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Биотехнолошка валоризација фракција лигноцелулозне биомасе добијених 

комбинованим третманима нетермалном плазмом 

САЖЕТАК 

Пољопривредни остаци, који по свом саставу спадају у лигноцелулозну биомасу, чине 

најзаступљенију групу биоразградивог отпада. Захваљујући високом садржају угљеника и 

ароматичних једињења, ови остаци се могу користити као сировина за производњу биогорива 

и високо вредних производа, попут млечне киселине. Предмет истраживања ове дисертације 

је развијање и оптимизација третмана лигноцелулозне биомасе у циљу постизања ефикасне 

делигнификације и добијања што чистијих фракција које се даље могу валоризовати. Развијени 

третмани су засновани на примени нетермалне плазме као извора реактивних врста које 

доприносе разградњи лигноцелулозе у складу са циљевима и принципима одрживог развоја. 

Развијен је третман кукурузне стабљике нетермалном плазмом у воденој средини, као и 

конвенционални третмани (Фентон, алкални, ензимски и третман еутектичким смешама) 

потпомогнути плазмом. Добијене фракције су окарактерисане са хемијског, структурног и 

морфолошког аспекта. Целулозна фракција је валоризована кроз млечно-киселинску и 

алкохолну ферментацију и анаеробну дигестију. Биолошка активност лигнинских фракција 

процењена је испитивањем антиоксидативне и антимикробне активности. Највећи степен 

делигнификације остварен је током плазма/алкалног третмана и плазма/еутектичке смеше 

третмана. Целулозне фракције изоловане након ових третмана су подвргнуте ферментационим 

процесима и дигестији. Добијени приноси млечне киселине, етанола и биометана потврдили 

су да се применом поменутих третмана може постићи ефикаснија валоризација биомасе у 

односу на употребу сирове биомасе. Развијени третмани имају висок степен ефикасности, а 

при нижим температурама и  краћим дужинама трајања од конвенционалних третмана, и 

отварају спектар нових могућности за  успостављање  биорафинеријских поступака на 

лигноцелулози. 

Кључне речи: кукурузна стабљика, нетермална плазма, плазма игла, делигнификација, 

биорафинерија, ферментација, анаеробна дигестија, млечна киселина, биоетанол, биометан  

Научна област: Технолошко инжењерство 
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Biotechnological Valorisation of Lignocellulosic Biomass Fractions Obtained by Combined 

Non-thermal Plasma Treatment 

ABSTRACT 

Agricultural residues, which represent lignocellulosic biomass by their composition, are the most 

common biodegradable waste. Due to the high content of carbon and aromatic compounds, these 

residues can be used as a resource for producing biofuels and value-added products, such as lactic 

acid. This dissertation aims to develop and optimise lignocellulosic biomass treatments to achieve 

efficient delignification and obtain pure fractions that could be further valorised. The developed 

treatments used non-thermal plasma as a source of reactive species, which could promote 

lignocellulose degradation following the sustainable development goals and principles. Non-thermal 

plasma treatment of corn stalk in water, and a set of conventional treatments (Fenton, alkaline, 

enzymatic, and deep eutectic solvent treatment) combined with plasma were developed. Obtained 

fractions were characterised chemically, structurally, and morphologically. Cellulose fraction was 

valorised through lactic acid fermentation, alcoholic fermentation, and anaerobic digestion. The 

biological activity of the lignin fraction was estimated by determining antioxidative and antimicrobial 

activity. The highest delignification rate was achieved during plasma/alkaline treatment and 

plasma/eutectic solvent treatment. Cellulose fractions isolated after these treatments were subjected 

to fermentation processes and digestion. Obtained yields of lactic acid, ethanol and biomethane 

confirmed that applying the mentioned treatments promoted biomass valorisation compared to the 

raw biomass. Developed treatments possess high efficiency rates at lower temperatures and shorter 

times than conventional treatments, opening up a spectrum of opportunities for establishing 

biorefinery processes on lignocellulose. 

Keywords: corn stalk, non-thermal plasma, plasma jet, delignification, biorefinery, fermentation, 

anaerobic digestion, lactic acid, ethanol, biogas  

Scientific field: Technological Engineering 

Scientific subfield: Biochemical Engineering and Biotechnology 
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1. УВОД 

Индустријски развој, интензификација пољопривредне производње, демографска 

експанзија и начин живота током последњих неколико деценија довели су до стварања великих 

количина отпада. На глобалном нивоу се годишње произведе око две милијарде тона 

комуналног отпада, што износи око 0,74 kg отпада по становнику произведеног у једном дану. 

Око 37% комуналног отпада се одлаже на санитарне депоније са контролисаним прикупљањем 

тзв. „депонијског“ гаса богатог метаном, који настаје током разградње депонованог отпада. Чак 

33% комуналног отпада одлаже се на несанитарне, отворене депоније, у којима нема контроле 

над насталим депонијским гасом. [1] Пољопривредни остаци, заједно са остацима из 

прехрамбене индустрије, заостају у 4,5 пута већим количинама од комуналног отпада, са око 

3,35 kg отпада произведеног по становнику у једном дану. Неадекватно одлагање овог отпада 

доводи до емисије великих количина гасова са ефектом стаклене баште (енгл. greenhouse gases, 

GHG). На светском нивоу је током 2022. године забележена укупна емисија GHG од 1 281 260 

kt еквивалента угљеник (IV) оксида (CO2eq), која потиче само од система агро-прехрамбена 

индустрија. У Републици Србији ове емисије износе око 1 634 kt CO2eq [2]. Како би се 

климатске промене изазване емисијом великих количина GHG у атмосферу држале под 

контролом, развијене су бројне стратегије за управљање отпадом и емисијама GHG, са циљем 

очувања животне средине. 

Крајем XX века, Конвенција Уједињених нација о промени климе усвојила је „Кјото 

протокол“, као први споразум чији је циљ било ограничавање емисија GHG [3]. Након тога, 

Европска комисија је постигла „Европски зелени договор“ (енгл. European green deal), 

обавезујући земље чланице да смање емисије GHG за 50% до 2030. године, како би Европа до 

2050. године постала први климатски неутралан континент [4]. Истовремено, Уједињене 

нације су кроз „Агенду одрживог развоја 2030“ дефинисале циљеве одрживог развоја (енгл. 

Sustainable Development Goals, SDG), кроз које се проблеми везани за климатске промене 

сагледавају и превазилазе са више аспеката [5]. Да би се задати циљеви постигли, неопходно 

је прећи са линеарног, „ресурси-производња-одлагање“ модела економије, на циркуларни, 

„производња-коришћење-сепарација-рециклажа-производња“ модел економије [6]. Овај 

прелазак се може постићи имплементацијом биорафинеријских поступака. 

Биорафинерија се заснива на коришћењу биомасе као сировине за добијање енергије и 

производа са додатом вредношћу поступцима који су у складу са принципима одрживог 

развоја. Према директиви EU 2003/30/EC, биомасу чине биоразградиви делови производа, 

отпада или остатака из пољопривреде, шумски отпад и отпад сродних индустрија, као и 

биоразградиви делови индустријског и градског отпада [7]. У зависности од типа сировине која 

се користи, постоји неколико врста биорафинерије – лигноцелулозна биорафинерија, 

биорафинерија на бази целих биљака, зелена биорафинерија, биорафинерија на бази морске и 

шумске биомасе, као и конвенционална биорафинерија, која користи скроб и шећер у 

постојећим индустријским поступцима [8]. Процењује се да укупне резерве биомасе на копну 

износе око 1,8 трилиона тона, док је у воденим површинама присутно око 4 милијарде тона [9]. 

Лигноцелулозна биомаса, са око 200 милијарди тона годишње произведених на светском нивоу, 

представља најраспрострањенији и најзаступљенији тип биомасе [10]. Пољопривредну 

лигноцелулозну биомасу чине делови биљака, пре свега житарица, који заостају након 

убирања јестивих делова. Упркос прописаним нормама, велика количина остатака заосталих 

након жетве се и даље уклања са обрадивих површина спаљивањем, емитујући 37 553 kt CO2eq 

годишње [2]. Укључивањем лигноцелулозне биомасе у биорафинеријске поступке могу се 

смањити емисије штетних гасова, а самим тим и негативан утицај на животну средину. Њеном 

прерадом не долази до повећања емисија угљеник (IV) оксида у атмосферу, јер је у питању 

биогени угљеник (IV) оксид који биљке користе у свом метаболизму. Осим тога, коришћењем 

лигноцелулозне биомасе као сировине у биорафинеријским поступцима уместо биљака које се 
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користе као храна, попут кукуруза, истовремено се решава и проблем компетиције 

биорафинерије са производњом хране. Употреба овог типа биомасе је повољнија и са 

економског аспекта, а из ње се могу се произвести хемијска једињења са знатно нижим 

угљеничним отиском, односно хемијска једињења произведена из обновљивих извора.  

Лигноцелулоза се састоји из три главне компоненте – целулозе, хемицелулозе и 

лигнина, што је чини богатим извором шећера и ароматичних једињења. Као таква, 

лигноцелулозна биомаса се може користити као сировина за добијање различитих облика 

енергије, попут биоетанола и биометана, али и полупроизвода и готових производа, попут 

млечне киселине, фурфурала, полифенола, ђубрива, биоматеријала, фармацеутика, 

нутрицеутика, биоактивних једињења, итд. [8,11]. Међутим, због своје комплексне хемијске 

структуре и снажних веза међу полимерима, неопходан корак у сваком биорафинеријском 

поступку је третман биомасе. Развијене су бројне физичке, хемијске и физичко-хемијске 

методе за третман биомасе, са циљем њеног фракционисања и бољег искоришћења. Иако су 

ефикасне у разградњи лигноцелулозе, конвенционалне методе за третман биомасе су често 

енергетски и хемијски интензивне. Током ових третмана неретко долази до формирања 

споредних производа који инхибиторно делују на микроорганизме и ензиме у даљим корацима 

валоризације. Такође, реагенси који се користе у хемијским методама могу имати неповољан 

утицај на животну средину, а њихово правилно третирање и одлагање након третмана 

подразумева додатан утрошак енергије, воде и значајне инвестиције, чинећи их неодрживим. 

Стога се ради на развијању нових третмана веће ефикасности, а у складу са принципима 

одрживог развоја. Предмет истраживања ове дисертације је развијање нових третмана 

лигноцелулозне биомасе заснованих на примени нетермалне плазме. 

Третман нетермалном плазмом заснива се на електричном пражњењу у гасу, при којем 

се, поред осталог, стварају реактивне врсте, попут радикала, јона, побуђених и неутралних 

молекула. Различите конфигурације нетермалне плазме могу се користити као извор 

кисеоничних реактивних врста (O3, H2O2, ·OH и др.) и азотних реактивних врста (NOx, 

нитрати, нитрити и др.). Ове врсте имају способност да разграде C-C, C-H и C-O везе присутне 

у лигнину, чиме се целулозна и хемицелулозна компонента ослобађају [12]. Тип реактивних 

врста и њихов механизам деловања на структуру лигноцелулозе зависе од више фактора – 

конфигурације нетермалне плазме, типа употребљених електрода и састава доводног гаса, 

дужине трајања третмана, растојања извора од површине третираног материјала, итд. Када се 

нетермална плазма користи самостално, ефикасно уклањање лигнина из третиране биомасе 

захтева велики утрошак енергије, те се у реакциону смешу додају различити катализатори који 

поспешују настајање реактивних врста [13]. Са друге стране, конвенционални третмани се 

углавном изводе на повишеним температурама (изнад 100 °C), у дужим временским 

интервалима, често уз додатак великих количина реагенаса. Стога је циљ ове дисертације 

развој третмана лигноцелулозне биомасе са нетермалном плазмом, како би се повећала 

ефикасност делигнификације и добиле чистије фракције лигноцелулозе погодније за 

биотехнолошку примену. 

Фракције лигноцелулозе изоловане након третмана могу се користити у 

биорафинеријским поступцима за добијање различитих производа са додатом вредношћу, у 

зависности од њихових карактеристика. Комбиновани третмани развијени у оквиру ове 

дисертације су најпре оптимизовани у циљу постизања највећег степена делигнификације 

третиране биомасе. Након третмана изоловане су целулозна, хемицелулозна и лигнинска 

фракција. Добијене фракције су окарактерисане са аспекта хемијских, морфолошких и 

структурних промена узрокованих примењеним третманима. Затим је уследила валоризација 

одабраних узорака у поступцима млечно-киселинске ферментације, алкохолне ферментације и 

анаеробне дигестије. На овај начин су развијени третмани и извршена је процена погодности 

употребе третиране биомасе као полазне сировине за добијање високо вредних производа, 

односно за производњу енергије. Као модел супстрат коришћена је кукурузна стабљика, која 

је међу најзаступљенијим сировинама типа пољопривредне лигноцелулозне биомасе. 

Проналазак ефикасних третмана је један од критичних корака и изазова да би се омогућило 
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2. ТЕОРИЈСКИ ДЕО 

2.1. Биорафинеријски поступци - појам, особине и улога 

Према дефиницији Међународне агенције за енергију (енгл. International Energy 

Agency), биорафинерија представља превођење биомасе у енергију и производе комерцијалне 

вредности у складу са принципима одрживог развоја [14]. Под појмом „биорафинерија“ 

подразумева се постројење, процес, фабрика или читав скуп постројења, те у складу са тим 

постоји више типова биорафинерије. Заједнички принцип свих типова биорафинерије је 

одрживост, односно оправданост са еколошког, економског и социјалног аспекта. 

Комерцијална вредност подразумева постојање одговарајућег тржишта за пласирање 

добијених производа, било састојка хране или хране за животиње, реагенаса, материјала или 

неког облика биоенергије [15]. 

На основу технологије на којој се биорафинерија заснива, разликују се конвенционална 

(нпр. ферментација шећерних и скробних сировина) и напредна биорафинерија, која 

подразумева обраду алтернативних сировина новијим техникама, као и биорафинерија прве, 

друге, односно треће генерације. Према типу сировине дели се на биорафинерију на бази целих 

биљака, олеохемијску биорафинерију, биорафинерију на бази лигноцелулозне биомасе, зелену 

биорафинерију и биорафинерију на бази морске биомасе. Одабрана сировина се може превести 

у жељени производ применом термохемијских поступака (нпр. пиролиза, гасификација) или 

биохемијских поступака (нпр. ферментација, ензимска конверзија). [16,17]  

Биомаса која се може користити као сировина у биорафинеријским поступцима се 

према пореклу и типу може сврстати у: 

- сировине прве генерације, које подразумевају јестиве сировине из пољопривредне 

производње (скробни, шећерни и уљани усеви, тзв. „уљарице“), 

- сировине друге генерације, у које се убрајају нејестиве сировине, односно 

лигноцелулозна биомаса и биљни материјал заостао након процесуирања у 

пољопривреди, шумарству и прехрамбеној индустрији, 

- сировине треће генерације, којима припадају различите врсте ферментативних и 

фотосинтетичких бактерија и алги, и 

- сировине четврте генерације, које представљају најмлађу групу сировина и 

подразумевају генетски модификоване микроорганизме (квасце, гљиве, микроалге и 

цијанобактерије) [18,19]. 

Лигноцелулозна биомаса, са око 200 милијарди тона годишње произведених на 

светском нивоу, представља најраспрострањенији и најзаступљенији тип биомасе [10]. 

Лигноцелулозну биомасу чине делови биљака, пре свега житарица, који заостају након 

убирања јестивих делова. Ови остаци се традиционално користе као храна за животиње, као 

извор топлотне енергије директним сагоревањем, а део пољопривредних остатака се може 

инкорпорирати у земљу ради амелиорације земљишта и припреме за наредну сетву. Употребом 

лигноцелулозне биомасе као сировине у биорафинеријским поступцима добија се низ 

полупроизвода и готових производа са додатом вредношћу, биогорива и енергије [20]. Могући 

начини валоризације лигноцелулозне биомасе биће детаљно анализирани у одељку 2.5. 

Примена лигноцелулозне биомасе као сировине у биорафинерији у односу на целе биљке је 

знатно повољнија са аспекта одрживости. Осим велике доступности, ова сировина је и јефтина, 

те је сам процес економски исплативији. Истовремено, не долази до компетиције са 

производњом хране, нити је за њену производњу неопходно додатно заузимање обрадивих 

површина. Укључивањем лигноцелулозне биомасе у биорафинеријске поступке могу се 

смањити емисије штетних гасова, а самим тим и негативан утицај на животну средину. Њеном 

прерадом не долази до повећања емисија угљеник (IV) оксида у атмосферу, јер је у питању 

биогени угљеник (IV) оксид који биљке користе у свом метаболизму. Циклус кружења 

угљеника током производње и обраде биомасе приказан је на слици 2.1. 
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Слика 2.1. Циклус кружења угљеника током производње и обраде биомасе (преузето и 

прилагођено према [21]) 

Биорафинерија на бази пољопривредне лигноцелулозне биомасе се састоји из неколико 

фаза. Најпре се врши прикупљање сировине директно са њиве након жетве или из 

индустријског постројења, након уклањања јестивих делова биљке. Након тога, прикупљена 

биомаса се транспортује до биорафинеријског постројења. По пријему сировине, унутар 

биорафинеријског постројења врши се примарна обрада сировине, односно припрема за 

третман. Овај корак подразумева уситњавање на величину која омогућава даље руковање 

сировином. Такође, уколико је потребно, у овом кораку се може вршити додатна селекција 

сировине.  

Третман биомасе представља најважнији корак у процесуирању сировине. Током 

третмана долази до разградње комплексне структуре лигноцелулозе и изоловање појединачних 

фракција које се даље могу преводити у жељене производе. Услови извођења третмана се 

најчешће дефинишу тако да у третираној биомаси заостаје највећа количина угљено-хидратне 

компоненте, док се лигнин раствара и касније рекуперише из течне фракције након третмана. 

Третирана биомаса се затим хидролизује до простијих шећера, који се користе као супстрат за 

производњу биогорива, полупроизвода и готових производа. [22] Уколико се сирова, 

нетретирана биомаса подвргне ензимској хидролизи, приноси шећера ретко прелазе 20%. 

Применом адекватног третмана се принос шећера након хидролизе може повећати и до 90% 

[23]. Стога је неопходно одабрати одговарајући третман који ће задовољити потребе 

биорафинеријског поступка. У развоју нових третмана и биорафинеријских поступака важно 

је пратити у што већој мери принципе безбедности и одрживости кроз дизајн (енгл. Safety and 

Sustainability by Design, SSbD). Овај концепт је развијен од стране Обједињеног истраживачког 

центра (енгл. Joint Research Centre, JRC), како би се унапредио и стандардизовао процес 

иновација везаних за производњу хемикалија и материјала, а у складу са принципима 

циркуларне економије [24].  

Тренутни проблеми и тзв. „уска грла“ биорафинерије на бази лигноцелулозне биомасе 

подразумевају [25]: 

- избор и доступност сировине током читаве године; 

- ефикасност примењеног третмана; 

- капиталне и оперативне трошкове, односно трошкове реактора, опреме, реагенаса и 

контроле процеса; 

- настанак токсичних и инхибиторних једињења током третмана;  

- кораке након третмана, односно испирање биомасе, њено неутралисање и сл.; 

- отпадне токове настале током третмана и њихов утицај на животну средину;  
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- рекуперацију и даљу употребу/одлагање реагенаса и катализатора коришћених током 

третмана. 

