i
remecenje strukture lignina, a fizikalni dio obuhvaa naglu dekompresiju. Ballesteros i sur.
(2006) su istrazivali eksploziju vodenom parom uz koristenje razrijedene kiseline. Pokazali su da
je koriStenjem kiseline hidroliza hemiceluloze bolja, a vrijeme zadrzavanja se smanjuje. Takoder,
ako se koriste kiseline, hidroliza mekog drva je puno ucinkovitija (Vignon i sur., 1995). Eksplozija
vodenom parom nije Stetna za okolis, ucinkovita je i kapitalni troskovi nisu veliki. TroSkovi su
vedéi ako se koristi kiselina jer je potrebna neutralizacija i odgovaraju¢a oprema otporna na
kiselinu. No, ovom metodom ne razgraduju se potpuno kompleksi lignina i ugljikohidrata,
hidroliza hemiceluloze nije potpuna te je mogu¢ nastanak inhibitora (Kumar i sur., 2009).

Eksplozija amonijakom ili AFEX (engl. ammonia fiber explosion) sli¢na je metodi eksplozije
vodenom parom. Sirovini se dodaje tekuci amonijak pri umjerenoj temperaturi i velikom tlaku
te se nakon kraceg vremena zadrzavanja provodi nagla dekompresija. Temperature su znatno
manje (60—140 °C) nego kod eksplozije vodenom parom, pa je utrosak energije maniji. Vrijeme
zadrzavanija je od 5 do 45 minuta, ovisno o vrsti sirovine (da Costa Sousa i sur., 2009; Brodeur
i sur., 2011). Za obradu razlicitih vrsta sirovine koristi se 0,3-2 kg amonijaka po kg suhe tvari
biomase (Alizadeh i sur., 2005; da Costa Sousa i sur., 2009; Kumar i sur., 2009; Brodeur i sur.,
2011). Recikliranje amonijaka je nuzno da bi se smanijili troSkovi (Brodeur i sur., 2011).

Eksplozija amonijakom koristi se za razne vrste zeljastih biljaka i trava. Ovom metodom otapa
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se samo mali dio suhe tvari, tj. uklanja se samo malo lignina i hemiceluloze. Pritom se
hemiceluloza razgraduje u oligomere i deacetilira, ali nije topljiva. Obzirom da drvo sadrzi veéi
udio lignina, ova metoda predobrade za njega nije prikladna (Kumar i sur., 2009).

Da bi se mogle primijeniti manje temperature nego kod eksplozije vodenom parom te
smanijiti troSkove u odnosu na metodu eksplozije amonijakom, razvijena je metoda eksplozije
superkritiCnim ugljikovim dioksidom (Kumar i sur., 2009). Superkriticni fluid (engl. supercritical
Fluid, SCF) je fluid koji se nalazi iznad svoje kriticne temperature i kriticnog tlaka pri kojem
tekucina i plin koegzistiraju. Jedinstvena svojstva superkriticnih tekucina razliCita su od svojstava
plinova i tekuéina pri standardnim uvjetima — imaju gusto¢u kao tekuéina, a viskoznost i
difuzivnost poput plina. Stoga, SCF ima mogucnost prodiranja u kristalnu strukturu
lignocelulozne biomase, prevladavajuéi ograni¢enja prijenosa mase koja postoje pri drugim
vrstama obrade (Brodeur i sur., 2011). CO, postaje superkriti¢an pri relativno blagim uvjetima
(31 °Ci 7,4 MPa) (Harmsen i sur., 2010). Smatra se da CO, dobro hidrolizira hemicelulozu kao
i celulozu. Prilikom nagle dekompresije celulozna struktura se razara, povecavajuéi povrsinu
dostupnu za hidrolizu (Kumar i sur., 2009). Pretpostavlja se da se stupanj hidrolize povecava
zbog toga Sto CO, otopljen u vodi tvori ugljicnu kiselinu (karbonatna kiselina, H.COs) (Karimi i
sur., 2013). Za razliku od eksplozije vodenom parom ne nastaje velika koli¢ina inhibitora niti se
Seceri degradiraju jer se koriste niZze temperature.

Mokra oksidacija je proces koji koristi kisik kao oksidans za spojeve otopljene u vodi, a
tijekom tog procesa odvijaju se dvije reakcije. Prva reakcija je hidroliza pri maloj temperaturi, a
druga je oksidacija pri velikoj temperaturi. Proces zapoCinje susenjem i mljevenjem sirovine na
veli¢inu oko 2 mm duljine. Zatim se dodaje voda (oko 1 L na 6 g biomase). MoZe se dodati
natrijev karbonat za smanjenje nastajanja nusprodukata. Zadnji korak je pumpanje zraka u
posudu dok se ne dostigne 12 bara. Temperatura iznosi 195 °C, a vrijeme procesa je 10-20
minuta. Tijekom mokre oksidacije lignin se razgraduje na uglji¢ni dioksid, vodu i karboksilne
kiseline. Kolicina lignina uklonjenog ovom metodom predobrade krece se od 50 do 70 %, ovisno

o vrsti biomase i primijenjenim uvjetima (Brodeur i sur., 2011).
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2.2.4. Bioloska predobrada

Bioloska predobrada ukljucuje koristenje mikroorganizama (uglavnom funga) i enzima koji
degradiraju lignin i hemicelulozu, dok celuloza uglavhom ostaje netaknuta. Razgradnja lignina
odvija se djelovanjem odgovarajucih enzima koje izluuju fungi.

Uvjeti predobrade su blagi, ekoloski prihvatljivi te proces nije skup zbog manjeg utroska
energije, Sto su glavne prednosti bioloskih metoda. Ipak, bioloske metode predobrade nisu u
Sirokoj upotrebi jer su male brzine hidrolize i proces predugo traje za industrijsku primjenu
(Brodeur i sur., 2011), a takoder dolazi do potrosnje jednog dijela polisaharida. Za predobradu
se najc¢eSCe koriste gljive bijelog, smedeg i mekog truljenja (Slika 8). One proizvode
ekstracelularne enzime koji djeluju sinergisticki i razgraduju osnovne komponente
lignoceluloznih sirovina (Andlar i sur., 2018). JosS jedna velika prednost je dobra razgradnja
lignina pomoc¢u peroksidaza i lakaza koje proizvode mikroorganizmi. Osim funga za bioloSku
predobradu mogu se koristiti bakterije i gotovi enzimski pripravci. Tablica 3. prikazuje usporedbu
pristupa bioloSke obrade u kojima se primjenjuju Ciste ili mjeSovite kulture mikroorganizama te

razliciti enzimski preparati.

Slika 6. Gljiva bijelog truljenja Stereum hirsutum (hrv. dlakava plocica) (Anonimus 1,
2020).
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Tablica 3. Tehnoloski pristupi bioloske predobrade (prilagodeno iz Zabed i sur., 2019).

Metode bioloske predobrade Prednosti Nedostaci Napomena
Predobrada Mali troSkovi predobrade :IJC;T:S\:;C 28 uklanjanje
fungima Minimalno nastajanje otpada Gubitak ugljikohidrata g

(Cista fungalna kultura uzgaja se
submerzno ili na Cvrstim

Mali troSkovi downstream procesa
Minimalno nastajanje inhibitora ili ih nema

Dugo vrijeme obrade
(tiedni ili mjeseci)

lignocelulozne
biomase, ali usko grlo
su dugo trajanje i

supstratima) Mali utrosak energije qubitak holoceluloze
BrZe rastu nego fungi (nekoliko dana)
Relativno kratko vrijeme obrade Obecavajuce za
Predobrada Laksa geneticka manipulacija nego kod |TOSI-]a razgradnja ekonomski povoljnu
. funga lignina u odnosu na prethodnu obradu,
bakterijama

Ekonomski isplativije od funga
Bolja adaptacija nego fungi
Minimalno nastajanje inhibitora ili ih nema

obradu fungima

posebno za biomasu
mikroalgi

Predobrada djelovanjem
mikrobnog konzorcija
(mjeSovita kultura, tj. kokultura:
gljiva-gljiva,
bakterija-bakterija ili
bakterija-gljiva)

Relativno kratko vrijeme inkubacije
(nekoliko dana) u odnosu na predobradu
fungima

Kompleksna mikrobna zajednica ubrzava
hidrolizu organskih tvari Sto omogucava
pristup enizimima