Наведени проблеми се могу превазићи адекватним одабиром третмана и процесних 

параметара, применом реактора једноставног дизајна и великог капацитета, минималном 

употребом реагенаса, уз могућност њиховог регенерисања након третмана, трошењем 

минималних количина воде и енергије, уз могућност поновне употребе кроз касније фазе 

процесуирања биомасе, као и максималним очувањем лигнина уклоњеног из биомасе и 

његовом применом за добијање високо вредних производа [25]. Након развијања поступка за 

третман и валоризацију биомасе и утврђивања његове ефикасности у разградњи 

лигноцелулозе, неопходно је спровести и техно-економску анализу развијеног поступка. Ова 

анализа обухвата процену трошкова који се односе на сировину, процесну опрему, реагенаса и 

енергију потребну за извођење поступка. Анализа се заснива на масеним и енергетским 

билансима самог процеса, који представљају важне параметре нарочито при преласку 

поступка са лабораторијског нивоа најпре на ниво пилот постројења, а затим и на индустријски 

комерцијални ниво. Такође, осим техно-економске анализе, пожељно је извршити и социо-

економску анализу, односно проценити утицај развијеног поступка на животну средину и 

здравље људи. Нови биорафинеријски процеси се могу успоставити и даље развијати тек након 

детаљне процене наведених индикатора одрживости [26]. Биорафинерија на бази 

лигноцелулозе има позитивнији утицај на социо-економски аспект у поређењу са 

конвенционалним петрохемијским рафинеријама. Ова предност биомасе у односу на фосилне 

сировине заснована је пре свега на физичко-хемијским својствима лигноцелулозне биомасе. 

2.2. Лигноцелулозна биомаса 

Лигноцелулозна биомаса представља најраспрострањенији тип природних обновљивих 

сировина. Овај тип биомасе чине делови биљака, попут делова дрвета, различитих врста трава 

и жетвених остатака. Осим тога, овој групи припадају и органски делови комуналног отпада, 

у виду остатака од хране, папира и картона. Захваљујући великим количинама које се 

произведу сваке године, лигноцелулозна биомаса представља одличан избор сировине уколико 

се може имплементирати у биорафинеријске поступке. Међу сировинама на бази 

пољопривредне лигноцелулозе најзначајније и најзаступљеније су кукурузна стабљика, са 

годишњим обимом производње од око милијарду метричких тона, пиринчана стабљика, са 

приносом од 370-520 милиона тона годишње, багаса шећерне трске, са око 279 милиона 

метричких тона произведених годишње и отпад из производње папира, са око 40 милиона 

метричких тона чврстог отпада годишње [27]. Висок садржај угљених хидрата и ароматичних 

једињења који улазе у састав лигноцелулозне биомасе омогућава добијање више различитих 

типова производа полазећи од једне сировине, за разлику од нпр. скробних или уљаних 

сировина.  

2.2.1. Хемијска структура 

 Лигноцелулозна биомаса се састоји из три основне компоненте – полисахарида целулозе и 

хемицелулозе и ароматичног полимера лигнина. Осим тога, у састав лигноцелулозне биомасе улазе и 

вода, протеини, минерали, неструктурни сахариди и, у зависности од типа биомасе, мање количине 

воскова, смола, терпена, пигмената, алкалоида и пепела [9]. На слици 2.2. приказана је хемијска 

структура лигноцелулозне биомасе. 



Теоријски део                  Јована Грбић 

7 

 

 
Слика 2.2. Хемијска структура лигноцелулозне биомасе 

 Целулоза је најраспрострањенији органски полимер на Земљи, присутан у ћелијском 

зиду виших биљака, неких алги и оомицета. Она представља линеарни хомополисахарид 

изграђен од неколико хиљада (10 000 до 15 000) мономера D-глукозе, међусобно повезаних -

(1,4)-гликозидним везама. У макромолекулу целулозе присутна су два типа структурне 

организације, кристални и аморфни. Линеарни ланци мономера глукозе се умрежавају у 

кристалну решетку целулозе помоћу јаких водоничних и Ван дер Валсових веза. Стварањем 

интер- и интрамолекулских водоничних веза, кристална структура постаје уређенија. Ове везе 

настају између хидроксил групе присутне на C3 атому једног молекула глукозе и кисеоника у 

гликозидном прстену другог молекула. На овај начин повећава се густина кристалне структуре, 

која износи око 1,6 g cm-3 [9]. У зависности од порекла целулозе, кристална решетка чини од 

30 до 80% њене структуре [28,29]. Са повећањем удела кристалне структуре целулозе расте и 

њена отпорност на дејство различитих типова растварача и ензима. Кристална целулоза је 

хидрофобна и не раствара се ни у води ни у разблаженим киселинама на ниској температури. 

Водоничне везе које одржавају кристалну структуру се раскидају када се на њих делује 

повишеном температуром или концентрованим киселинама, у којима долази и до хидролизе 

[29]. Са друге стране, аморфни делови целулозе лакше подлежу дејству ензима и киселина и 

први се разграђују. Аморфни делови целулозе су осетљивији на примену третмана због своје 

структуре, коју одликује неправилна диспозиција полимерних ланаца у макромолекулу. Због 

тога су аморфни делови мање густи од кристалне целулозе (око 1,5 g cm-3) [9]. Производи који 

настају разградњом целулозе зависе од степена хидролизе. У случају потпуне хидролизе 

настаје моносахарид D-глукоза, а уколико је хидролиза била делимична настаје дисахардид 

целобиоза, уз мање фракције олигосахарида. Глукоза се може користити као извор угљеника у 

ферментационим процесима, резултујући производњом органских киселина и алкохола [30]. 

Као извори угљеника у овим процесима могу се користити и други моносахариди, попут 

ксилозе добијене из хемицелулозе. 

 Хемицелулоза представља други градивни полисахарид ћелијског зида. Организована 

је као разгранати хетерополисахарид, изграђен од око 200 мономерних јединица, повезан са 

целулозним влакнима [31]. Њен састав зависи од порекла и типа, а укључује пентозе ксилозу 

и арабинозу и хексозе глукозу, галактозу, манозу и рамнозу [32]. Просечна молекулска маса 

износи до 30 000 kDa, а структурне групе присутне у макромолекулу хемицелулозе су ксилани, 

манани, галактани и арабиногалактани [9]. Ксилани чине осовину хемицелулозног 
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макромолекула. Сачињени су од полимерног ланца D-ксилозе, уз мање количине L-арабинозе 

[33]. Мономери D-ксилозе су повезани -1,4-гликозидним везама са суседним гранама 

хемицелулозе, али и међусобно. Гране хемицелулозе сачињене од L-арабинофуранозних 

јединица су везане за D-ксилозу у О-3 положају, док су за D-глукуронску киселину везане у О-

2 положају (слика 2.3.). Састав и удео ксилана у структури хемицелулозе зависи од порекла 

биљке. Осим ксилана, доминантну компоненту хемицелулозе чине и манани и деривати манана 

(глукоманани, галактоманани, глукуронска киселина, итд.). Манани се састоје из остатака 

манозе повезаних -1,4-гликозидним везама, док у састав галактоманана улазе јединице 

галактозе повезане -1,6-гликозидним везама [34]. Глукуронска киселина је најзаступљенија 

киселина у ћелијском зиду, а у структури хемицелулозе је везана за манозу -1,4 везама и за 

друге молекуле глукуронске киселине -1,2 везама [28]. Разграната структура хемицелулозе је 

аморфног типа, што је чини осетљивијом на дејство спољних агенаса. Иако је нерастворна у 

води на ниским температурама, потребно је уложити значајно мање енергије како би се 

променила структура хемицелулозе, у односу на целулозу. Стога се хемицелулоза прва 

разграђује применом различитих третмана. Њеном разградњом настају моносахариди са пет, 

односно шест С атома, погодни као извор угљеника у ферментационим процесима. Осим тога, 

ови моносахариди се могу превести у фурфурал и 5-хидроксиметил фурфурал. Како 

хемицелулоза представља везу између целулозе и лигнина, њеном разградњом се олакшава и 

даља делигнификација биомасе. 

 
Слика 2.3. Структурна формула ксилана и деривата (преузето и прилагођено према [9]) 

 Лигнин је најраспрострањенији природни ароматични полимер на Земљи. Састоји се из 

смеше различитих ароматичних и алифатичних мономера, међусобно повезаних у структурно 

најкомплекснији природни полимер. У састав лигнина улазе три основна монолигнола – р-

кумарил алкохол, кониферил алкохол и синапил алкохол (слика 2.4.). Сваки од ових алкохола 

представља одговарајућу градивну јединицу. H-јединица је градивна јединица p-кумарил 

алкохола, G-јединица одговара кониферил алкохолу, док је Ѕ-јединица градивна јединица 

синапил алкохола. Њихов међусобни однос и удео у лигнину зависе од врсте биљке, док број 

мономерних јединица присутних у лигнину износи приближно 4 000 [31]. У зависности од 

удела монолигнола разликују се три типа лигноцелулозне биомасе, односно три типа лигнина 

– лигнин тврдог дрвета, лигнин меког дрвета и лигнин трава. Лигнин тврдог дрвета је изграђен 

од кониферил алкохола (од 25% до 50%) и синапил алкохола (од 45% до 75%), лигнин меког 

дрвета је доминантно изграђен од кониферил алкохола (>95%), док су у лигнину трава 

заступљена сва три алкохола, и то р-кумарил алкохол са 5% до 35%, кониферил алкохол са 33% 

до 80% и синапил алкохол са 20% до 55% [35]. 
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Слика 2.4. Хемијска структура алкохола који улазе у састав лигнина и основних градивних 

јединица лигнина 

 Током лигнификације ћелијског зида долази до оксидативне полимеризације р-кумарил 

алкохола, кониферил алкохола и синапил алкохола. Ови алкохоли су међусобно повезани C-C 

везама (5-5, -, -1 и -5) и арил етарским везама (-О-4 и α-О-4), чинећи структуру лигнина 

комплексном, нелинераном и неуниформном 3Д разгранатом мрежом [36]. Расподела 

монолигнола у структури лигнина је директно повезана са бројем C-C веза. Ѕ јединица је 

метокси супституисана у C5-позицији, што спречава формирање 5-5 и -5 веза. Као резултат 

тога, лигнин тврдог дрвета, који садржи више Ѕ јединица има линеарнију структуру у односу 

на лигнин меког дрвета и лигнин трава [37]. Захваљујући великом броју поларних и хидроксил 

група у лигнину настају јаке интер- и интрамолекуларне водоничне везе. Оваква структурна 

организација чини лигнин нерастворљивим у води и другим неалкалним растварачима [9]. У 

алкохолима мале молекулске масе, ацетону и диметил-сулфоксиду долази до кондензације 

лигнина, при чему се издвајају растворљив и нерастворљив лигнин. Типови веза у лигнину су 

приказани на слици 2.5. 

 
Слика 2.5. Типови веза у молекулу лигнина. Пуном линијом су заокружене етарске везе, а 

испрекиданом линијом су заокружене кондензоване везе. [38] 
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 Раскидањем C-О веза и C-C веза долази до деполимеризације лигнина. Као производи 

деполимеризације настају различита ароматична једињења, попут фенола, гвајакола и 

ванилина [39]. Ова једињења представљају високо вредне производе који се још увек 

доминантно производе у петрохемијским рафинеријама. Прелазак на биорафинеријско 

добијање вредних ароматичних једињења би значајно допринео одрживости процеса њихове 

производње и добијању производа већег квалитета. Међутим, да би овај прелазак био могућ, 

неопходно је најпре раздвојити лигнин од целулозе и хемицелулозе, уз максимално очување 

његове природне структуре. 

 Целулоза, хемицелулоза и лигнин су међусобно повезани различитим типовима веза. 

Јаке водоничне везе су заступљене кроз читаву структуру лигноцелулозе и настају између свих 

компонената. Осим водоничних веза, између хемицелулозе и лигнина јављају се и етарске и 

естарске везе, док су лигнин и целулоза повезани етарским везама [40]. Удео ових компоненти 

у биомаси зависи од врсте и дела биљке, као и од њене старости. Просечни садржај целулозе, 

хемицелулозе и лигнина у различитим типовима лигноцелулозне биомасе приказан је у табели 

2.1. 

Табела 2.1. Просечни садржај целулозе, хемицелулозе и лигнина у различитим типовима 

биомасе [41,42]. 

Биомаса 
Садржај компоненте (%) 

Целулоза Хемицелулоза Лигнин 

Кукурузна стабљика 30-40 20-30 20-30 

Кукурузни окласак 41 31 12 

Пшенична стабљика 33-40 20-25 15-20 

Пиринчана стабљика 28-36 23-28 12-14 

Пиринчана љуска 37 29 24 

Јечмена стабљика 38 35 16 

Сојина стабљика 34 16 22 

Сојина љуска 33 17 10 

Багаса шећерне трске 40-45 30-35 20-30 

Багаса слатког сирка 45 27 21 

Кинески шаш 52 21 18 

Мухар 31 24 18 

Топола 44 20 29 

Бамбус 45 24 20 

 

 У овој дисертацији је као сировина у експерименталном раду коришћена кукурузна 

стабљика. Кукурузна стабљика је одабрана због свог уједначеног хемијског састава и 

подједнаке заступљености главних компоненти. Испитана су својства и могућност 

искоришћења све три фракције лигноцелулозне биомасе. Осим тога, при избору сировине 

узета је у обзир и њена распрострањеност широм света, као и количине доступне за 

имплементацију у биорафинеријским поступцима. 

2.2.2. Кукуруз и кукурузна стабљика 

Кукуруз (лат. Zea mays) је једна од најважнијих и најраспрострањенијих житарица, која 

се употребљава у исхрани људи и животиња и као индустријска сировина. Процењује се да ће 

и у будућности кукуруз остати на првом месту међу житарицама по количини произведеног 

усева, а на основу досадашњих кретања производње, са последњим подацима у 

пољопривредној сезони 2024/25.  од  око 1 200 милиона метричких тона кукуруза (слика 2.6.) 

[43]. Највећи произвођачи кукуруза у свету су САД, Кина и Бразил, а за њима следи Европска 

Унија, док је Србија на 20. месту по обиму производње. Према Републичком заводу за 

статистику, у Србији је током 2024. године произведено 5 107 309 t кукуруза, који се простирао 

на 987 492 ha. Највећа количина овог кукуруза (око 64%) потиче са простора АП Војводине. 
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Просечни принос кукуруза је износио 5,2 t ha-1, што је за 38,5% мање него у 2023. години [44]. 

Мањи принос је остварен и на нивоу Европске Уније током 2024. године, што је последица 

климатских услова који су били неповољни за гајење кукуруза [43]. 

 
Слика 2.6. Принос усева житарица за сезону 2024/25. на глобалном нивоу (преузето и 

прилагођено према [43]) 

 Кукуруз је једногодишња биљка из породице трава (лат. Poaceae), чија дужина 

вегетације зависи од хибрида и услова спољашње средине. У зависности од врсте кукуруза, 

стабљика може бити висока од 0,5 m до 5 m [45]. Цилиндричног је облика и обично се састоји 

из двадесетак чланака (интернодуса) који раздвајају чворове (нодусе) из којих полазе листови. 

Листови могу бити ширине око 9 cm и дужине од 50 cm до 100 cm, а њихов број зависи од броја 

нодуса и интернодуса. Клипови се образују у корену листова у средишњем делу стабљике. 

Најчешће се образује један до два клипа по стабљици, али њихов број може варирати у 

зависности од подврсте и генотипа кукуруза. [46] Делови биљке кукуруза приказани су на 

слици 2.7. 

 
Слика 2.7. Делови биљке кукуруза 
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 У индустрији, кукуруз се користи у производњи хране за животиње, производа суве 

мељаве (кукурузна каша, кукурузно брашно, гриз и пахуљице) и производа влажне мељаве 

(скроб, шећер, уље, декстрин). Дестилацијом и ферментацијом кукуруза настају различити 

алкохоли (етил, бутил и пропил алкохол), ацеталдехиди, глицерол, као и неке органске 

киселине (сирћетна, млечна, јабучна и лимунска киселина) [47,48]. Осим тога, кукуруз се може 

користити као полазна сировина за добијање текстилних влакана, адхезива, гуме, лекова и 

папира [49]. 

Након убирања клипа и уклањања зрна – јединог јестивог дела кукуруза, кукурузна 

стабљика, метлица, лишће и окласак са комушином и свилом заостају као пољопривредни 

остаци. Иако је у већини земаља законом забрањено спаљивање жетвених остатака, ова пракса 

је још увек уобичајена широм света. Током 2022. године у Србији је спаљено 952 216 t биомасе 

заостале након бербе кукуруза, што је довело до укупне емисије N2O и CH4 од приближно 250 

kt CO2eq [2]. На светском нивоу је спаљено 203 470 050 t, резултујући емисијом гасова са 

ефектом стаклене баште од око 19 000 kt CO2eq [2]. Штетан утицај ових емисија на животну 

средину се може спречити давањем употребне вредности жетвеним остацима.  

Кукурузна свила је богата биоактивним једињењима, попут флавоноида, флавона и 

фенолних киселина, пигментима и стероидима, попут ситостерола, стигмастерола, алкалоида 

и сапонина [49]. Захваљујући свом саставу, кукурузна свила има антиинфламаторно дејство, 

користи се као диуретик код обољења бубрега, а ефикасност је показала и у лечењу хроничних 

обољења, попут дијабетеса, гојазности и хипертензије [50,51]. Стога се најчешће прикупља, 

суши и конзумира у виду чаја. Док је код комушине и лишћа заступљено нешто више протеина 

и минералних материја, стабљика и окласак су доминантно лигноцелулозне сировине [48]. 

Самлевена кукурузна стабљика и окласак се, у комбинацији са другим хранивима, могу 

користити за прехрану животиња, док се сви заостали делови могу користити за огрев. Такође, 

делови стабљике се могу оставити на њиви након жетве и инкорпорирати у земљиште током 

даље обраде, у циљу амелиорације земљишта за наредну сетву [47]. Ипак, највеће количине 

неискоришћене биомасе заостале након бербе кукуруза се одлажу на депоније, стварајући 

велике количине отпада сваке године, или спаљују и тиме загађују животну средину [52]. 

Окласак представља око 20% укупне количине заостале биомасе кукуруза, док стабљика са 

близу 80% представља доминантну компоненту ових остатака [47]. На сваких килограм 

произведеног зрна кукуруза заостаје просечно око један килограм кукурузне стабљике, што на 

годишњем нивоу представља око милијарду тона заостале стабљике глобално [53]. Осим тога 

што чини највећи део жетвених остатака кукуруза, кукурузна стабљика уједно представља и 

најзаступљенији извор биомасе међу свим житарицама, попут пшенице, пиринча, јечма, овса, 

ражи (слика 2.6.) [54]. Стога је неопходно пронаћи нове начине за искоришћење ове вредне 

сировине у складу са циљевима одрживог развоја.  

Кукурузна стабљика се састоји из три главне компоненте – целулозе (од 30% до 40%), 

хемицелулозе (од 20% до 30%) и лигнина (од 20 % до 30%), а њихов удео варира у зависности 

од хибрида, старости биљке и дела стабљике (ближе корену, односно ближе метлици) [55]. 

Дебљина ћелијског зида кукурузне стабљике износи око 6,8 µm, дужина влакана око 1,32 mm, 

ширина влакана око 24,3 µm, а ширина лумена око 24,3 µm [56]. На попречном пресеку 

кукурузне стабљике могу се уочити два морфолошки важна региона – паренхим и спроводни 

снопићи (слика 2.8.). Паренхим даје облик стабљици и има способност сакупљања и чувања 

хранљивих материја и воде. Зид паренхимских ћелија сачињен је претежно од целулозе и 

хемицелулозе. Спроводни снопићи су распоређени по читавој површини кукурузне стабљике, 

између ћелија паренхима. Сачињени су од ксилема и флоема, при чему је ксилем окренут ка 

центру, а флоем ка периферији стабљике. Основна улога спроводних снопића је транспорт воде 

и нутријената од корена до листова (ксилем), односно производа фотосинтезе од листова до 

корена и остатка биљке (флоем). Ћелијски зид ксилема је изграђен претежно од лигнина, док 

је у зиду флоема присутна целулоза. [57,58]   
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Слика 2.8. Попречни пресек кукурузне стабљике, снимљен помоћу светлосног 

микроскопа, увећан 20 пута 

Захваљујући свом саставу који укључује висок садржај угљених хидрата, кукурузна 

стабљика се може користити за производњу биогорива, хемикалија и градивних јединица из 

којих се производе хемикалије [47]. Међутим, како би се кукурузна стабљика ефикасно превела 

у жељени производ, неопходно је најпре разградити њену комплексну лигноцелулозну 

структуру применом одговарајућег третмана. 

2.3. Третмани лигноцелулозне биомасе 

 Третман лигноцелулозне биомасе представља кључни корак у њеној валоризацији. 

Применом третмана долази до разградње комплексне структуре лигноцелулозе до њених 

основних фракција – целулозе, хемицелулозе и лигнина. У зависности од приступа, третмани 

могу бити развијени тако да се њима уклони лигнин и део хемицелулозе, уз очување целулозе 

у заосталој биомаси (енгл. „cellulose-first approach“), или да се примарно уклони угљено-

хидратна компонента, при чему заостаје лигнинска фракција (енгл. „lignin-first approach“). У 

оба случаја, циљ третмана је добијање што чистијих фракција очуване структуре, како би се 

валоризацијом добили високи приноси производа доброг квалитета. Да би се овај циљ 

постигао, неопходно је да примењени третман задовољи следеће критеријуме [41,59,60]: 

(1) ефикасно уклањање лигнина, уз минимално нарушавање његове природне структуре; 

(2) смањење индекса кристалиничности целулозе; 

(3) смањење величине честица и повећање порозности третиране биомасе, како би се 

обезбедила већа специфична површина супстрата и тиме олакшала ензимска 

хидролиза; 

(4) спречавање стварања инхибиторних једињења која смањују ефикасност ензимске 

хидролизе и ферментације; 

(5) спречавање губитака шећера нежељеном разградњом целулозе и хемицелулозе; 

(6) ефикасна примена на различитим типовима лигноцелулозних сировина; 

(7) једноставно извођење и увећање размера процеса; 

(8) утрошак мале количине енергије, уз могућност рекуперације енергије; 

(9) употреба еколошки прихватљивих реагенаса; 

(10) економска исплативост процеса. 

 Током претходних деценија развијени су бројни третмани биомасе који се примењују 

на индустријском нивоу. Међутим, конвенционални третмани често не испуњавају све 

поменуте критеријуме. Стога се у последњих неколико година активно ради на проналажењу 

нових, неконвенционалних третмана, који су у складу са наведеним критеријумима, 

превасходно са онима који се тичу одрживог развоја. Класификација третмана лигноцелулозне 

биомасе приказана је на слици 2.9. 
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Слика 2.9. Класификација третмана лигноцелулозне биомасе 

 Неконвенционални третмани биомасе неретко представљају комбинацију два или више 

конвенционалних третмана, како би се истовремено искористиле предности ових третмана, али 

и превазишли недостаци њихове самосталне употребе. Наиме, многи конвенционални 

третмани захтевају утрошак велике количине енергије или употребу различитих реагенаса. Да 

би третмани засновани на употреби реагенаса били еколошки прихватљиви, неопходно је да 

се по завршетку третмана употребљени реагенси рекуперишу, по потреби пречисте и уврсте у 

нови циклус третмана или одложе на адекватан начин. Ово захтева додатно улагање енергије 

и финансијских средстава. Како третман биомасе често представља више од 40% укупних 

трошкова прераде лигноцелулозне биомасе, потребно је пажљиво проценити и одабрати 

адекватне услове при којима ће се третман одвијати [61]. Предности и недостаци 

конвенционалних третмана лигноцелулозне биомасе су приказани у табели 2.2.  

2.3.1. Физички третмани 

Основна улога физичких третмана је смањење величине честица, деполимеризација 

целулозе, смањење индекса кристалиничности и повећање специфичне површине целулозе. 

Стога се третмани из ове групе примењују као први корак у процесирању лигноцелулозне 

биомасе, како би се олакшала њена даља разградња. Током физичких третмана не долази до 

стварања једињења која делују инхибиторно на микроорганизме током ферментације. 

Карактерише их једноставно извођење и кратка дужина трајања третмана. Иако су еколошки 

прихватљиви, ови третмани често захтевају велики утрошак енергије. У физичке третмане се 

убрајају механички третман, третман применом микроталаса, третман применом ултразвука, 

екструзија, пиролиза, радијација, третман применом пулсног електричног поља, а у новије 

време се примењује и третман замрзавањем.
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Табела 2.2. Предности и недостаци конвенционалних третмана [40,41,62–64] 

Врста третмана Предности Недостаци 

Физички 

третман 

Механички 

третман 

Не долази до стварања инхибитора; једноставно 

извођење; повећање специфичне површине целулозе 

Енергетски захтеван третман; висока цена; не долази 

до уклањања лигнина 

Микроталаси Кратка дужина трајања третмана; једноставно 

извођење; не долази до стварања инхибитора 

Ограничена могућност скалирања процеса; висока 

цена 

Ултразвук Не долази до стварања инхибитора; мали утрошак 

енергије; једноставно извођење 

Продужавањем третмана може доћи до смањења 

ефикасности; ограничена могућност скалирања 

процеса; висока цена 

Екструзија Једноставно извођење и на индустријском нивоу; 

еколошки прихватљив третман; континуалан процес 

Енергетски захтеван третман; недовољна ефикасност 

на биомаси са већим садржајем лигнина; не може се 

користити самостално 

Пиролиза Кратка дужина трајања третмана; ефикасна разградња 

целулозе 

Енергетски захтеван третман; висока температура 

Радијација Смањење степена полимеризације целулозе; кратка 

дужина трајања третмана 

Висока цена; енергетски захтеван третман; 

неспецифичан процес 

Пулсно електрично 

поље 

Повећање специфичне површине целулозе; кратка 

дужина трајања третмана; мали утрошак енергије 

Недовољно развијена техника за делигнификацију; 

углавном се користи за екстракцију; ограничена 

могућност скалирања процеса 

Хемијски 

третман 

Киселине Кратка дужина трајања третмана; могућност 

хидролизе до редукујућих шећера без употребе 

ензима 

Корозија; висока токсичност; висока цена; настанак 

инхибиторних једињења; неопходна неутрализација 

Базе Настаје мала количина инхибитора; ефикасно 

уклањање лигнина 

Енергетски захтеван третман; дужина трајања 

третмана; потребне велике количине реагенса; 

неопходна неутрализација 

Соли Еколошки прихватљив третман; висока реактивност; 

не долази до корозије 

Настанак инхибиторних једињења; потребна велика 

количина соли за постизање веће ефикасности 

Органски 

растварачи 

Кратка дужина трајања третмана; ефикасно уклањање 

лигнина 

Потребне велике количине реагенса; енергетски 

захтеван третман; настанак испарљивих материја 

Јонске течности Велики температурни опсег; добра хемијска 

стабилност; могућност рекуперације 

Енергетски захтеван третман; висока цена; 

токсичност 

Дубоке еутектичке 

смеше 

Ниска цена; биодеградабилност; биокомпатибилност; 

могућност рекуперације; ниска токсичност; ефикасно 

уклањање лигнина 

Велики вискозитет; ограничена могућност скалирања 

процеса 

 



Теоријски део                                       Јована Грбић 

16 

 

Табела 2. Предности и недостаци конвенционалних третмана (наставак) 

Врста третмана Предности Недостаци 

Физичко-

хемијски 

третман 

Хидротермални 

третман 

Еколошки прихватљив третман; једноставно 

извођење и на индустријском нивоу 

Дужина трајања третмана; енергетски захтеван 

третман; може доћи до разградње шећера 

Водена пара Ниска цена; еколошки прихватљив третман; мали 

утрошак енергије 

Висока температура; настанак инхибиторних 

једињења; може доћи до разградње шећера 

Суперкритични 

флуиди 

Низак вискозитет; добра дифузивност; ниска цена; 

еколошки прихватљив третман; могућност 

рекуперације 

Енергетски захтеван третман; рад под високим 

притиском 

Амонијак Настаје занемарљива количина инхибитора; повећање 

специфичне површине целулозе; висока селективност 

Корозија; недовољна ефикасност на биомаси са већим 

садржајем лигнина 

Оксидативни 

третмани 

Висока селективност; еколошки прихватљиви 

третмани; амбијентални реакциони услови; не долази 

до стварања инхибитора  

Висока цена озона; може доћи до губитка шећера 

услед неселективне оксидације; ограничена 

могућност скалирања процеса 

Биолошки 

третман 

Гљиве Благи реакциони услови; не долази до стварања 

инхибитора; мали утрошак енергије 

Дужина трајања третмана; низак принос целулозе 

Бактерије Мали утрошак енергије; еколошки прихватљив 

третман; минимална производња штетних једињења 

Дужина инкубације; ниска ефикасност уколико се 

примењује самостално 

Ензими Висока селективност; мали утрошак енергије; нема 

употребе реагенаса 

Висока цена; потребна велика количина ензима; 

ограничена могућност скалирања процеса 
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Механички третман подразумева све методе којима се смањује величина честица, али 

и кристалиничност и степен полимеризације целулозе [41]. Овај третман обухвата сецкање, 

дробљење и различите врсте млевења, попут мокрог и сувог млевења, млевења куглама, 

дисковима, вибрационом енергијом, колоидно млевење, итд. Уложена енергија за уситњавање 

често износи и трећину укупне енергије потребне за третман биомасе, чиме се значајно 

увећавају оперативни трошкови третмана [65]. Пораст оперативних трошкова се може 

контролисати ограничавањем млевења биомасе до величине честица од 1 mm до 3 mm, колико 

је довољно за ефикасну хидролизу [40]. Иако енергетски захтеван, механички третман је 

неизоставан корак који претходи осталим третманима, чак и када се за разградњу биомасе 

примењују други физички третмани. 

Третман микроталасима се заснива на примени микроталасног зрачења фреквенције 

од 0,3 GHz до 300 GHz, које доводи до кидања водоничних веза и слабљења међумолекулских 

веза присутних у биомаси [66]. За разлику од конвенционалног загревања, применом 

микроталаса се пренос топлоте не врши само са површине, већ по читавој запремини узорка у 

врло кратком времену.  Током микроталасног зрачења, у узорку настају зоне са знатно вишом 

температуром, тзв. „вруће тачке“ (енгл. hotspotѕ), које осим повишене температуре 

карактерише и нешто виши притисак. У овим зонама долази до дехидратације угљено-

хидратне компоненте. Дужим излагањем угљено-хидратне компоненте овим зонама могу 

настати фурфурал и 5-хидроксиметилфурфурал, који имају инхибиторни ефекат на ензиме и 

микроорганизме који се користе за ферментацију. Ово се може спречити комбиновањем 

микроталаса са хемијским третманима, тј. употребом различитих растварача, попут киселина, 

база и дубоких еутектичких смеша и модификацијом параметара и времена третмана. 

Додавањем реагенаса у систем се може скратити трајање третмана, док се истовремено 

олакшава разградња лигноцелулозе. Осим термалног, примена микроталаса има и нетермални 

ефекат на деградацију биомасе. Током зрачења долази до диелектричне поларизације влакана, 

при чему се кидају водоничне везе, услед осцилаторног кретања дипола и судара међу 

молекулима [67]. Овај ефекат утиче пре свега на структуру целулозе, док повишена 

температура и притисак доводе до разградње хемицелулозе и лигнина [25].  

Третман ултразвуком користи принцип кавитације за разградњу лигноцелулозне 

биомасе. Применом ултразвучног зрачења фреквенције од 10 kHz до 100 kHz долази до 

формирања кавитационих зона у течној фази [68]. Ове зоне имају изглед налик на мехурове 

који расту до критичне величине, након чега пуцају. Пуцањем кавитационих зона локално се 

повећавају притисак (до 1 800 atm) и температура (у опсегу од 2 000 К до 5 000 К), изазивајући 

снажне микроударе и смицајне силе којима се разбија густа мрежа влакана и нарушава 

структура лигноцелулозе. Током третмана ултразвуком долази и до раскидања α-O-4 и β-O-4 

веза присутних у лигнину [69]. На овај начин се лигнин одваја од угљено-хидратне компоненте, 

чинећи целулозу доступнијом целулазама и повећавајући ефикасност ензимске хидролизе. 

Међутим, дуготрајна примена ултразвука, као и примена високих фреквенција могу изазвати 

међусобне сударе честица и њихову поновну агрегацију, чиме се смањује ефикасност третмана 

[70]. Осим тога, при високим фреквенцијама може доћи до стварања кавитационих зона 

непосредно око извора ултразвука, ограничавајући даљи пренос енергије по читавој запремини 

узорка [40]. Овај проблем се може избећи комбиновањем третмана ултразвуком са хемијским 

реагенсима, као и у случају третмана микроталасима. 

Екструзија је термо-физички третман који подразумева комбинацију неколико 

различитих операција. Мешање и устињавање сировине се врши на високим температурама 

(вишим од 300 °C), док физичке промене у структури лигноцелулозе изазивају смицајне силе. 

Третман се одвија у екструдеру, сачињеном од једне или две Архимедове навојнице које се 

ротирају унутар цилиндра, потискујући биомасу уз зидове цилиндра, при чему трење изазива 

пластичне деформације у структури биомасе [25]. Поступак може бити сув, када у екструдер 

улази сува и сирова биомаса, или влажан, када се на биомасу делује воденом паром, стварајући 

услове сличне третману биомасе у аутоклаву. Предност овог третмана је што се може изводити 

континуално или полуконтинуално, а претходно уситњавање биомасе није потребно. 
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Ефикасност третмана зависи од процесних параметара, односно температуре на којој се 

третман одвија и дужине трајања третмана. Високи приноси се остварују применом високих 

температура у краћем временском периоду, односно нижих температура током дужег 

временског периода [71]. Међутим, како је раздвајање чврсте и течне фазе отежано, екструзија 

се ретко користи самостално, те је неопходна употреба реагенаса. 

Пиролиза такође спада у термо-физичке третмане и представља термичко разлагање 

биомасе у одсуству молекулског кисеоника. Током овог третмана, биомасе се излаже 

температурама изнад 300 °C, а органске компоненте биомасе се разлажу до био-чађи, био-уља 

и некондензованих гасова (CO, H2, CH4, CnHm и CO2) [72]. Њихов састав и удео зависе од 

реакционих услова. Применом нижих температура се повећава дужина трајања третмана, али 

настаје мање испарљивих производа. Са друге стране, тзв. брза пиролиза подразумева 

загревање сировине применом вреле паре у временском интервалу краћем од једне секунде. 

Током овог процеса долази до ликвефакције или утечњавања биомасе, која се преводи у био-

уље са приносом од око 75% [73]. Као ни у случају екструзије, ни пиролиза не захтева 

претходно уситњавање биомасе, а настали гасовити производи се могу користити као извор 

енергије у самом процесу, чинећи овај третман само-одрживим. Ефикасност се може додатно 

повећати применом катализатора попут метала, оксида метала и зеолита [25]. 

Радијација биомасе се може вршити применом гама зрака и електронског снопа. Гама 

зраци имају способност продирања дубоко у лигноцелулозну биомасу, изазивајући структурне 

промене лигнина на нивоу атома [74]. Ове промене су изазване слободним радикалима који 

настају током третмана. Слободни радикали имају способност раскидања гликозидних веза, 

што доводи до разградње полисахарида и смањења кристалиничности целулозе [75]. Третман 

биомасе гама зрацима би требало изводити у посебним коморама, како би се осигурала 

безбедност процеса. Механизам разградње биомасе применом електронског снопа се такође 

заснива на стварању слободних радикала који слабе и кидају водоничне везе у молекулу 

целулозе [25]. Третман биомасе применом електронског снопа делује превасходно на целулозу. 

Да би се постигла делигнификације и делимично разградила хемицелулоза, овај третман би 

требало комбиновати са хемијским или физичко-хемијским третманима [76]. Разградња 

биомасе радијацијом је чист процес током којег не настају инхибиторна једињења и за његово 

извођење није неопходна употреба реагенаса. Међутим, због високе цене процеса, велике 

количине енергије коју треба уложити и безбедносних мера које треба предузети, овај третман 

биомасе је најмање заступљен. 

Третман применом пулсног електричног поља се заснива на електропермеабилизацији 

ћелијске мембране када услед примене спољног електричног поља дође до превазилажења 

трансмембранског потенцијала. Када се на ћелију делује пулсним електричним пољем, у 

зависности од услова, долази до пораста пермеабилности ћелијске мембране, а често се 

користи и термин електропорација [68]. Мембрански потенцијал се повећава, док селективност 

мембране опада, а пермеабилност мембране расте. У зависности од јачине примењеног поља, 

која се најчешће креће у опсегу од 0,1 kV cm-1 до 80 kV cm-1, изазване промене могу бити 

привремене или трајне [25]. Нарушавањем структуре ћелијске мембране, целулоза постаје 

изложена дејству других агенаса, укључујући и хидролитичке ензиме. Осим тога, применом 

овог третмана могу се уклонити и значајне количине лигнина [77]. Међутим, овај начин 

третирања биомасе је још увек недовољно истражен, те ни механизми по којима долази до 

разградње лигноцелулозе нису познати.  

Замрзавање представља новији начин третирања биомасе, заснован на промени 

запремине воде током њеног преласка из течног у чврсто стање. Третман замрзавањем 

подразумева мешање биомасе са малом количином воде и њено замрзавање. Вода најпре 

дифундује у биомасу, а након излагања ниској температури прелази у чврсто агрегатно стање. 