Za razaranje lignina potrebno je
kontinuirano i stabilni nastajanje
metabolita

Veca produktivnost i razgradnja biomase

Pojedini sojevi mogu se
tesko adaptirati na
fluktuacije uvjeta

Moze biti obecavajucéa
predobrada biomase
mikroalgi, korisStenjem
mjeSavine hidrolitickih
bakterijskih sojeva
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Tablica 3. (nastavak)

Metode bioloske predobrade

Prednosti

Nedostaci

Napomena

Predobrada enzimima
(Cisti ili prociséeni;
enzimski kokteli; ligninoliticki ili
hidroliticki ili mjeSavine)

Kratko vrijeme inkubacije (sati do nekoliko
dana) u usporedbi s fungima i bakterijama
Hidroliza makromolekula koja omogucava
daljnje reakcije konverzije (osobito
tijekom proizvodnje bioplina)

Proizvodnja i
prociSCavanje enzima
moze biti skupo

LosSa stabilnost
lignolitickih enzima u
industrijskim procesima

Najefikasnija bioloSka
obrada, posebno za
predobradu biomasu
mikroalgi

¢ Predobrada siliranjem
(istovremeno skladistenje i
predobrada biomase
pomocu razlicitih bioloskih
sustava, npr. mjeSavine
bakterija mlijecne kiseline ili
mjeSavine bakterija
mlijecne kiseline i
hidrolitickih enzima)

U Sirokoj primjeni za Cuvanje usjeva.
Moze se provesti u umjerenim
uvjetima.

Minimalno nastajanje otpada ili ga
nema

Mali troSkovi downstream procesa.

Dugo vrijeme
inkubacije (tjedni do
mjeseci)

gubitak organske tvari
(uglavnom celuloze i
hemiceluloze)

Obecavajuce za
istovremeno
skladistenje i
predobradu
lignocelulozne biomase
i biomase mikroalgi
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2.2,5. Inhibitori koji nastaju tijekom predobrade

Tijekom predobrade nastaju nusproizvodi razgradnje hemiceluloze i lignina koji mogu imati
inhibiraju¢i ucinak na fermentaciju. Inhibitore mozemo svrstati u tri skupine: derivati furana,
fenoli i organske kiseline. Kolicina toksi¢nih spojeva ovisi o vrsti sirovine, uvjetima predobrade i
trajanju hidrolize (Bellido i sur., 2011). Stupanj inhibicije ovisi o broju hidroksilnih i metilnih
grupa (Qin i sur., 2016).

Nastajanje inhibitora tijekom predobrade prikazano je na Slici 8. Razgradnjom
hemiceluloze oslobadaju se ksiloza, manoza, galaktoza, glukoza i octena kiselina, a celuloza se
razgraduje do glukoze. Pri velikim temperaturama i velikom tlaku heksoze se razgraduju i
nastaje 5-hidroksimetil-furfural (HMF), a ksiloza se razgraduje do furfurala. Od kiselina su
najCeSce prisutne octena, mravlja i levulinska kiselina. Mravlja kiselina nastaje razgradnjom
furfurala i 5-hidroksimetil-furfurala. Levulinska kiselina nastaje takoder razgradnjom 5-
hidroksimetil-furfurala, dok octena kiselina nastaje deacetiliranjem hemiceluloze. Fenolni spojevi

nastaju razgradnjom lignina (Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 2000).

CH,COOH Hemiceluloza Celuloza Lignin
Octena (3) - |
kiselina —
“H‘\'{;ﬁ‘"‘“‘-—ha. '
CHO CHO CHO CHO
H—+—oH  HO——H H——OH H——OH
HO———H HO——H —_ i
Ho——H HO H Fenoli
H—r—0H HO—1—H H—1—0QH
H——OH
H———0H H—+—OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
Ksiloza (1) Manoza (2) Galaktoza (4) Glukoza (5)

0]

Q,CHD CH,0H o) _CHO
- \ COOH ~ \ f o~ ﬁ
HEOO HaC——C—CHy—CH,—COOH

Furfural (6)  Mravija kiselina (8) Hidroksimetilfurfural (7) Levulinska kiselina (9)

Slika 7. Nastajanje inhibitora (Chandel i sur., 2011).
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Furfural inaktivira replikaciju stanice, a derivati lignina, kao Sto su fenoli, narusavaju
strukturu membrane i utjecu na stanicni rast i asimilaciju Secera. Fenoli su toksicniji od furana i
organskih kiselina. Pritom su fenoli manje molekulske mase toksicniji od visokomolekulskih
fenolnih spojeva (Chandel i sur., 2011). Nedisocirane kiseline mogu pasivno difundirati kroz
stanicnu membranu ¢ime dolazi do zakiseljavanja citoplazme. Kako bi uspostavila kemijsku
ravnotezu, stanica trosi veliku koliinu energije zbog ¢ega joj ponestaju molekule ATP-a za druge
energetski vazne procese pa umire (Almeida i sur., 2017).

Inhibitori koji nastaju u najvecoj koncentraciji prilikom obrade mekog drveta su octena
kiselina i furfural (Chandel i sur., 2011). Da bi fermentacija bila Sto uspjesSnija, provodi se
detoksikacija (neutralizacija, membranske tehnike, koriStenje enzima...) i pokuSava se osigurati
optimalne uvjete predobrade kako bi razgradnja SeCera do inhibirajuc¢ih produkata bila Sto

manja.

2.3. Drvo kao biotehnoloska sirovina

Hrvatska ima vrlo dugu tradiciju u obradi drveta. Ova tradicija izrasta na prvim
industrijskim kapacitetima koji su pripadali pilanama i proizvodnji piljene grade. Razvoju te
gospodarske grane pridonijela je Sumovitost zemlje, tradicija u obrtnistvu i, naravno, pripadnost
europskim gospodarskim tokovima. Sume i $umska zemljista u Republici Hrvatskoj cine
jedinstveno Sumskogospodarsko podrucje na povrsini od 26 887 km?, odnosno na 47 % ukupne
kopnene povrsine drzave (IStvanic¢ i sur., 2008).

Nazivi listate i CetinjaCe koriste se pretezito u Sumarskoj literaturi. ListaCe su
kritosjemenjace kojima listovi imaju Siroke ravne povrsine raznih oblika, isprepletene mrezastom
nervaturom (Hrvatska enciklopedija, 2020a), za razliku od golosjemenjaca (Cetinjaca), koje
imaju drugacije listove. Cetinjace (Pinidae; Coniferae) su podrazred golosjemenjaca, kojemu
pripada crnogori¢no drvece i grmlje (Hrvatska enciklopedija, mrezno izdanje, 2020b). Stablo im
je vecinom razgranjeno, a kroSnja ima Cesto piramidalan oblik. Listovi su razmjerno mali, igliasti
(Cetine) ili ljuskasti, a poredani su izmjeni¢no, nasuprotno ili prsljenasto. U stablu i listovima
Zesti su kanali sa smolom (smolenice). Cetinjace se obi¢no dijele u tri (Sire shvacene) porodice:
borove, ¢emprese i tise. Cetinjata ima najvise u sjevernom dijelu euroazijskog i americ¢kog
kopna. One ondje tvore goleme Sume od kojih su najvece tajga i kanadska sjeverna Suma. Te
Sume imaju veliku ekonomsku vaznost jer se u njima proizvode velike koli¢ine drva. Sume
Cetinjaca pokrivaju i planine mnogih dijelova svijeta. U njima prevladavaju bor, smreka, jela i

ariS. Na istoku u euroazijskim Sumama cetinjaca prevladavaju sibirski bor, sibirska jela, sibirski
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ari$ i dahurijski ari§. Sumski bor i obi¢na smreka vaZne su vrste u zapadnoj Europi. U
sjevernoamerickim Sumama Cetinjaca prevladavaju bijela smreka, crna smreka i balzamska jela.
U nas Cetinjace pokrivaju oko 17 % Sumskih povrsina. U gorama i planinama Sume tvore jela i
obicni bor, a u visim dijelovima smreka. Na gornjoj granici Sumske vegetacije raste bor krivulj.
Crni bor raSiren je na unutarnjim, submediteranskim i hladnijim mediteranskim Sumskim
terenima. U sredozemnome podrucju tvori autohtone Sume. Umjetnim putem znatno je proSiren
alepski bor. Na Mljetu samoniklo raste pinj (pinija). Od borovica vrlo je rasirena obi¢na borovica.
U mediteranskim i toplijim submediteranskim predjelima cesta je smrika, a u izrazito
mediteranskima primorska somina i pukinja. Medu udomacene Cetinjace ubraja se ¢empres. U
nas se Cesto u Sumskim i parkovnim nasadima uzgajaju cedrovi, razliiti borovi, jele i smreke,
pacempresi, Cempresi, tuje, duglazije, uge, borovice, mamutovci ili sekvoje, taksodiji (Hrvatska

enciklopedija, mrezno izdanje, 2020b).
2.3.1. Jela kao predstavnik mekog drveta

Prema podacima koje su objavili IStvani¢ i sur. (2008), drvna zaliha Hrvatske iznosi oko
397 963 000 m3. Crnogoricnih vrsta (Cetinjaca) ima ukupno 12,7 %, od ¢ega 7,9% Ccini jela
(Slika 8). Prilikom komercijalne prerade jele nastaje odredena koli¢ina drvnog otpada koji je
potencijalna sirovina u biotehnoloSkoj proizvodnji. Stoga je vazno razmotriti odgovarajuce
procese predobrade, kao i biotehnoloske procese u kojima bi se taj materijal mogao koristiti.

Obicna jela (lat. Abies alba Mill.) je jedina autohtona vrsta jele u Hrvatskoj. Uz bukvu i
hrast luZnjak, jela je najzastupljenije Sumsko stablo na ovim prostorima (Anonimus 2, 2020).
Stablo jele moZe narasti do 60 m. Kora je glatka u mladosti, a s vr.emenom potamni i popuca

uzduz i poprijeko u uglaste ljuske.

Slika 8. a) Presjek drveta jele (Anonimus 2, 2020) ; b) grancica jele (Anonimus 3, 2020).
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Obicna jela
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Sjamenska regija

231 Medunjedja njeka Save | Drave
3.3.1. Goreki Kotar - Velsbit
432 Biokovo

Slika 9. Rasprostranjenost jele u Hrvatskoj (Pravilnik o podrucjima provenijencija svojti Sumskog drveca od gospodarskog znacaja, NN 107/08).
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Slika 9. prikazuje rasprostranjenost jele u Hrvatskoj. Raste u podrucjima s dovoljno viage
i oborina. Sume jele nalazimo i u planinskim podrudjima gdje je klima odtrija s puno padalina
(Pravilnik o podrucjima provenijencija svojti Sumskog drve¢a od gospodarskog znacaja, NN
107/08). Jela je vrlo osjetljiva na gradska onecis¢enja zraka, vode i tla, slabo podnosi mraz i
suSu te iako je Cesta smatra se ugrozenom vrstom. Drvo jele je mekano i lako je za obradu te
se koristi za izradu namjestaja te kao gradevinsko drvo. Njezine iglice mogu se koristiti kao ¢aj,
a destilacijom vodenom parom proizvodi se eteri¢no ulje koje se koristi u inhalacijama za diSne
tegobe ili lokalnim tretiranjem kod bolnih misSi¢a. Unutrasnji dio kore drva je jestiv te se moze
koristiti kao dodatak brasnu (Anonimus 3, 2020). Sastav jele (Abies alba), objavljen u Kelemen
(2019), prikazan je na Slici 10. Senila i sur. (2019) takoder su analizirali sastav jele te objavili
da udjeli celuloze, lignina i hemiceluloze iznose 42,0 %, 27,0 % odnosno 23,0 %.

Prema Kumar i sur. (2009) meko drvo ima najvedi udio lignina. Medu znanstvenom
literaturom koja opisuje primjenu mekog drveta u biotehnologiji znacajan broj radova je
posvecen primjeni americke duglazije (lat. Pseudotsuga menziesii, engl. Douglas fir, Douglas

spruce, Oregon pine) koja spada u meko drvo (Boussaid i sur., 2000; Pan i sur., 2005) i sastavom
je sli¢na jeli.
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Slika 10. Sastav jelove piljevine koja sadrzi prosjecno 90,03 (w/w) suhe tvari (Kelemen, 2019).
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Objavljeno je su da americka duglazija, analizirana ukljucujuéi i koru, sadrzi 70,59 %
polisaharida (od c¢ega 64 % cine heksoze i 6,59 % pentoze), 26,10 % lignina i 3,31 %
ekstraktivnih tvari (Da Silva Perez i sur., 2010). Uz glukozu (73,79 % od ukupnih polisaharida),
dominantan Secer je manoza (13,62 % od ukupnih polisaharida), dok su u manjim udjelima
prisutne ksiloza (7,79 %), galaktoza (3,27 %) i arabinoza (1,53 % od ukupnih polisaharida).
Sli¢an je sastav i ostalih vrsta mekog drveta analiziranih u navedenom radu, a to su alepski bor
(lat. Pinus halepensis, engl. Aleppo pine), crni bor (lat. Pinus nigra, engl. black pine), primorski
bor (lat. Pinus pinaster, engl. maritime pine), obi¢na smreka (lat. Picea abies, engl. Norway
spruce), bijeli bor (lat. Pinus sylvestris, engl. Scots pine).

U istom su radu da Silva Perez i sur. (2010) analizirali i neke vrste tvrdog drveta, koje su
sadrzavale 60,16-80,41 % polisaharida (46,79-62,80 % heksoza i 10,74-19,81 % pentoza),
15,94-27,43 % lignina i 3,07-16,14 % ekstraktivnih tvari. U polisaharidima tvrdog drveta je
takoder dominantni Secer glukoza (otprilike 70-82 %). Za razliku od polisaharida mekog drveta,
koji sadrze vise manoze nego ksiloze, u slucaju tvrdog drveta je obratno. Polisaharidi tvrdog
drveta sadrze vise ksiloze (15,09-26,14 %) nego manoze (1,50-4,40 %), dok su udjeli ostalih

Secera zanemarivi (0,76-2,34 % galaktoze te 0,23-0,90 % arabinoze).

2.3.2. Predobrada mekog drveta

Prevodenjem dijela lignoceluloze u topljivi oblik proizvodi se tekuéi lignocelulozni
hidrolizat koji nakon eventualne detoksikacije sluzi kao hranjiva podloga za submerzni uzgoj.
Preostala Cvrsta faza moze se dalje tretirati nekom drugom metodom predobrade, poput
enzimske hidrolize nakon koje se takoder koristi kao hranjiva podloga za submerzne procese
ili se koristi u procesima uzgoja na ¢vrstom supstratu. Kao Sto je ve¢ ranije spomenuto,
predobrada lignoceluloznih sirovina je kljuan korak obrade i 0 njenoj uspjesnosti ovise sljededi
koraci proizvodnje. Mogudi izvori lignoceluloznih sirovina koje potjecu iz Suma su otpad nastao
sjeCom; Sumski ostaci koji se sastoje od razlicitih vrsta drveta; kao i otpad iz proizvodnje
papira. U usporedbi s otpadom koji potjece od tvrdog drveta ili poljoprivrede, meko drvo nije
tako prikladno za procese biokonverzije jer se najteze hidrolizira. Biomasa mekog drveta sastoji
se od oko 40-45 % (w/w) celuloze, 20-30 % (w/w) hemiceluloze i 28-30 % (w/w) lignina.
Otpornost mekog drveta na enzimsku hidrolizu Cesto se pripisuje velikom udjelu lignina i maloj
velicini pora. Lignin takoder utjece na enzimsku hidrolizu ireverzibilnom adsorpcijom celulaza.
Uz to, u mekom drvetu je maniji udio acetilnih skupina koje potjecu iz hemiceluloze nego u
tvrdom drvetu, Sto moze ograniciti autohidrolizu hemiceluloze, koja se pri malim pH-

vrijednostima zbiva zbog octene kiseline koja se oslobada tijekom predobrade (Palonen, 2004).
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Tablica 4. Metode predobrade mekog drveta.