Запремина воде којом је биомаса натопљена се повећава током стварања леда, што доводи до 

нарушавања структуре ћелијског зида [78]. Овај процес је еколошки прихватљив јер нема 

употребе реагенаса, ни настанка инхибиторних једињења. Осим конвенционалног начина 

замрзавања, за значајно смањење дужине третмана се може користити и течни азот [79]. 
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Такође, није неопходно претходно уситњавање биомасе. Третирана биомаса постаје крхка и 

лако се разбија на ситније делове, те се замрзавањем биомасе пре механичког третмана могу 

значајно смањити потребе за енергијом уложеном у млевење [79]. Третман биомасе 

замрзавањем је заступљенији у земљама које карактерише хладнија клима, попут нордијских 

земаља. У овим земљама се на почетку хладног периода биомаса натапа водом, а затим износи 

на поља и оставља на њима да се замрзне на ниским температурама [78]. 

2.3.2. Хемијски третмани 

Хемијски третмани биомасе се заснивају на примени неорганских и органских 

реагенаса, попут киселина, база и различитих врста органских растварача. Ефикасност ових 

третмана зависи од карактеристика самог реагенса, као и од процесних услова. У хемијске 

третмане се убрајају третман киселинама или чешће коришћен израз - кисели третман, третман 

базама – алкални третман, третман солима, третман органским растварачима, јонским 

течностима и третман дубоким еутектичким смешама. Према неким класификацијама, у 

хемијске третмане се убрајају и третмани из групе оксидативних процеса. Међутим, због 

начина њиховог извођења и механизама по којима долази до разградње биомасе, оксидативни 

третмани у овој дисертацији су сврстани у физичко-хемијске третмане. 

Кисели третман се врши применом концентрованих или разблажених киселина. Од 

концентрованих киселина најчешће се користе сумпорна, хлороводонична, азотна и сирћетна 

киселина. Ове киселине имају јак хидролитички потенцијал према целулози, која се током 

третмана разлаже до редукујућих шећера. Током хидролизе концентрованим киселинама 

долази и до стварања инхибиторних једињења, а саме киселине су корозивне, те је неопходно 

изводити третман у реакторима који су отпорни на корозију. Осим тога, употребљене киселине 

би након третмана требало рекуперисати и пречистити, што захтева додатно улагање енергије. 

Стога се за кисели третман чешће бирају разблажене киселине, којима се такође може постићи 

разградња полисахарида до редукујућих шећера. Међу разблаженим киселинама које се 

користе, 4% раствор сумпорне киселине се показао као најефикаснији у хидролизи угљено-

хидратне компоненте [40]. Међутим, када се за хидролизу користе разблажене киселине, 

неопходно је применити високе температуре, у опсегу од 120 °C до 200 °C, како би се 

обезбедила жељена ефикасност третмана [25]. Висока ефикасност се може постићи и 

променом извора топлоте, односно употребом ултразвука или микроталаса за загревање 

узорка. Кисели третман доводи до разградње угљено-хидратне компоненте лигноцелулозе, док 

се структура лигнина само делимично модификује у форму агрегираних лигнина који се не 

могу искористити адекватно и најчешће се само спаљују.  

Алкални третман се користи за постизање високог степена делигнификације третиране 

биомасе. За извођење третмана се користе различите базе – натријум-хидроксид, калијум-

хидроксид, калцијум-хидроксид, амонијум-хидроксид и натријум-карбонат, при чему се 

највећа ефикасност постиже применом натријум-хидроксида [80]. Применом алкалних 

раствора долази до кидања естарских, арил етарских и C-C веза у реакцији сапонификације 

[41]. На овај начин се лигнин одваја од угљено-хидратне компоненте, те целулоза и 

хемицелулоза постају доступније ензимима. Хемицелулоза се делимично раствара услед 

уклањања ацетил и уронских функционалних група [34]. Током алкалног третмана долази и до 

бубрења целулозе, повећања њене специфичне површине и смањења степена полимеризације 

и кристалиничности. Повећање порозности целулозне фракције додатно олакшава пролазак 

ензима, те се применом алкалног третмана истовремено остварује висок степен 

делигнификације уз високе приносе редукујућих шећера. Када се изводи на собној 

температури, овај третман траје и до неколико дана. Дужина трајања третмана се може 

смањити на неколико часова применом високих температура [81]. Додатно повећање 

ефикасности третмана се може постићи применом алтернативних извора загревања, попут 

микроталаса или ултразвука. 

Третман солима подразумева додавање соли у смешу биомасе и воде, при чему у 

воденој средини настају метални комплекси и Луисове киселине. Додавањем металних соли у 
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воду настају јаке ковалентне везе између метала и молекула воде, стварајући тзв. 

„хидратационе сфере“. Ове сфере се састоје од јона метала у центру за који је везано шест 

молекула воде [82]. Ове сфере реагују пре свега са гликозидним везама присутним у 

хемицелулози, при чему се она одваја од лигнина и целулозе, али уз очување структуре ксилана 

[25]. Осим хемицелулозе, применом металних соли долази и до разградње аморфних делова 

целулозе, као и до делимичног уклањања лигнина. Међутим, да би се постигла ефикаснија 

делигнификација, неопходно је применити веће количине соли. Такође, током овог третмана 

могу настати и инхибиторна једињења. 

Третман органским растварачима заснива се на употреби органских растварача, 

њихових водених раствора или њихових смеша. За третман биомасе се користи велики број 

органских растварача различитих својстава, попут етанола, метанола, ацетона, перокси 

киселина, етилен и триетилен гликола [40]. Примењеним третманом се раскидају α-О-арил, -

О-арил и 4-О-метилглукуронске естарске везе у молекулима лигнина и хемицелулозе, што 

олакшава њихово растварање [25]. На овај начин се повећава специфична површина целулозе, 

порозност, као и њена доступност ензимима. Растварачи се након третмана могу једноставно 

рекуперисати и поново користити, повећавајући одрживост процеса. Третман се изводи од 30 

min до 90 min, у температурном опсегу од 120 °C до 200 °C, при pH између 2 и 3,8 [83]. 

Увођењем катализатора у систем се може снизити температура извођења процеса и уједно 

повећати брзина делигнификације. Као катализатори се користе различите минералне 

киселине (хлороводонична, сумпорна и фосфорна киселина), органске киселине (салицилна, 

оксална, мравља и сирћетна киселина), базе (калцијум-хидроксид, натријум-хидроксид и 

амонијак) и, ређе, неке врсте соли (магнезијум-хлорид) [40,83]. Одабир катализатора зависи од 

процесних параметара, а најчешће се користи сумпорна киселина. 

Јонске течности се састоје од органског катјона (имидазолијум, пиридинијум, 

алифатични амонијум, алкиловани фосфонијум и сулфонијум јони) и неорганског анјона [25]. 

Физичка и хемијска својства јонских течности зависе од састава, структуре катјона и степена 

делокализације наелектрисања анјона. Заједничка карактеристика свих јонских течности је 

тачка топљења нижа од 100 °C, као и добра термичка и хемијска стабилност [40]. Ове течности 

су високо реактивне, нетоксичне и ефикасне у третману биомасе. Механизам њиховог 

деловања на структуру биомасе заснива се на компетицији у стварању водоничних веза између 

јонске течности и компоненти лигноцелулозе, чиме се нарушавају постојеће нековалентне везе 

у лигноцелулози. Међутим, висока цена, ограничена растворљивост у води и слаба 

биоразградивост ограничавају њихову примену на индустријском нивоу, те се за третман 

чешће користе дубоке еутектичке смеше [84]. 

Дубоке еутектичке смеше (енгл. Deep Eutectic Solvents DES) представљају нову 

генерацију растварача, који имају унапређена својства у погледу одрживости у односу на 

јонске течности и органске раствараче. Састоје се од акцептора водоничне везе (енгл. Hydrogen 

Bond Acceptor, HBA) и донора водоничне везе (енгл. Hydrogen Bond Donor, HBD). Када се 

помешају у одговарајућем молском односу, ове компоненте имају нижу тачку топљења од тачке 

топљења појединачних компоненти. Овај феномен се заснива на јаким водоничним и ван дер 

Валсовим везама које се стварају између HBA и HBD [85,86]. Стога је припрема DES значајно 

олакшана у односу на јонске течности.  

DES се могу представити општом формулом Cat+X-Yz, при чему Cat+ означава катјон 

(амонијум, фосфонијум или сулфонијум јон), X- је Луисова база (обично халидни анјон), Y је 

Луисова или Бренштедова киселина, док је z број Y врста које интерагују са X- [87]. На основу 

састава, сврставају се у пет група (слика 2.10.): DES које се састоје из кватернарних 

амонијумових соли са металним халидним анјонима (тип I), односно хидратисаним металним 

халидним анјонима (тип II), DES на бази холин хлорида и једињења попут карбоксилних 

киселина, амида, или глицерола (тип III), DES на бази хлорида метала са HBD попут урее, 

амида или алкохола (тип IV),  док се као посебна група издвајају DES у чији састав не улазе 

јони, већ читави молекули (тип V) [88–90]. Осим тога, постоји још неколико подела заснованих 

на њиховом саставу или физичко-хемијским својствима. У зависности од pH вредности, DES 
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могу бити киселе, неутралне или базне [88]. На основу афинитета према води деле се на 

хидрофилне и хидрофобне, а нарочито су значајне природне дубоке еутектичке смеше (енгл. 

Natural Deep Eutectic Solvents, NADES). У састав NADES улазе искључиво природне 

компоненте, попут примарних метаболита биљака (тип III, слика 2.10.). Захваљујући свом 

саставу, овај тип еутектичких смеша је биоразградив, биокомпатибилан, нетоксичан, еколошки 

прихватљив и припада групи зелених растварача [91,92]. NADES се користе у третману 

лигноцелулозне биомасе, најчешће као смеша холин хлорида или бетаина као HBA и 

карбоксилне киселине као HBD [93]. Међу карбоксилним киселинама, млечна киселина се 

истакла као нарочито ефикасна, захваљујући великом броју хидроксилних група присутних у 

смеши са холин хлоридом, уз већу мобилност протона у оваквом систему [94]. 

 

Слика 2.10. Класификација дубоких еутектичких смеша према саставу (преузето и 

прилагођено према [90]) 

Механизам разградње биомасе применом NADES заснива се на кидању водоничних и 

ковалентних веза у лигноцелулози, олакшавајући њено фракционисање. Применом NADES на 

бази холин хлорида лигнин се преводи у мономере, услед кидања великог броја -О-4 веза и 

делимичног раскидања C-C веза (-' и -5' веза) [95]. Током третмана киселим смешама 

долази најпре до уклањања Cα алкохола, при чему у бочном ланцу лигнина настају високо 

реактивни бензил радикали. На овај начин се нарушава коњугована структура лигнина 

кидањем Cα веза, а лигнин се деполимеризује [96]. Осим тога, лигнин се може разградити и 

оксидацијом. Оксидовањем Cα алкохола до кетона и ациловањем Cγ примарних алкохола 

олакшава се раскидање -О-4' веза кроз различите реакције (нпр. елиминација, хидролиза) 

[97]. Поред наведених механизама, током третмана лигноцелулозне биомасе применом NADES 

може доћи и до реакција дехидратације, кондензације, деетоксилације и ациловања, које такође 

доводе до разградње лигноцелулозне структуре [98]. Адекватним одабиром компоненти које 

ће ући у састав NADES, као и њиховог међусобног односа, могу се подешавати физичко-

хемијска својства смеше и прилагодити потребама третмана. 

Без обзира на хемијски састав, све NADES карактерише велика вискозност, што може 

утицати на ефикасност примењеног третмана. Како би се овај проблем превазишао, у NADES 

се додаје вода, било као компонента смеше током саме припреме или непосредно пред 

извођење третмана. Међутим, превише воде у смеши може нарушити њену структуру и 

смањити ефикасност делигнификације, те њен удео не би требало да прелази 30% (мас.) 
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[92,99]. Вискозитет се може смањити и повишењем температуре на којој се третман изводи. 

Загревање може бити конвенционално, али је потребно вршити га у дужем временском 

периоду. Како би процес био одрживији, као извор топлоте могу се користити микроталаси или 

ултразвук [93,100–102]. Комбиновањем NADES са овим физичким третманима постиже се 

ефикаснија делигнификација. Такође, одрживости процеса значајно доприноси и могућност 

рекуперације NADES, при чему се иста смеша може користити за третман и до пет пута [103]. 

2.3.3. Физичко-хемијски третмани 

Физичко-хемијски третмани изазивају истовремено механичке и хемијске промене у 

лигноцелулозној биомаси и тиме поспешују њену разградњу. У физичко-хемијске третмане се 

убрајају хидротермални третман, експлозија воденом паром, третман суперкритичним 

флуидима, декомпозиција експлозијом у присуству амонијака и оксидативни третмани.  

Хидротермални третман подразумева примену воде на повишеној температури, у 

опсегу од 170 °C до 230 °C, и притиску до 5 MPa [41]. При наведеним условима долази до 

хидролизе хемцелулозе, уз ослобађање ацетил група, као и до делимичне разградње лигнина. 

На овај начин целулоза постаје доступнија ензимима. Како би се спречио настанак 

инхибиторних једињења, хидротермални третман се изводи у контролисаном pH опсегу, од 4 

до 7 [104]. Због једноставног извођења, овај третман је погодан за примену на индустријском 

нивоу. Међутим, употреба велике количине воде, која захтева и улагање велике количине 

енергије, смањује одрживост овог процеса [64]. 

Експлозија воденом паром је у основи третман сличан хидротермалном третману. 

Биомаса се третира засићеном воденом паром у сличном температурном опсегу (од 160 °C до 

260 °C) и притиску до 5 MPa, у трајању од свега неколико минута [41]. При овим условима 

молекули воде лако продиру у структуру биомасе. Механизам разградње се заснива на наглом 

обарању притиска током којег молекули воде експлозијом напуштају биомасу, кидајући 

гликозидне везе унутар целулозне и хемицелулозне компоненте биомасе, али и везе између 

хемицелулозе и лигнина [105]. Као и применом топле воде, током овог третмана такође долази 

до хидролизе хемицелулозе и настанка сирћетне киселине. Настала сирћетна киселина делује 

као катализатор на даљу разградњу биомасе. Због тога се овај третман другачије назива и 

аутохидролиза [106]. За разлику од хидротермалног третмана, овај третман је енергетски 

ефикаснији, а уз то и еколошки прихватљив и не захтева употребу реагенаса. Осим тога, када 

се користи за устињавање биомасе, неопходно је уложити 70% мање енергије за постизање 

исте величине честица него када се користи механички третман [107]. Међутим, примена 

високих температура може довести до стварања инхибиторних једињења, као и до нежељене 

разградње шећера који се након третмана не могу издвојити и користити. 

Суперкритични флуиди су флуиди који истовремено поседују особине гаса и течности. 

Када се нађу на притисцима и температурама изнад критичних вредности, коефицијент 

дифузије и вискозитет ових флуида је близак гасовима, док је истовремено њихова густина 

блиска густини течности. Флуиди оваквих карактеристика лакше продиру у биомасу и 

ефикасније разграђују њену структуру [60]. За третман биомасе углавном се користи 

суперкритични угљеник (IV) оксид. Веома ретко се примењује и сумпор (IV) оксид, али тај 

третман обично претходи аутохидролизи [108]. Како и вода поседује сличне особине када се 

изложи високим притисцима и температурама, често се и она сврстава у суперкритичне 

флуиде. При високим притисцима, суперкритични угљеник (IV) оксид продире у густу мрежу 

лигноцелулозних влакана и делимично разграђује комплекс хемицелулоза-лигнин. Када дође 

у контакт са водом, угљеник (IV) оксид се раствара и настаје угљена киселина, која делује као 

катализатор хидролизе хемицелулозе. Осим тога, спуштањем притиска долази до физичког 

пуцања структуре лигноцелулозе, као и у случају аутохиролизе [41]. Ово доводи до повећања 

порозности и специфичне површине целулозе, као и до ефикаснијег продирања ензима до 

целулозе. Применом суперкритичног угљеник (IV) оксид не настају инхибиторна једињења, 

нема штетног утицаја на животну средину и не долази до нежељене разградње угљено-

хидратне компоненте. Такође, одрживости третмана доприноси и могућност рекуперације 
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угљеник (IV) оксида и његовог поновног коришћења без губитка ефикасности. Међутим, за 

постизања високог притиска неопходно је уложити велику количину енергије [41]. 

У третмане који се изводе при високим притисцима сврстава се и декомпозиција 

експлозијом у присуству амонијака (енгл. Ammonia Fibre Expansion, AFEX). Овај третман се 

одвија по истом механизму као експлозија применом водене паре или суперкритичних флуида. 

Биомаса се меша са течним амонијаком, најчешће у односу 1:1, а затим се излаже високом 

притиску (од 1,7 MPa до 2,1 MPa) и нешто нижим температурама, у опсегу од 60 °C до 100 °C 

[40]. Третман траје од 5 min до 30 min, током којих се биомаса натапа раствором амонијака и 

бубри. Након тога, притисак се снижава, при чему молекули гаса нагло напуштају биомасу и 

доводе до њеног пуцања. На овај начин се смањује кристалиничност целулозе, а везе између 

лигнина и угљено-хидратне компоненте слабе или се потпуно кидају. Истовремено долази до 

уклањања ацетил група из хемицелулозе и њене делимичне разградње, знатно мање него у 

случају аутохидролизе [25]. Током овог третмана не настају инхибиторна једињења и нема 

губитка шећера услед нежељене разградње угљено-хидратне компоненте. Осим тога, није 

неопходно додатно испирање биомасе, чиме се значајно смањују количине отпадне воде. 

Међутим, висока цена амонијака и његово корозивно дејство на реакторе у којима се третман 

изводи ограничавају његову примену. 

Оксидативни третмани се заснивају на употреби оксидационих средстава који доводе 

до деполимеризације биомасе кроз кидање веза унутар лигнина, разградњу хемицелулозе и 

делимичну разградњу целулозе. У ову сврху користе се кисеоник, озон, водоник пероксид и 

перокси киселине, попут пермравље и персирћетне киселине [59]. Механизми разградње 

биомасе зависе од употребљеног оксидационог средства. Чист кисеоник или ваздух се користи 

у комбинацији са водом у процесу тзв. влажне оксидације. Биомаса се излаже води и кисеонику 

на повишеним температурама (од 120 °C до 240 °C) и притисцима (од 0,3 MPa до 3,3 MPa) 

[109]. Током овог третмана, најпре долази до разградње хемицелулозе. Ослобађањем ацетатних 

група хемицелулозе и у реакцијама деестерификације настају органске киселине које 

катализују хидролизу хемицелулозе [59]. Уколико се третман изводи на температурама до      

170 °C, долази до разградње хемицелулозе и делимичне разградње лигнина, док целулозна 

фракција заостаје у третираној биомаси. Међутим, при температурама од 170 °C до 240 °C 

долази до фрагментације све три компоненте лигноцелулозе, које се потпуно разграђују до 

угљеник (IV) оксида, воде и карбоксилних киселина [110]. Овакав механизам доводи до 

минималног настанка инхибиторних једињења током третмана. Озон је најефикасније 

оскидационо средство, са редокс потенцијалом од +2,076 V [111], веома реактивно, нарочито 

према лигнину. Како је у дефициту електрона, озон лако интерагује са лигнином, полимером 

богатим електронима. У овој интеракцији настају карбоксилне киселине, попут мравље и 

сирћетне, које катализују даљу разградњу лигноцелулозе [40]. Релативно мала концентрација 

и број инхибиторних једињења настаје током озонизације [110].  