Metoda Sirovina Parametri predobrade Rezultati predobrade Nakon predobrade Napomena Izvor
predobrade
Jednostupanjska | Jelova piljevina -180, 200, 210°C Hidrolizat: Rezultati preliminarnih | Analizirane Cvrste Kelemen,
obrada (Abies alba) -0,5% w/v H2S04 -2,08 g/L glukoze eksperimenata su faze sadrze 2019
razrijedenom -5, 10, 15 min -7,17 g/L manoze s usporedeni radi 45,44-58,78 % (w/w)
sumpornom primjesama ksiloze i nastavka optimiranja glukana,
kiselinom galaktoze uvjeta preobrade. 36,8-49,7 % (w/w)
(H2S04) -0,68 g/L arabinoze netopljivog lignina
-0,2 g/L lignina

Balzamasta jela | -160, 175, 190°C Prinosi: IstraZena je kinetika Prinosi ovise o vrsti Yat i

(Abies -0,25-1,0 % w/v H2S04 -ksiloza 70 % procesa i izradeni su sirovine. sur.,

balsamea) - drvo | mijeSanje 50 rpb -glukoza 11-13 % matematicki modeli. Nije uocen utjecaj 2008

bez kore -70 min, zagrijavanje i -ostali Seceri <50 % dimezija Cestica (28-

zadrzavanje 32 min 10/20 mesh).
Lipa (7ilia) - -50 g/L biomase Razlicite vrste
drvo bez kore Sarzni reaktor ukupnog biomase moze se
volumena 1L tretirati zajedno uz

Veli¢ina: 28,10, visoke prinose.

20 mesh
Dvostupanjska 70 % 1.korak: Ukupni prinos Secera Provedena je Ukupni prinos Secera | Nguyen i
obrada dugoiglicasta -180-215 °C nakon: simultana dvostupanjske obrade | sur.,
razrijedenom jela (Abies -0,6-2,4 % H2S04 -predobrade: 65 % saharifikacija i razrijedenom 2000
sumpornom concolor) -100-240 s -enzimske hidrolize: 17 % | fermentacija. kiselinom bio je
kiselinom -reaktor korisnog volumena 4 Cvrsti ostatak drugog priblizno 10 % vedi, a
(H2S04) 30 % Zzuti bor L stupnja obrade neto potreba za

(Pinus
ponderosa)

-omjer krute i tekuce faze
1:12

2.korak:

-210 °C

-2,5 % HS04

-100-120 s

- 42-43 % suhe tvari biomase

pokazao je takoder
poboljsanu enzimsku
razgradivost
komercijalnom
celulazom.

enzimima smanjena
je za oko 50 %.
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Tablica 4. (nastavak).

Metoda Sirovina Parametri predobrade Rezultati predobrade | Nakon predobrade Napomena Izvor
predobrade
Dvostupanjska Kineska jela 1.korak: 2,5 grama piljevine + Visoka razgradnja Blizu 100 % Dobivene su do sada Ouyang
obrada: (Cunninghamia | H2S04 (0-0,6 % w/w), omjer lignina i hemiceluloze iskoriStenja glukoze najvece koncentracije | i sur.,
razrjedenom lanceolata) Cvrsto/tekuce = 1:10 w/v, (preko 90 %). tijekom enzimske Secera i etanola koje 2019
sumpornom piljevina, temperature 130- 160 °C, hidrolize (138,8 g/L su zabiljezene za
kiselinom te 20-80 mesh) vrijeme zadrzavanja 60 min. glukoze). biomasu mekog
natrijevim 2.korak: 2 g s. tv. Cvrste faze iz Slijedi fermentacija - drveta.
kloritom prvog koraka (tj. 5 % w/w s.tv. u dobiveno 64,6 g/L Optimalni uvjeti 1.
smjesi) — obrada u blagim etanola uz iskoristenje | koraka predobrade su
uvjetima (75 °C / 40 min) 93,2 % (u odnosu na 160°C/0,6 % (w/w)
zakiselienim natrijevim kloritom teorijski koeficijent H2S0s4.
(koncentracije 10 % w/w NaClO2, konverzije) i
zakiseljen sa 0,1 g octene produktivnost 5,4 g
kiseline/5 g NaClO») etanola/L/h.
Dvostupanjska | Obicna jela Omijer suhe tvari i teku¢ine (eng. | Uklonjeno: Cvrsta faza koridtena Uz optimalne uvjete Senila i
obrada: (Abies alba) solid to liquid ratio, SLR 1:7. -20 % celuloze za SSF (38 °C/72 h): autohidrolize (190 °C/ | sur.,
Autohidroliza Karakteristike 1.korak: Autohidroliza (omjer -91,67 % hemiceluloze simultana enzimska 10 min) nakon SSF se | 2019
+ sirovine nisu sirovine i vode 1:7, grijanje -95,41 % lignina saharifikacija (enzim dobiva 5,2 g etanola iz
delignifikacija poznate. (temperature 180 - 200 °C, Provedena je uspjesna Accellerase 1500 iz 100 g drvne biomase.
natrijevim vremena zadrzavanja 5-15 min) delignifikacija (uklonjeno | plijesni 7richoderma Velik prinos etanola —
kloritom 2.korak: zakiseljeni natrijev je 89 % od pocetnog reesel) i alkoholna ova metoda
klorit (0,6 g NaClO2/g biomase) u | lignina) u sluaju kad su | fermentacija. predobrade ima veliki
acetatnom puferu (pH 4,5) pri primijenjeni optimalni potencijal.
75°C uvjeti prethodne
autohidrolize (190 ° C/ 10
min).
Obrada parom | Americka Impregniranje sirovine sa SO, Hidrolizirano 60 % Enzimska hidroliza: Sredniji intenzitet Boussaid
uz SOz duglazija eksplozija vodenom parom celuloze Celulaza iz plijesni eksplozije vodenom isur.,
(Pseudotsuga | (reaktor Vu = 2L) — 3 vrste Iskoristenje glukoze 18- | Trichoderma reesei parom poboljSava 2000
menziesir) uvjeta: 36 % (Celluclast) u enzimsku hidrolizu
- srZ i bijel blagi (175°C/4,5% S02/75 min), | Koli¢ina lignina je ostala | kombinaciji s Cvrste faze i daje vece
usitnjene u umjereni (195°C/4,5% S02/4,5 | skoro ista. komercijalnom £ iskoriStenje Secera
Cips dimenzija | min), glukozidazom oslobodenih iz
3x3x%x0,2cm | zesci (215°C/ 2,38% S0O:/ 2,38 Novozym 188 hemiceluloze.

min).
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Tablica 4. (nastavak).

20 godina star

brumalis), uzgoj (30 °C/8 tjedana)

holoceluloze (7,81
%)

hirsutum u odnosu na
neobradeno drvo.
(enzimi Cellulclast 1,5 L
i Novozyme 188)

potencijal za
djelotvornu biolosku
predobradu.

Metoda Sirovina Parametri predobrade Rezultati Nakon predobrade Napomena Izvor
predobrade predobrade
Dvostupanjska | Cips americke 1.korak: Eksplozija parom (195 Alkalnom obradom | Kombinacija celulaze i | Prevladavajudi Pani
obrada: duglazije °C/4,5 min) uz dodatak plinovitog hidrolizirano: [Sglukozidaze (1:2) u mehanizam kojim sur.,
eksplozija parom | (Pseudostuga S0:2 (4,5 % w/w na sirovinu) 30,1 % lignina te acetatnom puferu (pH | rezidualni lignin utje¢e | 2005
i alkalna obrada | menziesii) 2.korak: alkalna obrada 7,4 % ugljikohidrata | 4,8) na 48 °C na enzimsku hidrolizu
3x3x2cm (1 % NaOH / 20 °C/72 h) ovisi o koristenoj
metodi predobrade.
Mokra oksidacija | obitna smreka Stalni uvjeti: 60 g s.tv. Cipsa/Li 12 | Otoplieno 24-42 % | Smjese celulaza Lignin iz sirovine je Palonen
(Picea abies) bez | bara kisika. Prinos hemiceluloze | Celluclast 1.5 L i g- ostao uglavnom isur.,
kore, mlinom Varirali temperaturu (180, 200 °C), | u tekucoj fazi 56 % | glukozidaze Novozym neotopljen. 2004
Cekicarom vrijeme (5, 10, 20 min) i pH- Iskoristenje 188 - velik prinos PoboljSanje enzimske
usitnjena u Cips vrijednost (pH 3; 7; 10.5). hidrolize 53 % enzimske hidrolize hidrololize je
(5 mm) Reaktor Vu =2 L omogucavaju optimalni | posljedica uklanjanja
uvjeti prethodne hemiceluloze.
Usporedba s parnom eksplozijom mokre oksidacije (200 | Mokra oksidacija moze
pri optimalnim uvjetima (2 % SO/ °C/10 min/12 bara biti alternativa obradi
215 °C / vrijeme zadrzavanja 5 kisika/pH 7). parnom eksplozijom.
min)
Bioloska obrada | ¢ips1 x 1 x 0.5 | 50 g Cipsa, 80 mL vode i 0,1 g s.tv. | S. Airsutum IskoriStenje Seéera pri | S. hirsutum omogucila | Lee i
djelovanjem cm japanskog micelija gljiva bijelog truljena razgradila najvise ezimskoj saharifikaciji | je najbolje rezultate sur.,
gljiva bijele crvenog bora (Ceriporia lacerata lignina (14,52 %) i | povecano 21,01 % | enzimske 2007
truleZi (Pinus densiflora) | Stereum hirsutum, Polyporus najmanje nakon obrade gljivom S| saharifikacije i ima
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Procesi predobrade mekog drveta, prikazani u Tablici 4, medusobno se razlikuju po
primijenjenim metodama i kompleksnosti. Neki od njih su jednostavni procesi koji se provode
u jednom stupnju (Palonen i sur., 2004; Lee i sur., 2007; Yat i sur., 2008; Kelemen, 2019),
dok se drugi provode u viSe faza primjenom razli¢itih procesnih parametara (Bussaid i sur.,
2000) ili kombinacijom razli¢itih metoda predobrade (Nguyen i sur., 2000; Pan i sur., 2005;
Senila i sur., 2019; Ouyang i sur., 2019). Obicna jela (Abies alba) koristi se samo u manjem
broju radova citiranih u tablici (Kelemen, 2019; Senila i sur., 2020), no za osmisljavanje
procesa njezine predobrade mogu se koristiti iskustva s drugim vrstama mekog drveta slicnog
sastava.

U radu Kelemen (2019) provedena je jednostupanjska predobrada jelove piljevine
razrijedenom sumpornom kiselinom (0,5 % w/v) u visokotlachom reaktoru pri temperaturama
180, 200 i 210 °C kroz 5, 10 i 15 minuta. Kao sirovina u navedenom radu koristena je jelova
piljevina s 90,03 % suhe tvari koja se sastojala od 46,98 % glukana, 15,37 % manana, 2,27
% arabinana, 32,73 % netopljivog lignina, 0,56 % topljivog lignina, 4,22 % ukupnog ekstrakta
te 0,61 % pepela u suhoj tvari. Najbolji rezultati su dobiveni provodenjem kiselinske hidrolize
jelove piljevine pri 180 °C uz vrijeme zadrzavanja od 5 minuta, a kiselinski hidrolizat dobiven
u tim uvjetima sadrzavao je 9,94 g/L ukupnih Secera, koje su sacinjavale glukoza (2,08 g/L),
manoza s primjesama ksiloze i galaktoze (7,17 g/L), arabinoza (0,68 g/L) te topljivi lignin (0,20
g/L). S obzirom da se iz koristene kromatografske kolone manoza, ksiloza i galaktoza eluiraju
pri istom retencijskom vremenu, nije bilo moguce odrediti pojedinacne koncentracije
navedenih monosaharida, stoga su one u ovom radu izrazene kao koncentracije manoze s
primjesama ksiloze i galaktoze. Inhibitori prisutni u hidrolizatu bili su octena kiselina (6,86 g/L),
levulinska kiselina (0,03 g/L) i furani (0,24 g/L) dok mravlja kiselina nije detektirana. Na
temelju ujednacenih koncentracija glukoze (2,06-2,29 g/L) u teku¢im hidrolizatima dobivenim
pri 180 °C za razli¢ita vremena zadrzavanja (5, 10 i 15 minuta) vidljivo je da u tim uvjetima
dolazi do oslobadanja glukoze iz celuloze. Autor istice potrebu za nastavkom istrazivanja u
kojem bi se primijenili blazi uvjeti, tj. manja temperatura uz kraca vremena zadrzavanja (160
°C, 5, 10i 15 minuta), kako bi se smanijila razgradnja celuloze i postigla uglavhom razgradnja
hemiceluloze. Pored tekucih hidrolizata, u radu je analiziran i sastav ¢vrste faze koja zaostaje
nakon predobrade i pokazalo se da u njoj prevladavaju glukani (45,44-58,78 % w/w), Sto
ukazuje na prisutnost celuloze, dok drugi polisaharidi nisu detektirani, a ostatak uzorka cinio
je uglavnom netopljivi lignin (36,8—49,7 % w/w). Takoder su bili prisutni i inhibitori i to octena
kiselina (4,20-8,35 % w/w), mravlja kiselina (0,68-7,03 % w/w) i levulinska kiselina
(maksimalno 1,28 % w/w).
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Biorafinerije se dizajniraju za preradu specifi¢nih sirovina, kao Sto su kukuruz, ukrasno
proso ili druge energetske kulture i sirovine Sumskog porijekla. U Sumskim predjelima, sirovina
za biorafinerije najvjerojatnije necée biti porijeklom od jedne biljke (monokulture), ve¢ ¢e to biti
mjeSavina lokalno uzgojenih drvnih vrsta, koje takoder mogu biti pomijeSane s biomasom
zeljastih biljaka. Fleksibilne tehnologije predobrade koje se mogu primijeniti za biomasu
razliCitog sastava (razliCith udjela celuloze, hemiceluloze i lignina) smatraju se
najucinkovitijima. Stoga su Yat i sur. (2008) pokusali prona¢i metodu primjenjivu za preradu
mjeSavina razlicitih biomasa uz postizanje visokih prinosi za svaku sirovinu.

Yat i sur. (2008) primijenili su jednostupanjsku predobradu razrijedenom sumpornom
kiselinom (Tablica 4) te izradili odgovaraju¢e matemati¢ke modele koji opisuju proces. Pritom
su usporedili rezultate obrade ukrasnog prosa i Cetiri vrsta drveta, od Cega su dvije spadale u
meko drvo - balzamasta jela (Abies balsamea) i lipa ( 7ilia). Glavnhe komponente ovih sirovina
bile su ksilan, glukan, i lignin. IstraZivanje je provedeno u Sarznom reaktoru ukupnog volumena
1 L pri koncentracijama sumporne kiseline 0,25-1,0 % (w/v), temperaturama 160-190 °Ci uz
veli¢inu Cestice sirovine 28, 10 odnosno 20 mesh. Brzine oslobadanja ksiloze iz hemiceluloze i
nastajanja furfurala iz ksiloze izrazito su ovisile i o temperaturi i o koncentraciji kiseline.
Medutim nije primijeceno da razliite dimenzija Cestica sirovine (28, 10 odnosno 20 mesh)
imaju utjecaja na rezultate predobrade. Oligomerni Seceri, oslobodeni djelomi¢nom hidrolizom,
opazeni su u ranijoj fazi procesa za sve Secere (ksilozu, glukozu, arabinozu, manozu i
galaktozu), ali su u kasnijim fazama procesa koncentracije oligomera znacajno smanjene zbog
vece razgradnje hemiceluloze. Maksimalni prinosi za ksilozu kretali su se od 70 % (balzamasta
jela) do 94 % (ukrasno proso), za glukozu od 10,6 % do 13,6 %, a za ostale manje zastupljene
Secere od 8,6 % do 58,9 %. Prinosi su bili zadovoljavajuci za sve sirovine (Slika 11). Jedina
iznimka je balzamasta jela Ciji su prinosi nizi od ostalih. Uoceno je da razgradnja ksiloze skoro
linearno ovisi 0 koncentraciji kiseline.