Водоник пероксид је такође оксидационо средство које је високо реактивно према 

лигнину. Током третмана водоник пероксидом долази пре свега до разградње хемицелулозе и 

лигнина, чиме се повећава доступност целулозе ензимима. Механизам разградње се заснива 

на раскидању алкил/арил етарских веза, оксидативној разградњи ароматичног језгра, као и 

електрофилној супституцији бочних ланаца [112]. Механизам разградње биомасе применом 

водоник пероксида детаљно ће бити описан у одељку 2.3.5. Међу перокси киселинама 

најзаступљенија је персирћетна киселина, захваљујући својој стабилности [113]. Ова киселина 

је високо селективна према лигнину. Она оксидује хидроксил групе до карбонилних група у 

бочним ланцима лигнина и истовремено кида -арил етарске везе лигнина. Као резултат ових 

промена настаје лигнин мање молекулске масе, чија је растворљивост у води већа у односу на 

природни лигнин [59]. Као и у случају других оксидативних третмана, применом персирћетне 

киселине се уклања лигнин и повећава се доступност целулозе ензимима. 
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2.3.4. Биолошки третмани 

 Биолошки третмани подразумева  опонашање поступка разградње лигноцелулозе која 

се дешава у природи, али у контролисаним условима. Третман се заснива на примени 

микроорганизама који имају способност да произведу ензиме и/или друге хемијске супстанце 

(етанол, глицерол, карбоксилне киселине) којима се може нарушити структура лигноцелулозе. 

За овај третман могу се користити цели организми – гљиве и бактерије, или се он може вршити 

директно, применом екстраката или чистих ензима. 

 За третман гљивама користе се гљиве изазивачи белог и браон труљења из групе 

базидиомицета и гљиве изазивачи меког труљења из групе аскомицета и деутеромицета. 

Најзаступљеније су гљиве изазивачи белог труљења, попут Phanerochaete chrysosporium, 

Cerioporia lacerata, Pycnoporus cinnarbarinus, Pleurotus ostreaus, Cyathus stercolerus и 

Ceriporiopsis subvermispora [112]. Гљиве изазивачи белог труљења производе ензиме из групе 

лаказа и пероксидаза, које имају способност разградње лигнина. Гљиве изазивачи браон 

труљења врше деполимеризацију целулозе и само делимично мењају структуру лигнина. 

Фактори који утичу на третман гљивама су садржај влаге, величина честица, температура 

инкубације, pH вредност и нутритивни састав медијума, односно садржај угљеника, азота и 

фосфора [114]. Иако овај третман не захтева примену реагенаса, еколошки је прихватљив и 

селективан према лигнину, уз минимални утрошак енергије, његов главни недостатак је 

дужина трајања. Осим тога, гљиве у свом метаболизму троше угљеник присутан у биомаси, 

чиме се смањују приноси производа насталих у ферментативним процесима [115]. 

 Лигноцелулозна биомаса се може третирати и појединим бактеријама из родова 

Clostridium sp., Cellulomonas sp., Bacillus sp., Thermomonospora sp. и Streptomyces sp., које 

производе екстрацелуларне лигнинолитичке ензиме [116]. Разградња лигноцелулозе применом 

бактерија траје краће у поређењу са третманом гљивама. Међутим, бактерије показују и мању 

ефикасност у делигнификацији биомасе, те се оне најчешће користе у комбинованим 

третманима биомасе. Њихова ефикасност може се повећати применом специфично 

адаптираних или генетички модификованих бактерија [117]. 

 Механизам разградње лигноцелулозе гљивама и бактеријама заснива се на њиховој 

способности да произведу системе ензима. Ови системи се састоје из две групе 

екстрацелуларних ензима – хидролитичких,  који имају способност да разграде полисахариде, 

и лигнинолитичких, који разграђују лигнин и ароматични прстен [118]. Како би се превазишао 

главни недостатак третмана гљивама и бактеријама, дужина трајања третмана се може значајно 

смањити применом чистих ензима или одговарајућих ензимских коктела. За превођење 

целулозе у глукозу користи се смеша ензима из групе целулаза – ендоглуканазе, 

целобиохидролазе и -глукозидазе. Ендоглуканазе хидролизују -1,4-гликозидне везе присутне 

у целулозном ланцу и тиме деполимеризују целулозу. Целобиохидролазе, које се још називају 

и егзоглуканазе, доводе до раскидања веза на крајевима целулозних ланаца, ослобађајући 

молекуле целобиозе. Након тога, -глукозидазе катализују превођење целобиозе у глукозу 

[118]. Разградња хемицелулозе применом ензима одвија се на сличан начин. Међутим, због 

хетерогеног састава, у каснијим корацима хидролизе до простих шећера неопходно је 

користити више различитих ензима. Најважнији ензими из групе хемицелулаза су ендо-1,4--

ксиланаза, која раскида везе унутар ксилана и преводи га у олигосахариде, и 1,4--ксилозидаза, 

која настале олигосахариде преводи у ксилозу [119]. За потпуну разградњу хемицелулозе 

користе се и ксилан естераза, α-1-арабинофуранозидаза и α-О-4-метил глукурозидаза, које 

делују синергистички и доводе до ефикасне хидролизе ксилана и манана [118].  

Механизам разградње лигнина применом ензима се заснива на стварању реактивних 

врста, попут фенокси радикала. За настанак реактивних врста користе се ензими из групе 

оксидоредуктаза, лаказе и хем пероксидазе – лигнин пероксидаза, манган пероксидаза, 

версатилна пероксидаза, пероксидаза за обезбојавање боја и верзатил (хибридна) пероксидаза. 

Лаказе су ензими из групе полифенолоксидаза, који се због четири атома бакра у својој 

структури називају још и плави мултибакарни ензими.  Имају способност да разграђују велики 

број комплексних органских једињења, попут моно-, ди- и полифенола, различитих деривата 
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фенола, ароматичних и алифатичних амина, као и фенолних и нефенолних једињења 

присутних у лигнину [120]. Лаказе за свој каталитички циклус користе молекулски кисеоник 

и редукују га до воде, уз истовремено оксидовање поменутих органских једињења. 

Оксидовање ароматичних молекула се заснива на редокс својствима бакра присутног у лакази. 

Оксидовањем фенолних супстрата настају нестабилни фенокси радикали, који доводе до 

раскидања алкил-арил и Cα-C веза у лигнину [121]. Оксидовање нефенолних једињења врши 

се уз присуство медијатора, једињења која повећавају редокс потенцијал ензима и тиме 

олакшавају оксидовање супстрата. За разлику од лаказа, за каталитички циклус ензима из групе 

хем пероксидаза неопходан је водоник пероксид [41]. Лигнин пероксидазе у свом активном 

центру садрже протопорфиринску групу гвожђа и хем групу. Ове ензиме карактерише највећи 

редокс потенцијал међу хем пероксидазама. Каталитичка активност лигнин пероксидазе се 

заснива на постојању остатака триптофана, захваљујући којима ови ензими могу истовремено 

оксидовати и фенолна и нефенолна ароматична једињења која улазе у састав лигнина [122]. До 

делигнификације долази кидањем C-O-C и C-C веза услед оксидације лигнина, док 

полисахариди остају нетакнути. Иако не захтева присуство медијатора, у присуству вератарил 

алкохола се повећава активност лигнин пероксидазе [123]. Пероксидазе за обезбојавање боја 

представљају недавно откривену групу пероксидаза, које осим лигнина могу разградити и 

различите типове боја [124]. Активни центар ових пероксидаза садржи молекул аспарагинске 

киселине, захваљујући којој долази до оксидације [125]. Верзатил или хибридна пероксидаза 

представља хибрид лигнин пероксидазе и манган пероксидазе. Наиме, овај ензим има 

способност оксидовања супстрата карактеристичних за лигнин пероксидазу, попут вератрил 

алкохола и метоксибензена, али и Mn2+, који је неопходан у каталитичком циклусу манган 

пероксидазе. Осим тога, у одсуству супстрата, овај ензим има способност разградње азо боја, 

попут пероксидазе за обезбојавање [126]. Верзатил пероксидаза је по структури слична манган 

пероксидази, јер поред два Ca2+ места садржи и два места за везивање Mn2+ [127]. 

 Манган пероксидаза (Mn (II) водоник пероксид оксидоредуктаза, EC 1.11.1.13, Mn 

пероксидаза) је поред лигнин пероксидазе најзаступљенија пероксидаза која има способност 

модификовања лигнина. Први пут је изолована из гљиве Phanerochaete chrysosporium пре више 

од три деценије [128]. Производе је различите врсте гљива изазивача белог труљења 

(базидиомицете). Молекулска маса Mn пероксидазе креће се у опсегу од 38 kDa до 62,5 kDa. 

Код високо пречишћених ензима молекулска маса износи око 45 kDa, са изоелектричном 

тачком око 3,55 [129]. Овај ензим показује активност у температурном опсегу од 5 °C до 70 °C, 

а највећу активност постиже на 50 °C до 60 °C. По својој структури спада у гликопротеине који 

садрже хем групу и око 350 аминокиселинских остатака [130]. Осим хем групе, Mn 

пероксидаза садржи и десет великих хеликса, два мала хеликса, пет дисулфидних мостова и 

два Ca2+ јона који одржавају структуру активног места. Активно место Mn пероксидазе се 

састоји из различитих аминокиселина. Проксимални хистидин има улогу лиганда и повезан је 

са R остатком аспарагинске киселине водоничним везама. Остаци хистидина и аргинина са 

бочне стране формирају место везивања супстрата [131]. Овај ензим карактерише кристална 

структура, унутар које постоји само једно место за везивање Mn2+, а састоји се из два молекула 

воде, три кисела лиганда (аспартамска киселина 179, глутаминска киселина 35 и глутаминска 

киселина 39) и хем пропионата [132]. На слици 2.11. приказана је структура Mn пероксидазе и 

њеног активног места. 
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Слика 2.11. Структура манган пероксидазе (преузето и прилагођено према [132,133]) 

Специфично својство Mn пероксидазе је способност да делује и као оксидаза и као 

пероксидаза [133]. Као и у случају осталих пероксидаза, каталитички циклус Mn пероксидазе 

започиње у присуству водоник пероксида, који се везује за гвожђе у ензиму, формирајући 

гвожђе-пероксид комплекс. Преношењем два електрона из хем групе раскидају се везе између 

два атома кисеоника у молекулу водоник пероксида и настаје први интермедијар – Fe4+-оксо-

порфирин радикал. Током овог процеса се ослобађа један молекул воде, након чега настаје 

други интермедијар – Fe4+-оксо-порфирин комплекс. Хелатни Mn2+ донира један електрон 

новонасталом интермедијару и на тај начин се оксидује до Mn3+. У следећем кораку долази до 

редукције интермедијара II, уз оксидовање још једног Mn2+ до Mn3+ и ослобађање још једног 

молекула воде [134]. Овај процес се може представити низом консекутивних реакција [135]: 

MnP + H2O2 → Mn порфирин (I) + H2O                (2.1) 

Mn порфирин (I) + Mn2+ → Mn порфирин (II) + Mn3+              (2.2) 

Mn порфирин (II) + Mn2+ → Mn порфирин (II) + Mn3+ + H2O              (2.3) 

При високим концентрацијама водоник пероксида може доћи до реверзибилне 

инактивације ензима формирањем трећег интермедијара, који не поседује каталитичку 

активност [136]. Са друге стране, у одсуству водоник пероксида каталитички циклус може 

започети и у присуству карбоксилних киселина. Наиме, хелатни Mn3+ јон може да реагује са 

карбоксилним киселинама, попут оксалне или јабучне киселине, стварајући алкил радикале. 

Алкил радикали даље спонтано реагују са кисеоником, при чему настају други кисеонични 

радикали. Радикали настали у овој аутокатализованој реакцији представљају добар извор 

пероксида које Mn пероксидаза може користити као оксидационо средство у одсуству водоник 

пероксида [134]. Осим карбоксилних киселина, Mn пероксидаза има способност стварања 

различитих типова радикала, у зависности од присутног супстрата. Заједничко свим овим 

радикалима је да делују синергистички и потпомажу разградњу лигнина. Механизам настајања 

појединих радикала деловањем Mn пероксидазе приказан је на слици 2.12. 

Mn пероксидаза има веома важну улогу у иницијалној фази разградње лигнина. До 

разградње долази услед оксидовања фенолних и нефенолних фракција лигнина, при чему 

настају различита фенолна (3-етилтиазолин-6-сулфонат, 2,6-диметилхидроксифенол сирингол, 

гвајакол) и нефенолна једињења [137]. Биолошка разградња лигнина се у основи одвија по 

механизму Фентон реакције, која припада групи напредних оксидационих процеса [138]. 
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Слика 2.12. Механизам настајања радикала који имају способност разградње лигнина 

(преузето и прилагођено према [135]) 

2.3.5. Напредни оксидациони процеси 

 Напредни оксидациони процеси (енгл. Advanced Oxidation Processes) су високо 

ефикасне технике за разградњу комплексних органских једињења која се тешко разграђују под 

дејством конвенционалних спољних агенаса. Концепт напредних оксидационих процеса је 

установљен крајем ХХ века, са циљем разградње органских загађивача присутних у води и 

отпадним водама. Захваљујући сличној структури лигнина и ових загађивача, напредни 

оксидациони процеси се све чешће примењују и као третмани за делигнификацију биомасе 

[139]. Ови процеси се заснивају на стварању хидроксил радикала (˙OH) који разграђује 

комплексну лигноцелулозну структуру оксидацијом која се одвија при великим брзинама 

реакције (у опсегу од 108 М-1 ѕ-1 до 1011 М-1 ѕ-1) [140]. У напредне оксидационе процесе се 

убрајају Фентон процес, озонизација, влажна оксидација, фотохемијска оксидација и 

електрохемијска оксидација. У зависности од медијума који се користи током третмана, 

третман ултразвуком и третман микроталасима се такође могу сврстати у ову групу. Осим тога, 

по механизму делигнификације се и третман алкалним водоник пероксидом може сматрати 

напредним оксидационим процесом. 

 Фентон процес или оксидација применом Фентоновог реагенса се заснива на реакцији 

водоник пероксида и јона гвожђа (Fe2+ или Fe3+) у киселој средини [141]. У зависности од јона 

гвожђа који су присутни у Фентоновом реагенсу, хидроксил радикал може настати у реакцији 

иницијације, директно (једначина 2.4) или индиректно (једначина 2.5) [142]: 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + ˙OH + ̄OH (k1=63-76 M-1 s-1)             (2.4) 

H2O2 + Fe3+ → HO2˙ + Fe2+ + H+ (k2=0,001-0,01 M-1 s-1 )               (2.5) 

 Након стварања хидроксил радикала, оксидација применом Фентоновог реагенса се 

одвија по Хабер-Вајсовом механизму, низом од двадесетак ланчаних реакција. Током ових 

реакција настају различити типови кисеоничних радикала – хидроксил радикал, водоник 

пероксид и супероксид, али и других радикалских врста. Неке од ових реакција су приказане 

једначинама 2.6-2.15 [143,144]: 
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Fe3+ + ˙O2 ̄ → Fe2+ + O2                 (2.6) 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + ˙OH + ̄OH                (2.7) 

˙O2 ̄ + H2O2 → ˙OH + ̄OH + O2                (2.8) 

˙OH + Fe2+ → Fe3+ +  ̄OH                 (2.9) 

Fe3+ + H2O2 → Fe-ОOH2+ + H+              (2.10) 

Fe-ОOH2+ → Fe2+ + HO2˙                          (2.11) 

Fe2+ + HO2˙→ Fe3+ + HO2˙               (2.12) 

Fe3+ + HO2˙ → Fe2+ + O2 + H+              (2.13) 

˙OH + H2O2 → H2O + HO2˙                          (2.14) 

Fe2+ + ˙OH → Fe3+ +  ̄OH               (2.15) 

 Реакције у којима долази до регенерисања Fe2+ и Fe3+ јона и стварања нових радикалских 

врста (једначине 2.9-2.13) називају се Фентон-сличне реакције. Реакције представљене 

једначинама 2.14 и 2.15 су инхибиторне реакције којима се зауставља процес делигнификације 

биомасе. Како би се избегло одвијање инхибиторних реакција, неопходно је пажљиво дозирати 

количину јона гвожђа, а пре свега Fe2+ јона, и тиме контролисати трошење хидроксил радикала 

[145]. Осим количине јона гвожђа, процесни параметри који утичу на ефикасност 

делигнификације су и концентрација водоник пероксида, pH вредност, дужина трајања 

процеса, као и температура на којој се процес одвија. Фентон процес се најчешће одвија на 

собној или умерено повишеној температури, те је за постизање жељене ефикасности потребно 

повећати дужину трајања третмана [140]. Ефикасност третмана се може повећати и применом 

катализатора. Према типу катализатора који се користи, Фентон процес може бити хомоген или 

хетероген. Хомогени Фентон процес подразумева употребу соли гвожђа (попут гвожђе-сулфата 

или гвожђе-хлорида) који делују као катализатори када се процес одвија на pH3. Међутим, 

уколико се процес одвија на pH вредности вишој од 3, у систем је неопходно увести нове 

катализаторе, попут зеолита, активног угља и различитих полимера. Захваљујући својим 

адсорбентским својствима, ови катализатори се уједно могу користити и као носачи јона 

гвожђа током извођења третмана [143]. Такође, делигнификација се може катализовати и у 

присуству ултравиолетног (UV) зрачења, у процесу фотокатализе. Фотокатализом долази до 

редукције Fe3+ јона у Fe2+ јоне, чиме се поспешује даље стварање хидроксил радикала [146]. 

Фентон процес катализован UV зрачењем се назива још и фото-Фентон процес. 

 Фотокатализа подразумева употребу зрачења за иницирање селективне оксидације. 

Фотосензитивни молекули апсорбовањем зрачења из UV или видљивог дела спектра добијају 

довољну количину енергије за јонизацију, а затим ову енергију преносе и на суседне молекуле 

[147]. На овај начин може доћи до селективне разградње лигноцелулозне биомасе при значајно 

блажим условима у односу на друге третмане. Са друге стране, применом светлосне енергије 

може доћи и до побуђивања електрона, уз стварање региона са позитивним наелектрисањем 

(h+). Побуђени електрони и позитивно наелектрисани региони у присуству влаге реагују са 

молекулима воде, при чему настају кисеонични радикали, попут хидроксил, пероксил и 

супероксид радикала [139]. Ови радикали затим оксидују лигнин и полисахариде и доводе до 

деполимеризације лигноцелулозе. Фотокатализа може бити хомогена, када се као катализатори 

користе комплекси метала, или хетерогена, која подразумева употребу полупроводника, попут 

титанијум-оксида, цинк-оксида или гвожђе-(III)-оксида [148]. Хетерогена фотокатализа се 

чешће користи за третман биомасе због олакшаног издвајања катализатора након третмана. 