U vremenu reakcije kada je oslobodena maksimalna koncentracija ksiloze, prisutna
koncentracija oligomera ve¢ je pala u odnosu na njihovu maksimalnu koncentraciju oligomera.
Maksimalna koncentracija ksiloze postignuta je prije znacajnog nakupljanja furfurala (Slika 12).
Stoga je potrebna paZzljiva kontrola temperature reaktora i vremena zadrzavanja kako bi se
optimizirala koncentracija monomera i smanjilo stvaranje nefermentabilnih nusproizvoda
hidrolize. Rezultati koje su objavili Yat i sur. (2008) znacajni su i zbog toga Sto ukazuju da se
mjeSavine razliCitih vrsta biomase mogu zajedno preradivati i da se pritom i dalje postizu visoki
prinosi za sve vrste biomase. Medutim, ovi autori takoder navode da prethodno treba istraziti

interakcije medu sirovinama.
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Jednostupanjsku i dvostupanjsku obradu mekog drveta razrijedenom sumpornom
kiselinom u kombinaciji s kasnijom simultanom enzimskom saharifikacijom i alkoholnom
fermentacijom istrazivali su Nguyen i sur. (2000). Rezidualna celuloza u ¢vrstoj fazi nakon
dvostupanjske hidrolize moze biti otporna na djelovanje enzima. Stoga je cilj ovog istraZivanja
bilo pronalazenje optimalnih uvjeta jednostupanjske i dvostupanjske hidrolize razrijedenom
sumpornom kiselinom, pri kojima se postize maksimalno iskoriStenje monosaharida iz mekog
drveta dobivenog prorjedivanjem Sume. Kao sirovina je koristena mjeSavina dviju vrsta mekog
drveta koja je sadrzavala 70 % dugoiglicaste jele (zvane jos i koloradska jela, Abies concolor)
i 30 % zutog bora (Pinus ponderosa). Navedeno istraZivanje provedeno je kao nastavak ranijih
eksperimenata kako bi se povecalo iskoristenje druge faze procesa tj. iskoriStenje glukoze
oslobodene iz celuloze preostale u Cvrstoj fazi nakon prvog stupnja kiselinske hidrolize. Cijela
stabla su usitnjena u Cips pomoc¢u reznog mlina (izlazno sito 12,7 mm). Dobiveni Cips je zatim
impregniran razrijedenom sumpornom kiselinom, a maseni omjer tekucine (ukljucujuéi vodu u
izvornom cipsu) i suhog drveta iznosio je oko 12:1. Suha tvar mjeSovite sirovine natopljene
kiselinom sadrzavala je 34,9 % lignina, 39,9 % glukana, 10,4 % manana, 6,0 % ksilana, 2,7
% galaktana, <0,1 % arabinana te 0,3 % pepela i 5,7 % neidentificiranih spojeva. Slijedila je
obrada parnom eksplozijom u malom mijerilu pri ¢emu je suha tvar sirovine impregnirane
sumpornom kiselinom iznosila 42-43 %. U jednostupanjskoj predobradi, sirovina je tretirana
pri Sirokom rasponu uvjeta (temperature 180-215 °C, koncentracije H.SO4 kojom je natopljena
biomasa 0,6 - 2,4 % w/w te vremena zadrzavanja 100-240 sekundi). U dvostupanjskoj
predobradi, prva faza provedena je s pri blazim uvjetima kako bi se postiglo maksimalno
iskoriStenje hemiceluloze. Seceri prevedeni u vodotopljivi oblik dobiveni su u hidrolizatu prvog
stupnja. Cvrsta faza (uglavnom celuloza) dobivena u prvom stupnju hidrolize, izdvojena je od
hidrolizata. Potom je koristena u drugom stupnju tako da je prvo impregnirana razrijedenom
sumpornom kiselinom, a zatim tretirana parom (temperatura 210 °C, koncentracija H,S04
kojom je natopljena biomasa 2,5 % i vrijeme zadrzavanja 100—120 sekundi) u zeSéim uvjetima
od onih koji su primijenjeni u prvom stupnju obrade. Time se Zeljelo dio preostale celuloze
hidrolizirati u glukozu, a ¢vrsti ostatak drugog stupnja obrade pokazao je takoder poboljSanu
enzimsku digestibilnost s komercijalnom celulazom. Usporedba efikasnosti uklanjanja
ugljikohidrata i lignina iz lignoceluloznih materijala pri razli¢itim uvjetima i postupcima
kiselinske predobrade pojednostavljena je primjenom pojma intenziteta procesa, koji uzima u
obzir vrijeme, temperaturu i koncentraciju kiseline. Tako su Nguyen i sur. (2000) primjenom
koncepta kombiniranog intenziteta (engl. combined severity, CS) dokazali da se ukupni prinos
Secera iz mekog drveta moze poboljsati dvostupanjskim postupkom predobrade, pri ¢emu su
u prvom stupnju kiselinske hidrolize koristili nesto blaze uvjete nego u drugom. Ukupni prinos
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Secera iz dvostupanjske obrade razrijedenom kiselinom bio je priblizno 10 % veci nego za
jednostupanijski proces, a neto potreba za enzimima smanjena je za oko 50 %. Odabirom
relativno slabog intenziteta u drugom stupnju predobrade moZze se poboljSati enzimska
razgradivost, a samim time povecati prinos etanola, uz istovremeno znacajno smanjenje
potrebe za enzimima. Zato je dvostupanjski postupak predobrade povoljniji od
jednostupanjskog. SSF kombiniranog hidrolizata prvog i drugog stupnja uspjesno je proveden
u prisutnosti velike koncentracije suhe tvari i bez potrebe za detoksikacijom, a pritom je
koriSten soj kvasca Saccharomyces cerevisiae koji je tijekom ranijih istraZivanja adaptiran na
inhibitore. Prinos etanola bio je veci za oko 5 % u odnosu na hidrolizat nakon samo

dvostupanjske obrade (Slika 13).
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Slika 13. Simultana saharifikacija i fermentacija lignoceluloznog hidrolizata pomocu

kvasca Saccharomyces cerevisiae pri sobnoj temperaturi (Nguyen i sur., 2000).

Kineska jela (Cunninghamia lanceolata) je brzorastuca crnogoricna vrsta s visokim
prinosima drveta izvrsne kvalitete, a rasprostranjena je Sirom juzne Kine. To je trenutno jedna
od najvaznijih vrsta za proizvodnju drveta u Kini. Stoga preradom kineske jele nastaje i obilje
piljevine koju su Ouyang i sur. (2019) istrazivali kao potencijalnu sirovinu za proizvodnju
bioetanola (Tablica 4). Provedena je dvostupanjska obrada razrijedenom sumpornom
kiselinom i zakiseljenim natrijevim kloritom, kako bi se poboljSala kasnija enzimska razgradnja
¢vrstog ostatka i provela alkoholna fermentacija u laboratorijskom mijerilu. Autori navode da
se radi o prvoj objavljenoj primjeni ove metode za meko drvo. Glavna prednost primjene
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natrijevog klorita u kiseloj otopini je visoka selektivnost oksidacije lignina, pri ¢emu ne dolazi
do znacajnog gubitka ugljikohidrata. Istrazivani su razli¢iti parametri procesa predobrade i
njihov utjecaj na prinos saharifikacije. Predobrada razrijedenom sumpornom kiselinom uklonila
je vecu koliCinu hemiceluloze, a potom je obrada natrijevim kloritom omogudila izuzetno
uspjesnu delignifikaciju. U optimalnim uvjetima dobivena je ¢vrsta faza bogata celulozom (76,8
% celuloze i 8,4 % lignina) u kojoj se celuloza moze uspjesno enzimski razgraditi, uz
iskoritenje blizu 100 % tijekom 48 sati). Stovie, $arznom enzimskom hidrolizom oslobodeno
je Cak 138,8 g/L glukoze, a alkoholnom fermentacijom proizvedeno je 64,6 g/L etanola te
autori navode da su navedene vrijednosti dosad najviSe zabiljeZene za oslobodenu glukozu i
proizvedenu koncentraciju etanola iz biomase mekog drveta. Ovi rezultati sugeriraju da se
enzimska hidroliza, a time i proizvodnja bioetanola, iz piljevine kineske jele mogu znacajno
poboljsati zahvaljujuéi simultanom uklanjanju hemiceluloze i lignina koje se postize primjenom
opisane metode predobrade. U rasponu istrazenih temperatura, maksimalan prinos enzimske
hidrolize postignut je u slucajevima kad je prvi korak predobrade, koji ukljucuje razrijedenu
sumpornu kiselinu, proveden pri 160 °C. Na temelju podataka koje su objavili Ouyang i sur.
(2019), mogu se provesti slicne predobrade drugih vrsta mekog drveta, poput jele dostupne u
nasim krajevima, te istraziti utjecaj biljne vrste i sastava na rezultate predobrade.