 Електрохемијска оксидација је високо селективан процес за разградњу лигноцелулозе, 

пре свега за деполимеризацију лигнина. Овај процес не захтева примену додатних реагенаса, 

а као споредни производ најчешће настаје само вода. У зависности од материјала од којег је 

анода израђена, као и од присутних електролита, до оксидације долази или услед разлике у 

потенцијалима између катоде и аноде или под дејством електричног поља. У оба случаја долази 

до стварања хидроксил радикала и других кисеоничних врста, које доводе до кидања C-C веза 

и стварање нових ароматичних радикала који поспешују разградњу [149]. На овај начин се 

могу третирати велике количине узорка. Међутим, како се процес изводи искључиво шаржно, 
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а аноде које се користе су често веома скупе, скалирање овог типа третмана на индустријски 

ниво подразумева велике капиталне трошкове [139].   

 Третман применом алкалног водоник-пероксида се користи за уклањање хемицелулозе 

и лигнина, чиме се повећава површина целулозе доступна ензимима. За разлику од 

конвенционалног киселог третмана водоник-пероксидом, овај третман се одвија на pH 

вредности око 11,5. Алкална средина је неопходна за производњу хидроксил радикала и других 

кисеоничних врста, које не настају када се користи кисели раствор водоник-пероксида [150]. 

Настале врсте доводе до раскидања естарских, етарских и -арил етарских веза присутних у 

лигнину, уз истовремено ослобађање хемицелулозе. Механизам разградње лигноцелулозе 

применом алкалног водоник-пероксида се може представити следећим једначинама [139]: 

H2O2 + H2O →  ̄OОH + H3O
+              (2.16) 

H2O2 +  ̄OОH → H+ + ˙O2 ̄  + H2O              (2.17) 

˙O2 ̄ + ˙OH + H+ → O2 + H2O               (2.18) 

H2O2 +  ̄OОH + H+ → O2 + 2H2O               (2.19) 

 На сваки мол водоник пероксида настаје 0,5 молова кисеоника, уколико друга једињења 

не реагују са новонасталим радикалима. Међутим, како је водоник-пероксид нестабилан у 

алкалној средини, уколико су у систему присутни и прелазни метали, попут мангана, гвожђа 

или бакра, тада долази и до следећих реакција [151]: 

H2O2 + М → ˙OH + OH ̄  + М+              (2.20) 

H2O2 +  М+ + 2OH ̄  → М + ˙O2 ̄  + 2H2O             (2.21) 

Механизам настајања хидроксил радикала се може уопштено представити једначином: 

2H2O2 +  OH ̄  → ˙O2 ̄ + ˙OH + 2H2O              (2.22) 

 На ефикасност третмана алкалним водоник-пероксидом највећи утицај има pH 

вредност система, уз  концентрацију водоник-пероксида, температуру и дужину трајања 

третмана [152]. Како би се повећала ефикасност делигнификације, за загревање се користе 

алтернативни извори топлоте, или се сам третман комбинује са другим техникама у бројним 

неконвенционалним третманима. 

2.3.6. Неконвенционални третмани 

 Неконвенционални третмани представљају унапређене технике чији је основни циљ 

постизање ефикасне разградње лигноцелулозе на прихватљивији начин у погледу одрживости 

у односу на конвенционалне третмане. Ови третмани често подразумевају комбинацију два или 

више конвенционалних третмана и/или увођење додатних. Неки од најчешће комбинованих 

неконвенционалних третмана приказани су на слици 2.9. у оквиру одељка 2.3. Одабир типа и 

процесних услова третмана се врши тако да се превазиђу недостаци постојећих третмана. Ови 

недостаци се углавном односе на количину енергије коју је потребно уложити, дужину трајања 

третмана, као и количину реагенаса која се користи за извођење третмана. Најчешће, 

неконвенционални третмани настају комбиновањем хемијског третмана са алтернативним 

изворима топлотне енергије, попут примене микроталаса или ултразвука. На овај начин се 

значајно скраћује дужина трајања третмана, док синергизам примењених третмана доприноси 

њиховој ефикасности. У табели 2.3. дат је приказ најзначајнијих неконвенционалних третмана 

кукурузне стабљике. 

 Нетермална плазма се може користити  за третирање биомасе на нове начине, 

самостално и у комбинацији са другим технолошким процесима. Током третмана нетермалном 

плазмом долази до стварања бројних кисеоничних радикала, уз хидроксил радикал, што ову 

технику убраја у напредне оксидационе процесе. Како ови радикали настају и у води, сам 

процес се може изводити и без примене других реагенаса. Осим тога, током третмана 

нетермалном плазмом долази и до фотокатализе, услед присуства плазмом створеног UV 

зрачења. Ова својства чине плазму погодном техником за развој нових неконвенционалних 

третмана лигноцелулозне биомасе. 
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Табела 2.3. Преглед одабраних неконвенционалних третмана кукурузне стабљике 

Третман Процесни услови Исход третмана Реф. 

Алкални 

третман/AFEX  

Стабљика је натопљена 30% (мас.) раствором 

водоник пероксида на собној температури, а затим је 

третирана амонијаком у високопритисном реактору 

током 10 min, на различитим температурама 

Највећи степен делигнификације од 28,9% је 

остварен на температури од 130°C, док је највиши 

принос глукозе (96,8%) и ксилозе (96,8%) остварен 

на температури од  90 °C 

[153] 

Кисело-алкални 

третман 

Стабљика је третирана разблаженом киселином и 

алкалним раствором натријум-сулфита на 140 °C и 

150 °C, уз варирање концентрације киселине (0,8%, 

1,0% и 1,2% (мас.)) 

Остварен је степен делигнификације од 85%, уз 

рекуперацију око 93% хемицелулозе; након 72-

часовне ензимске хидролизе је око 85% целулозе 

преведено у глукозу 

[154] 

Алкално-физички 

третман 

Стабљика је умешана са чврстим базама (NaOH и 

Ca(OH)2) у различитим односима, након чега је 

чврсто-чврсто смеша млевена у кугличном млину 

током 1 h 

Додавањем 15% (мас.) натријум-хидроксида у 

самлевену стабљику остварена је делигнификација 

од 74%, а истовремено је уклоњено 66% 

хемицелулозе 

[155] 

Алкално-биолошки 

третман 

Стабљика је инокулисана бактеријском суспензијом 

R. ornithinolytica RS-1 и инкубирана током 7 дана на 

28°C, а затим је третирана раствором натријум-

хидроксида различитих концентрација током 2 h, на 

80 °C 

Биолошким третманом уклоњено је 19% лигнина, а 

садржај целулозе је повећан за 21%; ензимском 

хидролизом узорка након накнадног алкалног 

третмана остварен је степен конверзије целулозе од 

48,6%  

[156] 

Алкални/Фентон 

третман 

Фентон третман је вршен применом реагенса који је 

садржао FeSO4·7H2O и H2O2 у односу 1:25, током 48 

h, на 35 °C; алкални третман је вршен применом 

раствора натријум-хидроксида, током 1,5 h, на 90 °C 

Највиши остварени степен делигнификације је 

износио 88%, уз уклањање 80% хемицелулозе; 

након ензимске хидролизе, принос глукозе је 

износио 65% 

[157] 

Алкални/третман 

јонским течностима 

Стабљика је натопљена 1% (мас.) раствором 

натријум хидроксида током 1 h на 90 °C, а затим је 

третирана 1-бутил-3-метилимидазолијум хлоридом 

током 2 h, на 130 °C 

Алкални третман је уклонио око 75% лигнина и око 

37% хемицелулозе, док је додатком јонске течности 

степен делигнификације порастао за свега 2%; 

применом комбинованог третмана остварен је 

принос глукозе од 96% након само 5 h од почетка 

ензимске хидролизе 

[158] 
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Табела 2.3. Преглед одабраних неконвенционалних третмана кукурузне стабљике (наставак) 

Третман Процесни услови Исход третмана Реф. 

DES третман у присуству 

киселог и базног 

катализатора 

Стабљика је третирана смешом сачињеном од 

1,4-бутандиола и холин хлорида, уз додатак AlCl3 

као киселог, односно NaOH као базног 

катализатора; третман се одвијао 3 h на 100 °C 

Највише лигнина (81,3%) уклоњено у присуству 

4% (мас.) NaOH; ензимског хидролизом овог 

узорка принос глукозе је износио 90,7% 

[159] 

DES/FeCl3 третман Стабљика је третирана 60% (мас.) еутектичком 

смешом, сачињеном од холин хлорида и N-(2-

хидроксиетил)етилендиамина и 0,5% (мас.) 

раствором FeCl3 током 50 min на 110 °C 

Уклоњено је 87% лигнина и око 56% ксилана; 

ефикасност ензимске хидролизе након третмана 

је повећана око 5,5 пута, резултујући приносом 

редукујућих шећера од 98,6% 

[160] 

DES/ултразвук/микроталаси Стабљика је помешана са терцијарном 

еутектичком смешом, сачињеном од холин 

хлорида и различитих HBD, а затим је суспензија 

третирана ултразвуком и микроталасима, уз 

варирање процесних параметара 

Комбинованим третманом је уклоњено око 63% 

лигнина и око 91% хемицелулозе, док је садржај 

целулозе у резидуалној биомаси повећан на 76% 

[161] 

Третман применом  KMnO4 

и етанола  

Стабљика је најпре третирана 1% (мас.) 

раствором KMnO4 од 30 min до 120 min, на 40 °C, 

након чега је уследио третман етанолом 

концентрације 50-60% (мас.) током 90 min, на 

175 °C до 195 °C 

Најбољи резултати су остварени комбиновањем 

третмана раствором KMnO4 у трајању од 60 min, 

на 40 °C и третмана етанолом концентрације 50% 

(мас.) на 185 °C током 90 min; ензимском 

хидролизом третиране стабљике остварена је 

конверзија глукана од 90% и ксилана од 85% 

[162] 

Хидротермални 

третман/ултразвучна 

екстракција етанолом 

Хидротермални третман се одвијао на 180 °C и 

10 bar током 70 min, након чега је уследио 

третман 50% (мас.) етанолом уз примену 

ултразвука, на различитим температурама и при 

различитим дужинама трајања третмана 

Применом чистог хидротермалног третмана је 

уклоњено око 75% хемицелулозе, а применом 

комбинованог третмана је уклоњено чак 90% 

хемицелулозе и око 46% лигнина 

[163] 

Третман ултразвуком и 

лаказама 

Стабљика је помешана са лаказом и добијена 

смеша је подвргнута третману ултразвуком у 

трајању од 0 min до 30 min, при снази од 0 W до 

50 W и фреквенцији од 18 kHz до 30 kHz, у 

температурном опсегу од 25 °C до 80 °C 

При оптималним условима третмана (pH 5,  

400 IU mL-1, 48 °C и 5 h) остварен је степен 

делигнификације од 80,6% 

[164] 
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2.4. Појам гасне плазме 

 Плазма представља јонизовано стање материје које се одликује присуством слободних 

електрона, јона и неутралних честица, као и колективним електромагнетним понашањем. 

Термин „плазма“ увео је Ирвинг Ленгмир (енгл. Irving Langmuir) 1928. године, описујући 

јонизовани гас са специфичним електричним и динамичким својствима. 

Плазма настаје делимичним или потпуним јонизовањем гаса, при чему се електрони 

ослобађају из атома или молекула, док преостале честице постају позитивно наелектрисани 

јони [165]. Процес јонизације може бити изазван различитим механизмима, као што су 

повећање температуре, деловање електричних и магнетних поља, електромагнетно зрачење 

или судари честица [162]. За разлику од класичне термичке трансформације агрегатних стања, 

прелаз у плазмено стање није нужно повезан искључиво са повећањем температуре, већ може 

настати и под дејством електричних поља или зрачења.  

Плазму карактерише присуство различитих врста честица, укључујући електроне, јоне, 

неутралне атоме и молекуле, као и оне у побуђеним стањима. Иако појединачне честице могу 

носити електрично наелектрисање, плазма у целини испуњава услов квази-неутралности, при 

чему су густине позитивних и негативних наелектрисања приближно једнаке [166]. Физичка 

својства плазме одређена су концентрацијом и расподелом наелектрисаних честица, њиховом 

енергијом и температуром, као и интеракцијама са електромагнетним пољима. Степен 

јонизације у конвенционалним плазма системима креће се у опсегу од 10-7 до 10-4, док је висок 

степен јонизације је карактеристичан за високотемпературне плазме, као што су 

термонуклеарни системи, где се говори о готово потпуно јонизованој плазми. Насупрот томе, 

плазма која се користи у плазма-хемијским процесима је најчешће слабо јонизована, са 

релативно ниским степеном јонизације [165].  

У присуству електричног поља, електрична енергија се у плазменом систему најпре 

акумулира у електронима, а затим се путем сударних процеса делимично преноси на тешке 

честице (јоне и неутралне честице). Због значајно мање масе електрона у односу на тешке 

честице, пренос енергије је ограничен, што доводи до тога да температура електрона може 

бити знатно виша од температуре тешких честица. Уколико се кроз интензивне сударе 

успостави температурна равнотежа између електрона и тешких честица, говори се о 

термалној, односно равнотежној плазми. Међутим, већина практичних плазмених система 

функционише изван термодинамичке равнотеже, при чему је температура електрона значајно 

виша од температуре тешких честица. Овај тип плазме назива се нетермална, односно 

неравнотежна плазма [165]. За разлику од термалне плазме, која се примењује, између 

осталог, у процесима гасификације биомасе и производњи енергије, нетермална плазма има 

широку примену у плазма-хемији, заштити животне средине, медицини, обради површина 

материјала и другим областима [164–166]. У табели 2.4. приказана су физичко-хемијска 

својства термалне и нетермалне плазме. 

Табела 2.4. Својства термалне и нетермалне плазме [167,168] 

Својство Термална плазма Нетермална плазма 

Температура плазме 2·104 K 300 - 1 000 K 

Термичка равнотежа Te  Ti  Tn  Te >> Ti, Tn  

Температура електрона 1 eV 1-10 eV 

Густина електрона > 1021 - 1026 m-3 < 1019 m-3 

Притисак  101 kPa  0 kPa 

Напон 10 - 100 kV 0,5 - 50 kV 

Интензитет електричне струје 30 - 3 000 A 10-5 - 1 A 

Напојни гас Ваздух, азот Азот, кисеоник, ваздух, 

племенити гасови 
Te – температура електрона; Ti – температура јона; Tn – температура неутралних честица (атома, молекула, радикала) 



Теоријски део                  Јована Грбић 

33 

 

2.4.1. Третман нетермалном плазмом 

Нетермална плазма представља плазмено стање материје у којем постоји значајна 

разлика између температуре електрона и температуре тешких честица (јона и неутралних 

молекула), при чему је температура електрона знатно виша (Te>>Ti, Tn). Она се најчешће 

генерише електричним пражњењем у гасу под дејством електричног поља, при атмосферском 

или сниженом притиску, док температура гаса остаје близу амбијенталне [169]. Електрично 

пражњење настаје услед примене разлике потенцијала између електрода или делова 

електричног система, при чему се енергија електричног поља првенствено акумулира у 

електронима. У зависности од типа напајања, плазма се може генерисати применом 

једносмерног напона, наизменичног напона у широком фреквенцијском опсегу (од ниских 

фреквенција до радио-фреквенцијског и микроталасног подручја), као и импулсних извора 

високог напона [162]. 

У складу са типом напајања и геометријом електрода, развијен је велики број 

конфигурација нетермалне плазме. Најзначајније и најчешће примењиване конфигурације 

обухватају диелектрично баријерно пражњење (енгл. Dielectric Barrier Discharge, DBD), 

корона пражњење, импулсно пражњење, клизећи лук (енгл. gliding arc), микроталасно 

пражњење, као и плазма млазнице и плазма игле [170]. Поред наведених, постоје и бројне 

хибридне конфигурације, чија су својства прилагођена специфичним захтевима процеса и 

карактеристикама третираних материјала. Нетермална плазма се може генерисати како при 

атмосферском притиску, тако и при сниженим притисцима. У случају нископритисних плазми, 

неопходна је употреба вакуумских система, што повећава техничку сложеност и трошкове 

процеса [167]. Насупрот томе, атмосферска нетермална плазма омогућава једноставнију 

примену и интеграцију у индустријске и лабораторијске системе. Са аспекта технолошке 

применљивости, конфигурације као што су диелектрично баријерно пражњење и плазма игла 

издвајају се као релативно једноставни и флексибилни извори нетермалне плазме, што их чини 

погодним за примену на различитим нивоима технолошке спремности (енгл. Technology 

Readiness Levels). На слици 2.13. приказане су најзаступљеније конфигурације нетермалне 

плазме. 

 

Слика 2.13. Различите конфигурације плазме: а) диелектрично баријерно пражњење, б) 

светлосни зрак, в) плазма игла, г) корона пражњење, д) клизећи лук (преузето и прилагођено 

према [171]) 
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Без обзира на конфигурацију, принцип деловања гасне плазме током наших третмана 

заснива се доминантно на формирању реактивних кисеоничних врста (енгл. Reactive Oxygen 

Species, ROS) и реактивних азотних врста (енгл. Reactive Nitrogen Species, RNS), које се у 

литератури често називају и реактивне кисеонично-азотне врсте (енгл. Reactive Oxygen and 

Nitrogen Species, RONS). Тип реактивних врста које ће настати зависи од доводног гаса који се 

користи за генерисање нетермалне плазме. Из практичних разлога, третман плазмом на 

атмосферском притиску се најчешће реализује у ваздуху. Као доводни гас се углавном бира 

аргон, због ниже цене, док је хелијум мање заступљен. Када се за генерисање плазме користи 

аргон, око самог извора плазме налази се мешавина ваздуха и аргона, која представља радни 

гас у коме долази до гасног пражњења. У том случају, радни гас има кључну улогу у садржају 

насталих реактивних врста. Аргон не поседује енергију потребну за јонизовање азота, што 

резултује у плазми која има нижи садржај нитратних јона. Међутим, његовом применом могу 

се генерисати значајне количине водоник пероксида и хидроксил радикала, који настају у 

плазми ниже проводљивости, али више pH вредности у односу на плазму генерисану у 

компримованом ваздуху [172]. Осим доводног гаса, тип насталих врста одређује и начин 

примене плазме, односно да ли је у директном контакту са чврстим узорком или са  

суспензијом узорка у одговарајућем медијуму. Током директног третмана реактивне врсте 

настају на граници фаза чврсто/гас. Доминантна врста која настаје на овај начин је атомски 

кисеоник, који се ствара дисоцијацијом кисеоника или угљеник (IV) оксида  присутних у 

непосредној околини плазме [170]. Атомски и молекулски кисеоник и озон имају способност 

модификовања третираних површина оксидацијом, што директан третман чини погодним за 

примену у стерилизацији и деконтаминацији површина у медицинским установама и 

постројењима фармацеутске и прехрамбене индустрије. Осим тога, може се користити и у 

третирању рана, затим за поспешивање регенерације ткива, подстицање коагулације крви, као 

и у стоматологији [173–175]. Такође, директним излагањем материјала нетермалној плазми 

модификује се површина третираног материјала, утиче се на хидрофобност и обезбеђује се 

квалитетнија и постојанија штампа/бојење материјала [176]. Применом третмана у течном 

медијуму, најчешће води, настаје већи број реактивних врста и третман се може прилагодити 

различитим типовима узорака. Механизам настајања реактивних врста у течном медијуму се 

може приказати најбоље на примеру плазма активиране воде. 