Senila i sur. (2020) istrazivali su proizvodnju bioetanola iz drveta obicne jele (Abies alba),
ali karakteristike sirovine nisu poznate jer kemijski sastav i dimenzije nisu navedeni u radu.
Primijenjeni postupak predobrade sastoji se od kombinacije autohidrolize i delignifikacije
drveta natrijevim kloritom (NaClO.), a potom se ¢vrsta faza koristila za simultanu saharifikaciju
i fermentaciju (38 °C/ 72 h) (Tablica 4). Posljednjih godina posebna paznja posvecena je
razvoju ekoloski prihvatljivih metoda za proizvodnju bioetanola. Autohidroliza koristi samo
vodu za ekstrakciju hemicelulozne frakcije kao smjese oligosaharida, monosaharida i
sekundarnih nusproizvoda pa je udio celuloze bio znatno veci nakon autohidrolize. Nakon
autohidrolize je dvrsta faza delignificirana zakiseljenim natrijevim kloritom u skladu s
prethodnim radom istih autora. Time se razbijaju vodikove veze izmedu celuloze i lignina nakon
Cega drvo sadrzi pojedinacna mikrocelulozna vlakna. Provedena je uspjesna delignifikacija
(uklonjeno je 89 % od pocetnog lignina) u slucaju kad su primijenjeni optimalni uvjeti
prethodne autohidrolize (190 ° C/ vrijeme zadrzavanja 10 minuta). Dva su mehanizma utjecaja
lignina na naknadnu hidrolizu mekog drveta: neke komponente lignina stvaraju fizicke barijere
koje ometaju ili sprjecavaju djelovanje celulaza; drugi uzrokuju nespecificno vezivanje celulaza.
Tijekom provedenih postupaka predobrade dogodile su se jasno uocljive morfoloske promjene
Cvrste faze (Slika 14). Dobiven je veliki prinos etanola i ova metoda ima veliki potencijal za
upotrebu u biorafinerijama. Maksimalna masena koncentracija bioetanola (52,0 g/L) dobivena

32



je pri optimalnim uvjetima ovog kombiniranog procesa (autohidroliza-delignifikacija-SSF), tj.
od 100 g suhe tvari jelovine koja je sadrzavala 42 g celuloze (tj. 42 % od suhe tvari) moze se

dobiti 5,2 g bioetanola.

a)
Slika 14. Mikroskopske slike a) neobradenog, b) delignificiranog drveta obicne jele

pod povecanjem 20x (Senila i sur., 2020).

Tablica 5. Udio Secera (hidratizirani oblik) i lignina u izvornoj bjeli i srzi duglazije (Boussaid i

sur., 2000).

Seceri (g/ 100 g suhe tvari) Bijel Srz
Glukoza 48,3 49,4
Manoza 13,2 14,0
Galaktoza 3,6 4,2
Ksiloza 2,3 3,0
Arabinoza 1,2 1,2
Lignin netopljiv u kiselini 29,1 30,9
Ukupno 97,7 102,7
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Boussaid i sur. (2000) su primijenili metodu eksplozije vodenom parom za obradu
americke duglazije (Pseudotsuga menziesii). Cilj njihovog istrazivanja bio je pronaci optimalne
uvjete predobrade te utvrditi ima li razlike izmedu obrade razliitih frakcija drveta (srz i bjelika)
pri blagim, umjerenim, i zeS¢im uvjetima (Tablica 4). Prije obrade, kemijski sastav srzi i bjelike
bio je prilicno sli¢an (oko 30 % lignina, 49 % glukoze, 13 % manoze, 2% ksiloze, 1,2 %
arabinoze) (Tablica 5). Vodikov ion (H*), nastao reakcijom izmedu SO, i vode prilikom
predobrade parnom eksplozijom, katalizira hidrolizu glikozidnih veza u polisaharidima drveta.
Zbog svoje ekstremno male veli¢ine (4 A), vodikovi ioni mogu lako prodrijeti u strukturu
celuloze i hidrolizirati je u glukozu. Intenzitet uvjeta predobrade izravno utjeCe na uspjesSnost
kasnije enzimske hidrolize srZi i bjelike. Povecanje brzine i prinosa enzimske hidrolize, koje je
bilo rezultat jaeg intenziteta prethodne obrade, uzrokovano je kemijskim i strukturnim
promjenama srzi i bjelike. Te promjene ukljucuju otapanje hemiceluloze i moguée smanjenje
velicine Cestica sirovine. Pri odredenom intenzitetu obrade, frakcija bjelike bila je osjetljivija na
kiselinski kataliziranu parnu predobradu pa je dobivena cvrsta faza imala bolju enzimsku
razgradivost. Cvrsta faza dobivena primjenom slabog intenziteta predobrade nije dovoljno
podloZzna enzimskoj razgradniji, a tretman jakog intenziteta uzrokovao je pretjerani gubitak
Secera oslobodenih iz hemiceluloze. U uvjetima srednjeg intenziteta postignut je dobar
kompromis izmedu ovih dviju krajnosti (tj. efekata jakog i slabog intenziteta predobrade) i
time je poboljSana enzimska hidroliza krutine i vece je iskoristenje Secera oslobodenih iz
hemiceluloze.

Pan i sur. (2005) proveli su obradu americke duglazije kombinacijom eksplozije vodenom
parom i alkalnog postupka (Tablica 4). Pretpostavlja se da je luzinom pri sobnoj temperaturi
ekstrahiran materijal koji predstavlja fizicku barijeru enzimima do komponenata celuloze. Da
bi se razjasnio mehanizam putem kojeg lignin ometa djelovanje enzima, cilj ove studije bio je
ispitati ucinak djelomicne delignifikacije, koja se postize kombinacijom parne eksplozije i
obradom razrijedenom luzinom, na enzimsku hidrolizu celulazama. Predobrada duglazije
parnom eksplozijom daje Cvrsti ostatak koji sadrzi priblizno 43 % lignina. Ekstrakcija hladnim
natrijevim hidroksidom (1 % NaOH) smanijila je udio lignina za samo priblizno 7 %, ali je
konverzija celuloze u glukozu poboljSana za oko 30 %. Dobiveni rezultati podupiru hipotezu
da lignin, koji nije uklonjen predobradom mekog drveta, utjee na kasniju enzimsku hidrolizu
celuloze tako da neke komponente lignina predstavljaju fizicku barijeru koja sprje¢ava napad
celulaza, dok druge neproduktivno vezu celulaze. Autori smatraju da se vaznost ovih
mehanizama razlikuje, ovisno o rezimu prethodne pripreme materijala. Takoder naglasavaju
da je prije primjene ovog postupka u industrijskim procesima potrebna dodatna