2.4.2. Плазма активирана вода 

Плазма активирана вода (енгл. Plasma Activated Water, PAW) је вода богата реактивним 

врстама, специфичних физичко-хемијских карактеристика. PAW настаје када се вода изложи 

дејству нетермалне плазме. У зависности од конфигурације, извор плазме може бити смештен 

изнад површине воде или уроњен у воду, што одређује тип реактивних врста које ће настати. 

Урањањем извора плазме у воду настају само врсте карактеристичне за течну фазу. Применом 

плазме изнад површине воде настаје већи број различитих врста које настају у гасној фази, 

течној фази и на граници фаза гас/течно. Општи приказ реактивних врста које настају 

применом плазме изнад површине воде дат је на слици 2.14.  
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Слика 2.14. Процес настанка кисеоничних и азотних реактивних врста у гасовитој и течној 

фази плазма активиране воде (преузето и прилагођено према [177]) 

 Излагањем воде нетермалној плазми започиње низ ланчаних хемијских реакција којима 

настају примарне и секундарне реактивне врсте. Врсте настале у гасној фази прелазе у течну 

фазу, покрећући нове реакције у течној фази и на граници фаза гас/течно. Стабилне врсте 

реагују са другим присутним врстама, као и са молекулима воде, градећи нове врсте. 

Нестабилне врсте се распадају, што иницира нове реакције и настанак нових врста. Хемијске 

реакције настајања и нестајања, односно трошења кисеоничних и азотних реактивних врста у 

води активираној нетермалном плазмом приказане су у табели 2.5. 

Табела 2.5. Хемијске реакције настајања и нестајања најважнијих кисеоничних и азотних 

реактивних врста током активирања воде нетермалном плазмом [177–181] 

Реактивна врста Реакција настајања Реакција трошења 

Водоник пероксид 

(H2O2) 

OH· + OH· → H2O2                                                                                   H2O2 + UV → OH· + OH·                                              

HO2
· + HO2

· → H2O2 + O2  OH· + H2O2 → HО2
· + H2O 

 H2O2 + H+ + NO2
- → ONOOH + H2O                         

Хидроксил радикал 

(.OH) 

H2O + e- → ·OH + H· + e-                                           OH· + OH· → H2O2                                                                                   

H2O + e- → H+ + ·OH + 2e-   OH· + H2O2 → HО2
· + H2O 

H2O + М* → H+ + ·OH + М   OH· + O3 → HО2
- + О2 

H2O + UV → H2O·  

H2O· + UV → H+ + OH- 

OH- → OH· + e-                                                                 

N + OH· → NO + H· 

OH + NO2 → [O=N-OOH]  

[O=N-OOH] → + O=N-OO- + H+ 

H2O2 + UV → OH· + OH·                                              NO + OH· → HNO2 

e- + O2 → O(3P) + O(1D) 

O(1D) + H2O → 2OH·                                               

HNO2 + OH· → NO2 + H2O      

NO2
·
 + OH· → HNO3                                                                                                                      

O2 + H+ → OH· + O                                           

NO + HO2
· → OH· + NO2  

HNO3 → NO2
· + OH·                                                                                 

Супероксид (O2
.-) e- + O2 → O2

.- O2
.- + N2 → O2 + N + N 

OH + HO2
· → O2

.-  + H2O  O2
.- + N → NO2  

ONOO- → NO. + O2
.-   O2

.- + NO. → ONOO- 

Синглетни кисеоник 

(1O2) 

O2 + e- → 1O2 O- + 1O2 → O3 + e-                      

O + O → 1O2 O- + 1O2 → O(3P) + O2
-  
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Табела 2.5. Хемијске реакције настајања и нестајања најважнијих кисеоничних и азотних 

реактивних врста током активирања воде нетермалном плазмом (наставак) 
Реактивна врста Реакција настајања Реакција трошења 

Атомски кисеоник (О) O2 + e- → 2O + e- O + O2 + M → O3 + M 

 O2 + M* → 2O + M O + O + M → O2 + M 

 O2 + H → OH- + O O + N2 → NO + N                                                       

 H2O + e- → H· + O + H· + e-                      O + NO2 → NO + O2                                                                                

 N + O2
. → NO. + O                     

Озон (О3) O2 + O· → O3                                 OH· + O3 → HО2
· + О2 

  O3 + NO. → NO2 + O2                        

Хидропероксил радикал 

(HO2
·) 

OH· + H2O2 → HО2
- + H2O HO2

· + HO2
· → H2O2 + O2  

OH· + O3 → HО2
· + О2 OH + HO2

· → O2
.-  + H2O  

H· + O2 → HO2
· NO + HO2

· → OH· + NO2 

HNO2 + OH → HO2
· + NO3                                                                                    

Азот моноксид радикал 

(NO.) 

N + O → NO. NO. + NO. → N2 + O2                                                                                

N + OH → NO. + H 2NO. + O2 → 2NO2                                                                              

N + O2
· → NO. + O NO. + OH → HNO2 

N + O + M → NO. + M NO. + HO2
. → HNO3 

N + O3 → NO. + O2  2NO. + O2 → 2NO2
  

N + O2(1S) → NO. + O O3 + NO. → NO2 + O2                        

N2
· + O → NO. + N  

N2
· + O3 → 2NO. + O  

2HNO2 → NO· + NO2
· + H2O                                    

NO2 + UV → NO· + O·                                                    

NO3 + UV → NO· + O2                                                                                

ONOO- → NO. + O2
.-   

Пероксинитрат (ONOO-) O2
.- + NO. → ONOO- ONOO- → NO. + O2

.-  

 OH + NO2 → ONOO- + H+  

Нитрити (NO2
-) 2NO2 + H2O → NO2

- + NO3
- + 2H+                                               NO2

-
 + H+ → HNO2                                                                                   

 2NO. + O2 → 2NO2
 
                                                                                     H2O2 + H+ + NO2

- → ONOOH + H2O                         

 2NO. + O2 → 2NO2 3NO2
- + 3H+ → 2NO + NO3

- + H3O+                                          

 O3 + NO. → NO2 + O2                        3NO2
-
 + H2O → 2HNO3 + NO                                     

 NO + HO2
· → OH· + NO2 NO2 + NO3 → N2O5                                                                                    

Нитрати (NO3
-) HNO2 + OH· → NO2 + H2O      OH + NO2 → ONOO- + H+ 

 HNO2 → NO2
- + H+ NO2 + UV → NO· + O·                                                   

 4NO· + O2 + 2H2O → 4NO2
- + 4H+  

 NO2 + O → NO3  NO3 + UV → NO· + O2                                                                               

 NO2 + O3 → NO3 + O2  

 HNO3 → NO3
- + H+  

 4NO2
· + O2 + 2H2O → 4NO2

- + 4H+  

Азотаста киселина 

(HNO2) 

NO2
-
 + H+ → HNO2                                                                                   HNO2 + OH → HO2

· + NO3                                                                                   

NO. + OH → HNO2 HNO2 + OH· → NO2 + H2O      

 HNO2 → NO2
- + H+ 

 2HNO2 → NO· + NO2
· + H2O                                   

Азотна киселина (HNO3) N2O5 + H2O → 2HNO3                                                                            HNO3 → NO3
- + H+ 

 3NO2
-
 + H2O → 2HNO3 + NO                                     HNO3 → NO2

· + OH·                                                                                

 NO2
· + OH· → HNO3                                                                                                                                            

 NO. + HO2
. → HNO3  

* представља активно место катализатора 

Неравнотежно стање PAW током којег настају реактивне врсте траје докле год се на 

воду делује нетермалном плазмом. По престанку излагања воде плазми, у PAW се задржавају 

само хемијски стабилне врсте, док се каткоживеће врсте распадају. У табели 2.6 приказане су 

дужине полуживота доминантних реактивних врста. 
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Табела 2.6. Време полуживота одабраних реактивних врста [182,183] 

Реактивне врсте Дужина полуживота 

Реактивне кисеоничне 

врсте 

Водоник пероксид (H2O2) хемијски стабилан 

Хидроксил радикал (.OH) 10-9 s 

Супероксид (O2
.-) 10-9 s 

Синглетни кисеоник (1O2) 4,4 µѕ 

Озон (О3) око 1 ѕ 

Алкоксил радикали (RO.)  10-6 s 

Пероксил радикали (ROO.) 7 s 

Хидропероксиди (ROOH) и до 2 h 

Реактивне азотне врсте 

Азот моноксид радикал (NO.) око 1 ѕ 

Пероксинитрат (ONOO-) 10-3 s 

Нитрити (NO2
-) хемијски стабилни 

Нитрати (NO3
-) хемијски стабилни 

Јони амонијума (NH4
+) хемијски стабилни 

Азотаста киселина (HNO2) око 1 ѕ 

Тип и концентрација реактивних врста које остају присутне у PAW и по завршетку 

активирања плазмом одређују физичко-хемијска својства PAW. Већина реактивних врста које 

настају током третмана доводе до снижавања pH вредности PAW, при чему највећи утицај на 

pH имају јони нитрата и нитрита [184]. Повећањем дужине третмана PAW постаје све киселија. 

Међутим, након одређеног времена, pH вредност достиже свој минимум и даље продужавање 

дужине третмана не доприноси додатном закишељавању воде [185]. Минимална вредност pH 

активиране воде, као и време потребно да се ова вредност достигне зависе од конфигурације 

плазме, као и од доводног гаса [186]. Настале реактивне врсте утичу и на електричну 

проводљивост воде, која је у сложеној релацији са pH вредношћу и зависи од присуства 

растворених соли, јона и сл. При високим pH вредностима у алкалној средини проводљивост 

је висока услед високе концентрације катјона и анјона база, али и при ниским вредностима pH 

проводљивост може бити висока услед присутних H+ јона. Оксидо-редукциони или редокс 

потенцијал PAW у великој мери зависи од насталих реактивних врста, а пре свега од водоник 

пероксида. Водоник пероксид може деловати и као оксидационо (Е° = 1,77 V) и као редукционо 

средство (E° = -0,7 V) [187]. Излагањем воде нетермалној плазми расте концентрација 

присутног водоник пероксида, што доводи до повећања редокс потенцијала настале PAW. Ово 

својство PAW доприноси њеној ефикасности у нарушавању ћелијске мембране и чини је 

погодном за примену у инактивацији микроорганизама. Стога се PAW може користити као 

средство за дезинфекцију и деконтаминацију, нарочито у прехрамбеној индустрији, као и за 

разградњу пестицида [188,189]. Осим тога, PAW се примењује и у пољопривреди. Реактивне 

азотне врсте присутне у PAW представљају извор азота неопходан у процесу клијања, док 

реактивне кисеоничне врсте катализују биолошке процесе који се одвијају током клијања. 

Синергистичким деловањем насталих врста се поспешује клијање семена житарица, воћа и 

поврћа [190]. Такође, PAW је све заступљенија и у биомедицини, где је доказано њено 

антитуморно дејство на неколико типова ћелија [179,191]. Хидроксил радикал који настаје 

применом плазме у течној фази може да реагује са атомом водоника присутног у органским 

једињењима, која се на овај начин преводе у алкил радикале. Алкил радикали постају веома 

реактивни и интереагују са другим молекулима. Овај механизам разградње органских 

једињења посредством нетермалне плазме је од посебног значаја у третману отпадних вода, 

нарочито за разградњу органских боја, лекова и других контаминаната који потичу из 

фармацеутске индустрије [192,193]. По истом принципу могуће је применити нетермалну 

плазму и за третман лигноцелулозне биомасе. 
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2.4.3. Третман лигноцелулозне биомасе нетермалном плазмом 

 Нетермална плазма је релативно нова технологија за третман лигноцелулозне биомасе 

која је још увек у фази интензивних истраживања и развоја. Предности нетермалне плазме у 

односу на друге третмане су нетоксичност, једноставност извођења, могућност коришћења 

PAW богате реактивним врстама уместо реагенаса, одсуство отпадних токова које треба 

посебно третирати пре одлагања, као и одсуство негативног утицаја на животну средину. 

Такође, применом овог третмана се смањује могућност настанка инхибиторних једињења, а 

настале реактивне врсте, заједно са UV зрачењем, могу инактивирати микроорганизме 

присутне у биомаси [194]. Међутим, у зависности од типа конфигурације плазме која се 

користи, сам третман може бити енергетски захтеван. Стога се у третмане нетермалном 

плазмом често уводе катализатори, било хомогени (Fe2+, Fe3+) или хетерогени (оксиди метала) 

у циљу повећања ефикасности третмана [13]. Осим тога, за генерисање плазме се може 

користити и енергија добијена из обновљивих извора и тиме допринети одрживости третмана. 

Механизам разградње лигноцелулозне биомасе применом нетермалне плазме заснива 

се на кидању водоничних и ковалентних веза којима су повезани целулоза, хемицелулоза и 

лигнин, посредством реактивних врста. Реактивне врсте које настају током третмана плазмом 

могу да изазову промене у структури сва три полимера и доводе до разградње лигноцелулозе, 

у зависности од услова третмана. Промене изазване плазмом зависе од типа реактивних врста, 

али и од структуре самих полимера. Хидроксил радикал, водоник пероксид и озон имају 

значајну улогу у делигнификацији. Ове врсте оксидују алифатични део лигнина, уз кидање C-

C, C=C и C=О веза које одржавају његову структуру [195]. Додатно, фенолна једињења у 

лигнину се преводе у радикале, који постају високо реактивни и покрећу реакције 

деполимеризације. До деполимеризације долази услед кидања -О-4 арил етарских веза, док 

фенил прстен и други типови веза остају готово неизмењени [196]. Кидањем -О-4 веза долази 

до уклањања ароматичних једињења лигнина, попут кониферил и синапил алкохола [197]. 

Међутим, присуство већих количина оксидативних врста може имати и негативан утицај на 

разградњу лигноцелулозе. Када целулоза дође у контакт са оксидативним врстама, пре свега 

са хидроксил радикалом, долази до раскидања C4-O везе, коју карактерише најнижа енергија 

дисоцијације (229,2 kJ mol-1). Након тога долази до отварања пиранозног прстена [198]. Ове 

промене доводе до деполимеризације целулозе, што је неповољно са аспекта њене даље 

валоризације. Нежељена деполимеризација целулозе се може избећи адекватним одабиром 

доводног гаса за генерисање плазме. Осим доводног гаса, на ефикасност третмана утицај има 

и конфигурација нетермалне плазме, као и дужина трајања третмана. Такође, неопходно је 

утврдити и оптималан хидромодул, како би се обезбедио ефикасан пренос масе насталих 

реактивних врста до свих честица биомасе [199].  

Третман нетермалном плазмом се до сада показао као ефикасан на различитим 

типовима лигноцелулозне масе. Примењеним третманима је дошло до делигнификације и 

остварени су виши приноси шећера након хидролизе. Већина третмана је вршена у воденом 

медијуму, а истраживања су била усмерена на проналажење оптималних услова третмана, пре 

свега у погледу дужине третмана, избора доводног гаса и типа напајања. Поједине студије су 

потврдиле могућност употребе других медијума, попут етанола или слабих раствора киселина 

и база. Наведена истраживања представљају добру основу за развијање и унапређење третмана 

заснованих на примени плазме. У следећој фази требало би испитати интеракцију плазме са 

различитим реагенсима који се користе у третману биомасе, као и потенцијални синергизам 

између плазме и постојећих третмана биомасе, што је уједно и предмет истраживања у оквиру 

ове докторске дисертације. Преглед одабраних третмана лигноцелулозне биомасе 

нетермалном плазмом приказан је у табели 2.7. 
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Табела 2.7. Преглед третмана лигноцелулозне биомасе нетермалном плазмом 

Биомаса Процесни услови Исход третмана Реф. 

Пшенична стабљика Биомаса је помешана са водом и третирана у DBD 

реактору од 1 h до 7 h; као доводни гас коришћен 

ваздух при протоку од 12 slm 

Примењеним третманом је уклоњено 20% лигнина, 

а третирана биомаса је коришћена за производњу 

етанола, уз остварен принос од 53% 

[200] 

Пшенична стабљика Биомаса је помешана са 40% (мас.) етанолом и 

третирана у DBD реактору од 10 ѕ до 300 ѕ; као 

доводни гасови коришћени су ваздух, азот и 

угљеник (IV) оксид  

Третманом плазмом у трајању од 90 ѕ, уз употребу 

ваздуха као доводног гаса, добијено највише 

шећера након ензимске хидролизе – 358,4 mg g-1 

глукана и 135,8 mg g-1 ксилана 

[201] 

Пивски троп Биомаса је помешана са водом и третирана у DBD 

реактору од 2,5 min до 60 min; као доводни гасови 

коришћени су ваздух и смеша ваздуха и аргона 

Примењеним третманом уклоњено је од 43% до 

50% лигнина и око 32% хемицелулозе, у зависности 

од услова третмана 

[202] 

Пивски троп Биомаса је помешана са водом, киселином или 

базом, и третирана у DBD реактору 5 min, 10 min и 

15 min; као доводни гас коришћен ваздух при 

протоку од 1 slm 

Највише редукујућих шећера (162,9 mg mL-1) је 

ослобођено третманом биомасе у води, у трајању од 

10 min; уклоњено је 36% лигнина; произведено је 

25,06 g L-1 етанола 

[12] 

Мухар Биомаса је третирана у плазма реактору са 

флуидизованим слојем; као доводни гас коришћен је 

водоник при протоку од 6 slm 

Током третмана 4,4% биомасе преведено у CO2, 

5,9% у CO, 16,9% у CH4, 8,2% у C2Hx, 9,6% у C3Hx и 

0,2% у C4Hx 

[203] 

Багаса шећерне трске Биомаса је помешана са раствором који је садржао 

NaOH и Na2CO3, при различитим pH вредностима, и 

добијена суспензија је третирана у DBD реактору 2 

h; као доводни гас коришћен је ваздух 

Највише лигнина (58,5%) је уклоњено при pH 12; 

након ензимске хидролизе овог узорка остварен је и 

највиши принос шећера – 51,3% глукозе и 38,5% 

ксилозе 

[204] 

Багаса шећерне трске Биомаса је помешана се дејонизованом водом и 

третирана у DBD реактору 20 min, кроз четири 

циклуса третмана од по 5 min; као доводни гас 

коришћен је ваздух 

Третирана биомаса је накнадно подвргнута 

аутохидролизи и остварен је укупан принос 

клислоолигосахарида од 41,1% 

[205] 

Кинески шаш Биомаса је помешана са дејонизованом водом и 

третирана у DBD реактору од 1 h до 4 h; као доводни 

гас коришћен ваздух при протоку од 2 slm 

Ензимском хидролизом третиране биомасе остварен 

принос шећера од 18% до 26%, у зависности од 

услова третмана 

[206] 

Отпад из производње 

кафе 

Биомаса је помешана са разблаженом киселином и 

гвожђе хлоридом, како би се симулирали услови 

Фентон реакције, а затим третирана у DBD реактору 

2, 4 и 6 min; као доводни гас коришћен је ваздух 

Ензимском хидролизом третиране биомасе остварен 

је принос редукујућих шећера од 0,496 g g-1, а 

њеном ферментацијом је произведено 18,64 g L-1 

етанола 

[207] 



Теоријски део                             Јована Грбић 

40 

 

Табела 2.7. Преглед третмана лигноцелулозне биомасе нетермалном плазмом (наставак) 

Биомаса Процесни услови Исход третмана Реф. 