tehnoekonomska analiza.
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Palonen i sur. (2004) proveli su mokru oksidaciju obicne smreke (Picea abies) uz
naknadnu enzimsku hidrolizu. Pritom su pokusali istraziti utjecaj lignina i hemiceluloze na
enzimsku hidrolizu. Utvrden je kemijski sastav Cvrste frakcije nakon razlicitih uvjeta predobrade
mokrom oksidacijom te analiziran sastav tekuce frakcije. Potom je provedena enzimska
konverzija ¢vrste frakcije dobivene mokrom oksidacijom pri ¢emu je usporedena ucinkovitost
dva komercijalna pripravka celulaze (Celluclast i Multifect). Uz to je napravljena usporedba
kombinacije mokra oksidacija-enzimska hidroliza s uobi¢ajenom predobradom (kombinacija
parna eksplozija-enzimska hidroliiza). Na temelju rezultata ranijih eksperimenata s pSenicnom
slamom, provedeno je istrazivanje razli¢itih kombinacija uvjeta mokre oksidacije Cipsa smreke.
Pritom su koncentracija suhe tvari i tlak kisika bili konstantni, uz razli¢ite temperature, pH-
vrijednosti i vremena zadrZavanja (Tablica 4). Udio celuloze u ¢vrstoj fazi nakon obrade
povecan je otapanjem hemiceluloze i djelomicno lignina. Suha tvar neobradene smrekovine
sadrzavala je 47 % (w/w) glukoze, a nakon obrade pri razli¢itim uvjetima udio glukoze u suhoj
tvari Cvrste faze iznosio je 61,7-72,2 % (w/w), Sto je znacajno viSe nego u usporedbi s parnom
eksplozijom (45 % w/w). Prinosi hemiceluloze i celuloze bili su najmanji primjenom manje pH-
vrijednosti, velike temperature i duzeg vremena zadrzavanja. Pretpostavlja se da su se Seceri
razgradili na druge produkte zbog ekstremnih uvjeta. Provedena serija eksperimenata
predobrade dala je informacije o ulozi lignina i hemiceluloze u enzimskoj hidrolizi. Temperatura
predobrade, ostatak hemiceluloze u predobradenoj sirovini i vrsta koriStenog komercijalnog
pripravka celulaze su najvazniji ¢imbenici koji utjeCu na enzimsku hidrolizu. Nakon trodnevne
hidrolize ¢vrstog ostatka dobivenog uz optimalne uvjete mokre oksidacije (200 °C/ 10 minuta
/ pH 7 / 12 bara kisika), dobiveno je najvece iskoristenje Secera, koje je iznosilo 79 % od
teorijskog. Autori smatraju da je mokra oksidacija atraktivna alternativa metodama koje su
ranije viSe istrazivane (npr. hidrolizi razrijedenom kiselinom i predobradi parom). Uvjeti mokre
oksidacije koji su optimalni za kasniju enzimsku hidrolizu osigurali su velik prinos enzimske
hidrolize, kao i brzu filtraciju nakon predobrade. Lignin u sirovini ostao je uglavhom netopljiv,
te je stoga dostupan za proizvodnju energije spaljivanjem. Ranije se smatralo da bi ova metoda
predobrade mogla biti posebno prikladna za uklanjanje lignina, ali prema ovom istrazivanu,
poboljSanje enzimske hidrololize je posljedica uklanjanja hemiceluloze. Stoga je uloga
rezidualne hemiceluloze ocito vazna. Dodavanjem enzima koji hidroliziraju zaostalu
hemicelulozu mogao bi se dobiti povecani prinos fermentabilnih Se¢era. U ovom radu je
objavljeno veliko ukupno iskoristenje ugljikohidrata, a autori naglasavaju da je ubuduce
potrebno poboljSati enzimsku hidrolizu celuloze i hemiceluloze.

Lee i sur. (2007) (Tablica 4) proveli su biolosku obradu japanskog crvenog bora (Pinus
densiflora) pomocu tri gljive bijele truleZi koje su odabrane su zbog ucinkovite razgradnje
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lignina i njemu sli¢nih spojeva, a to su Stereum hirsutum (hrv. dlakava plocica), Polyporus
brumalis (hrv. zimski rupicar) 7 Ceriporia lacerata (hrvatski naziv nije pronaden). Razgradnja
lignina gljivama bijele trulezi odvija se djelovanjem enzima kao Sto su peroksidaze i lakaze, a
nastajanje ovih enzima je regulirano izvorima ugljika i dusika. Praene su promjene kemijskog
sastava i strukture sirovine te je usporedena podloznost enzimskoj saharifikaciji pocetne
sirovine i drveta koje je djelomi¢no razgradeno djelovanjem gljivama bijele trulezi. Od
navedene tri gljive, S. hirsutum je selektivno razgradio lignin japanskog crvenog bora, ali ne i
holocelulozu (pojam koji se koristi zajednicki za hemicelulozu i celulozu). Nakon osam tjedana
predobrade gljivom S. Airsutum, ukupni gubitak mase iznosio je 10,7 %, dok je gubitak lignina
bio najvedi medu testiranim uzorcima i iznosio 14,52 % (Tablica 6). Za enzimsku saharifikaciju
treba odabrati gljive na temelju njihove sposobnosti razgradnje lignina s minimalnim ucincima
na celulozu. Smanjenje udjela holoceluloze postignuto djelovanjem gljive S. Airsutum iznosilo
je 7,81 %, sli¢no je bilo kao kod gljive C. /acerata (8,0 %), dok je kod gljive P. brumalis
iznosilo 10,6 %. Ekstracelularni enzimi gljive S. Airsutum pokazali su vecu aktivnost ligninaze i
manju aktivnost celulaze nego kod ostalih dviju gljiva. MoZe se zakljuciti da su ukupni gubitak
mase i promjene kemijskog sastava japanskog crvenog bora djelovanjem ovih gljiva u korelaciji
s aktivhostima enzima koji razgraduju lignin i celulozu. Na temelju podataka dobivenih
fizikalnom karakterizacijom djelomi¢no razgradenog materijala i veli¢ine pora, zakljuceno je da
gljiva S. hirsutum ima potencijal za djelotvornu biolosku predobradu. Povecanje dostupne
veli¢ine pora od preko 120 nm, koje je ostvareno gljivom S. Airsutum, omogudilo je pristup
enzimima za daljnju enzimsku saharifikaciju. Nakon tretmana Cipsa japanskog crvenog bora
gljivom S. hirsutum provedena je enzimska saharifikacija komercijalnim enzimima (Cellulclast
1,5 L i Novozyme 188), pri ¢emu je iskoristenje Secera uvelike povecano u odnosu na
neobradene kontrolne uzorke drveta i iznosio je 21,01 %. Ovo ukazuje da gljiva bijele trulezi

S. hirsutum pruza mogucnost povecanja prinosa Secera iz drvne biomase.

Tablica 6. Gubitak mase i promjene u kemijskoj strukturi japanskog crvenog bora nakon

obrade gljivama bijelog truljenja (Lee i sur., 2007).

Razgradnja
Gljiva bijelog Gubitak mase Razgradnja lignina
trulieni (%) (%) holoceluloze
ruljenja o (3
jen) (%)
C. lacerata 95+0,5 13,1+ 04 8,0+0,5
P. brumalis 99+04 11,6 £0,3 10,6 £ 0,3
S. hirsutum 10,7 £ 0,7 14,5+ 04 7,8+0,3
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3. ZAKLJUCAK

Na temelju iznesenih Cinjenica u teorijskom dijelu doneseni su sljedeci zakljucci:

1. Predobrada je klju¢an korak u cjelokupnom procesu konverzije lignoceluloznih
sirovina u biotehnoloske proizvode te o njenoj uspjesnosti ovise kasnije faze
proizvodnje. Uvjete predobrade je potrebno optimirati u skladu s karakteristikama
pojedine sirovine i Zeljenog bioprocesa kako bi se postiglo zadovoljavajuée
oslobadanje fermentabilnih SeCera uz minimalno nastajanje toksicnih spojeva.

2. Predobrada obicne jele (Abies alba) opisana je samo u manjem broju dostupnih
znanstvenih radova, no za osmisljavanje procesa njezine predobrade mogu se
koristiti podaci dobiveni u istrazivanjima drugih vrsta mekog drveta slicnog sastava.

3. Procesi predobrade mekog drveta medusobno se razlikuju po primijenjenim
metodama i kompleksnosti, a u literaturi su opisane kemijske, fizikalno-kemijske i
bioloSke metode predobrade.

4. Pored jednostavnih jednostupanjskih procesa, u dostupnoj literaturi je opisana
predobrada mekog drveta pomoc¢u dvostupanjskih procesa (pri ¢emu se Cvrsta faza
iz prvog koraka tretira u drugom koraku procesa) ili sloZenijih procesa
(dvostupanijska fizikalno-kemijska obrada u kombinaciji s naknadnom enzimskom
obradom ili simultanom enzimskom saharifikacijom i fermentacijom).

5. Dvostupanjskom fizikalno-kemijskom obradom mogu se povecati prinosi Secera u
lignoceluloznim hidrolizatima u odnosu na prinose postignute u jednostupanjskim
postupcima. Primjenom dvostupanjske fizikalno-kemijske obrade takoder se moze
znacajno smanijiti potrebna koli¢ina enzima za kasniju hidrolizu ¢vrstog ostatka.

6. Proces predobrade moze se optimirati tako da omogucava istovremenu obradu vise
razli¢itih sirovina, uz postizanje velikin prinosa za svaku koriStenu sirovinu i
smanjenje ukupnih troskova. To je vazno zato Sto se u realnim uvjetima
biotehnoloske proizvodnje moze istodobno koristiti viSe vrsta lignocelulozne

biomase, koje su razliitog sastava i karakteristika te potjecu iz razlicitih izvora.
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Izjava 0 izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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