Кукурузна стабљика Пре третмана биомасе, DBD комора је кратко 

загрејана на 60 °C до 100 °C; сува биомаса је 

третирана у комори, а као доводни гас је коришћен 

азот, протока од 0,03 slm до 1,5 slm 

На температури од 150 °C степен конверзије 

биомасе до моно- и дисахарида је након 2 h износио 

79,6%, док је на собној температури био упола 

нижи (40,6%) 

[208] 

Љуска семена манга, 

кора банане и пивски 

троп 

Сва три типа биомасе су појединачно третирана; 

биомаса је помешана са водом, а затим третирана у 

плазма реактору 5 min; као доводни гас коришћен је 

ваздух 

Највећи степен делигнификације (48%) постигнут је 

третманом пивског тропа, док је из љуске семена 

манга уклоњено 35% лигнина, а из коре банане 24% 

лигнина 

[209] 

Борова пиљевина, 

кукурузни окласак и 

пиринчана стабљика 

Сва три типа биомасе су појединачно третирана; 

биомаса је помешана са растварачем који се састојао 

из глицерола и PEG 200, уз сумпорну киселину као 

катализатор и третирана је при различитим 

дужинама третмана 

Ликвефакцијом сва три типа биомасе произведено 

је око тридесет различитих производа; највећи 

принос ликвефакције (97,5%) остварен је са 

кукурузним окласком, док је течно гориво са 

највишом грејном вредношћу добијено 

ликвефакцијом пиљевине 

[210] 

Кукурузовина, 

пшенична и 

пиринчана стабљика 

Сва три типа биомасе су појединачно третирана; 

биомаса је помешана са водом, киселим или базним 

пуфером и третирана у DBD реактору 1 h и 3 h; као 

доводни гас коришћен ваздух при протоку од 5 slm 

Третирана биомаса је подвргнута анаеробној 

дигестији, при чему је највећи принос биометана 

остварен дигестијом кукурузовине у pH неутралној 

средини и при краћој дужини третмана 

[211] 

DBD – диелектрично баријерно пражњење; slm – стандардни литар по минути; PEG 200 – полиетилен-гликол 200 
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2.5. Валоризација лигноцелулозне биомасе 

Применом одабраног третмана лигноцелулозна биомаса се фракционише до својих 

основних компоненти – целулозе, хемицелулозе и лигнина. У зависности од ефикасности 

примењеног третмана добијају се фракције већег или мањег степена пречишћености, који 

утиче и на састав фракције, односно на начин њеног искоришћења. Неки од начина 

валоризације лигноцелулозне биомасе у биорафинеријским поступцима приказани су на слици 

2.15. 

 

Слика 2.15. Валоризација лигноцелулозне биомасе у биорафинеријским поступцима 

Целулоза изолована из лигноцелулозне биомасе представља добар извор глукозе –  

ферментабилног моносахарида погодног за микробиолошке трансформације у 

биорафинеријским процесима.  Стога се целулоза добијена након третмана неретко подвргава 

ензимској хидролизи у циљу даље деполимеризације. Добијени хидролизати се затим користе 

као ферментациони медијуми за производњу биоетанола [212], биоводоника [213], а нешто 

ређе и биодизела [214] као и низа других хемијских једињења - платформских хемикалија, као 

што су органске киселине, прекурсори, полупроизводи и други готови производи. Детаљнији 

опис истакнутих стратегија за искоришћење угљено-хидратних компонената лигноцелулозне 

биомасе посебно важних за ову дисертацију су дати у одељцима 2.5.1., 2.5.2. и 2.5.3.  

Полупроизводи и готови производи који се могу добити из лигноцелулозне биомасе су 

приказани у табели 2.8. Изолована целулоза се може користити и директно, као супстрат у 

производњи биогаса применом анаеробне дигестије [215]. Такође, широку примену има и у 

текстилној и папирној индустрији. Као микрокристална целулоза се може користити у 

фармацеутској и прехрамбеној индустрији, док наноцелулозна влакна представљају материјал 

за паковања побољшаних карактеристика [216]. 

Ензимском хидролизом хемицелулозе добија се смеша пентоза и хексоза које се могу 

користити као извори угљеника у ферментационим процесима. Као и у случају целулозе, 

ферментацијом хидролизата могу се произвести биогорива. Ипак, најзначајнији производи 

који настају деполимеризацијом хемицелулозе су фурфурал и 5-хидроксиметил фурфурал.  

Фурфурал може послужити као алтернативна сировина за производњу фурфурил алкохола и 

тетрахидрофурфурил алкохола, уместо конвенционално коришћених фосилних сировина 

[217]. Из фурфурала даље настају левулинска киселина и 5-хидроксиметил фурфурал, који 

представљају важне прекурсоре за производњу биогорива, фармацеутика и бројних реагенаса 

које се уобичајено добијају петрохемијским путем [217,218]. У зависности од порекла, 
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хемицелулоза је  доминантно изграђена од глукана или од ксилана. Захваљујући својим 

физичко-хемијским својствима, ови полисахариди се могу користити у прехрамбеној и 

фармацеутској индустрији, али и у производњи биофилмова и хидрогелова [219,220]. Такође, 

деривати ксилана и глукана имају доказано пребиотско дејство, те су све чешће заступљени у 

функционалним прехрамбеним производима [221]. 

Лигнин карактерише комплексан хетерогени састав, а тиме и бројне могућности за 

његову валоризацију. Ароматична полифенолна једињења лигнина, која представљају 

алтернативу за фенол добијен петрохемијским путем, могу се превести у био-уља и биочађ  

[222]. Ова једињења улазе и у састав биоразградивих биополимера, попут 

полихидроксиалканоата и полихидроксибутирата, али и полиола и смола на бази фенола. 

Деполимеризацијом лигнина до фенола и њиховом даљом трансформацијом настају алкани 

који се могу применити као алтернативно течно авио-гориво [223].  Осим алкана, лигнин се 

може превести у арене, који су значајна компонента течних биогорива [224]. Наночестице 

лигнина имају важну улогу у формулацији функционалних материјала, који су 

биокомпатибилни и биоразградиви [27]. Ове честице дају чврстоћу и стабилност материјалима 

за паковање, а захваљујући биолошкој активности могу продужавати рок трајања свежих 

намирница. Способност лигнина да апсорбује UV зраке обезбеђује и фотостабилност [225]. 

Осим тога, хидрогелови на бази лигнина имају антиоксидативна и антимикробна својства, што 

их чини посебно погодним за примену у биомедицини [226]. Висок садржај угљеника 

омогућава превођење лигнина у угљенична нановлакна и графен, који служе као складишта 

енергије у производњи батерија и  суперкондензатора [227]. Мономери лигнина се могу 

користити за синтезу реагенаса, попут гвајакола и различитих алдехида [228]. Такође, лигнин 

представља важну сировину за производњу ванилина природног порекла [229]. Одабрани 

полупроизводи и готови производи који се могу добити из лигноцелулозне биомасе приказани 

су у табели 2.8. 

2.5.1. Производња млечне киселине 

Млечна киселина (2-хидроксипропионска киселина) је природна органска киселина 

која има велики биотехнолошки значај. Захваљујући свом GRAS (енгл. Generally Recognized As 

Safe) статусу, потпуно је безбедна и погодна за употребу у различитим гранама индустрије – 

прехрамбеној, козметичкој, фармацеутској, хемијској и текстилној, али и у медицини. У 

прехрамбеној индустрији се користи као појачивач укуса, конзерванс, ацидулант, регулатор pH 

вредности, а посебно је важна у производњи ферментисаних млечних производа [230]. У 

козметичким препаратима се користи као средство за хидратацију, хумектанс и као средство за 

избељивање коже, те је састојак препарата за третман акни и препарата против старења. Важну 

улогу има у фармацеутској индустрији, као састојак раствора за дијализу и интравенозних 

раствора, али и за контролисано отпуштање лекова [231]. Осим тога, млечна киселина 

представља градивну јединицу за добијање поли-млечне киселине – биодеградабилног и 

биокомпатибилног полимера који се може користити као материјал за паковања и градити 

различите облике влакана и пена погодних и за медицинске намене. Такође, од млечне 

киселине се могу произвести и ацеталдехид, пропилен гликол, пропионска киселина, етил 

лактат и акрилна киселина [232].  
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Табела 2.8. Полупроизводи и готови производи добијени из лигноцелулозне биомасе и њихова примена [22,233] 

Број C 

атома 
Једињење 

Хемијска 

формула 
Примена 

1 Метанол CH3OH Растварач; супстрат или интермедијар у реакцијама хемијске синтезе 

Метан CH4 Гориво; супстрат у реакцијама хемијске синтезе 

Синтетички гас CO, H2O, CO2, H2 Гориво; производња електричне енергије; супстрат у реакцијама хемијске 

синтезе 

2 Етилен CH2=CH2 Адхезив и везивно средство; мономер за полимеризацију лубриканата и пластике 

Етанол C2H5OH Растварач; састојак хране и напитака 

Етилен-гликол CH2OHCH2OH Растварач у бојама и пластици; антифриз у системима за грејање и хлађење; 

хидраулични флуид у кочницама 

Гликолна киселина HOCH2CO2H Средство за појачавање укуса; конзерванс у фармацеутској и козметичкој 

индустрији, бојама и средствима за потамњивање у текстилној индустрији 

Сирћетна киселина CH3COOH Супстрат у хемијским и аналитичким реакцијама; корозивна хемикалија; 

средство за бојење тканина и потамњивање коже (материјала) 

3 Млечна киселина CH3CH(OH)COOH Адхезив; средство за пластифицирање; адитив у фармацеутској индустрији 

Акрилна киселина CH2=CHCOOH Мономер пластике; адитив у бојама, кожи (материјалу), папирним превлакама, 

детергентима, флуидима за аутомобиле, специјалним мастилима и адхезивима; 

састојак пелена за једнократну употребу; примена у медицини као ортопедски 

цемент и у стоматологији као вештачки зуб 

Глицерол C3H8O3 Растварач; супстрат и интермедијар у реакцијама хемијске синтезе; састојак 

сапуна, детергената и естара глицерола 

3-хидрокси-пропионска киселина C3H6O3 Мономер и супстрат за производњу биодеградабилне пластике 

Пропилен C3H6 Мономер и супстрат за производњу биодеградабилне пластике; супстрат у 

хемијским реакцијама 

1,3-пропандиол C3H8O2 Растварач; интермедијар и растварач у реакцијама хемијске синтезе 

Пропанол C3H8O Растварач; интермедијар у реакцијама хемијске синтезе у производњи адхезива; 

везивно средство у производима за пољопривреду 

Етил-лактат C5H10O3 Растварач у фармацеутској индустрији; адитив у прехрамбеној индустрији; 

носилац мириса; растварач у производњи нитроцелулозе и целулозних мембрана 

Изопропанол C3H8O Растварач у средствима за чишћење; састојак антисептика и средстава за 

дезинфекцију 

Пропилен-гликол CH3CH(OH)CH2OH Средство за повећање запремине у фармацеутској индустрији; хемијска сировина 

за производњу полиестарских смола; супстрат за производњу полиуретана 
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Табела 2.8. Полупроизводи и готови производи добијени из лигноцелулозне биомасе и њихова примена (наставак) 
Број C 

атома 
Једињење Хемијска формула Примена 

4 Бутанол C4H10O Гориво; растварач у хемијској и текстилној индустрији; растварач у 

хидрауличним и кочионим флуидима 

1,4-бутандиол C4H10O2 Растварач у производњи пластике и фармацеутика; супстрат за производњу 

полимерних влакана 

Сукцинска киселина (CH2)2(CO2H)2 Прекурсор за производњу биодеградабилних полимера и смола; адитив у 

прехрамбеним производима и дијететским суплементима; средство за 

појачавање укуса у прехрамбеним производима и фармацеутицима 

Етил-ацетат CH3COOC2H5 Адитив у средствима за стврдњавање у бојама, лаковима и пластици 

5 Фурфурал C4H3OCHO Хемијска сировина; растварач; адјуванс у хербицидима; састојак смола у 

полимерним матрицама 

Итаконска киселина C5H6O4 Градивна јединица за производњу биополимера коришћених у грађевини и 

инфраструктури (нпр. изолација, плочице, подови), у паковањима хране и 

санитарним производима 

Ксилитол C5H12O5 Заслађивач; адитив и средство за згушњавање у фармацеутским производима, 

дијететским суплементима, пастама за зубе, кондиторским производима и 

жвакаћим гумама 

Изопрен C5H8 Мономер за производњу средстава за чишћење и негу аутомобила (прање, 

воскирање, подмазивање кочница); природна гума 

Глутаминска киселина C5H9NO4 Дијететски суплемент; средство за појачавање укуса у прехрамбеним 

производима; адитив у прехмрабеним производима, пестицидима и лековима 

Левулинска киселина CH3C(O)CH2CH2CO2H Прекурсор биогорива, фармацеутика, пластификатора и градивних јединица за 

производњу других хемикалија 

6 Сорбитол C6H14O6 Заслађивач; средство за згушњавање; компонента козметичких производа и 

меканих желатинозних капсула; лаксативно средство 

Адипинска киселина HOOC(CH2)4COOH Прекурсор најлона и полиуретана; средство за пластифицирање PVC-а 

Лизин C6H14N2O2 Дијететски суплемент; адитив у прехрамбеним производима 

Лимунска киселина C6H8O7 Дијететски суплемент; појачивач укуса прехрамбених производа; регулатор 

киселости прехрамбених и козметичких производа 

Капролактам C6H11NO Супстрат за производњу синтетичких влакана, најлона, вештачке коже, 

пластике и полиуретана 

26 Рамнолипиди C26H48O9 Биосурфанктанти у прехрамбеној, козметичкој, фармацеутској индустрији и 

пољопривреди 
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Млечна киселина се може добити хемијским или микробиолошким путем. Хемијска 

синтеза се заснива на употреби петрохемијских сировина које се најпре преводе у ацеталдехид, 

који се у присуству водоник цијанида преводи до лактонитрила, чијом хидролизом настаје 

млечна киселина [234]. Као производ хемијске синтезе настаје рацемска смеша D (+) и L (-) 

изомера млечне киселине, који се могу раздвојити применом додатних сепарационих техника. 

Међутим, укључивање додатних корака сепарације производа је економски неповољно. Осим 

тога, употреба петрохемијских сировина није еколошки прихватљива. Наведени недостаци 

хемијске синтезе млечне киселине се могу превазићи применом микробне синтезе, односно 

млечно-киселинске ферментације. На овај начин производи се преко 90% млечне киселине 

[235]. Млечно-киселинска ферментација се изводи на знатно нижим температурама од 

хемијске синтезе, захтева улагање мање количине енергије, а могућност употребе обновљивих 

сировина доприноси одрживости овог поступка [236]. Млечно-киселинском ферментацијом 

настају оптички чисти изомери млечне киселине, те додатни сепарациони кораци нису 

потребни. Овај процес се заснива на превођењу простих шећера до млечне киселине, при чему 

се као извори шећера користе до сада најчешће скробне сировине, а ређе различити облици 

лигноцелулозне биомасе, као и индустријски отпадни токови. У зависности од типа сировине, 

најпре се примењује одговарајући третман за изоловање угљено-хидратне фракције или њено 

делимично одвајање од лигнина. Изолована фракција се преводи у просте, ферментабилне 

шећере ензимском хидролизом. У ову сврху се најчешће користе ензимски коктели, који 

представљају смешу целулаза и хемицелулаза, како би се обезбедила хидролиза и целулозе и 

хемицелулозе [237]. Након сахарификације добија се хидролизат богат хексозама и пентозама, 

који се подвргава ферментацији применом одабраног соја из групе бактерија млечне киселине 

(Lactobacillus sp.) или ређе применом филаментозних гљива, попут Rhizopus oryzae и Rhizopus 

arrhizus. Хомоферментативни сојеви бактерија млечне киселине, попут Lactobacillus 

acidophilus, Amylolactobacillus amylophilus, Lactobacillus helveticus. Lactobacillus bulgaricus, 

Ligilactobacillus salivarius и Lacticaseibacillus rhamnosus, гликолизом преводе глукозу до 

млечне киселине, која је крајњи производ метаболизма ових сојева [231]. Применом 

хомоферментативних сојева из једног мола глукозе настају два мола млечне киселине, према 

једначини 2.23, а максималан теоријски принос износи један килограм млечне киселине по 

килограму глукозе [231]. 

C6H12O6 → 2CH3CH(OH)COOH + 2ATP            (2.23.) 

Међутим, уколико су изложене стресу, услед ниске pH, ниске температуре или недовољне 

количине извора угљеника, може доћи до измене доминантног биосинтетског поступка и 

бактерије могу произвести и мрављу киселину [238]. Са друге стране, хетероферментативни 

сојеви (Companilactobacillus alimentarius, Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus plantarum, 

Lactobacillus delbruecki subsp. lactis, Lactiplantibacillus pentosus и Lactococcus lactis) поред 

једног мола млечне киселине производе и по један мол угљеник (IV) оксида и етанола или 

сирћетне киселине, према једначинама: 

C6H12O6 → CH3CH(OH)COOH + CO2 + C2H5OH + ATP          (2.24.) 

C6H12O6 → CH3CH(OH)COOH + CO2 + CH3COOH + 2ATP         (2.25.) 

У овом случају теоријски принос млечне киселине износи 0,5 килограма по килограму глукозе 

[231]. Без обзира на тип микроорганизма који се користи, млечно-киселинска ферментација се 

изводи на температурама у опсегу од 37 °C до 43 °C и при pH од 5 до 7 [239]. Поред поступака 

са дивљим сојевима који природно производе млечну киселину, могуће је развити поступке и 

са инжењеризованим сојевима Bacillus sp., Escherichia coli, Lactobacillus sp. и Saccharomyces 

cerevisiae [240,241]. Сахарификација и ферментација се могу одвијати као два засебна процеса, 

или се могу одвијати истовремено, као симултана сахарификација и ферментација. Иако је 

симултани приступ ефикаснији, различити услови при којима се ови процеси одигравају 

отежавају њихову контролу. У производњи млечне киселине се могу користити и други 

приступи, као што су симултана сахарификација и коферментација или одвојена 

сахарификација и коферментација, али су они заступљенији у другим типовима ферментације 
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(нпр. алкохолна ферментација). Након ферментације следи издвајање и пречишћавање млечне 

киселине из ферментационог медијума. Овај корак је најзахтевнији и најскупљи у целокупном 

процесу производње млечне киселине. Од 40% до 70% укупних капиталних и оперативних 

трошкова потиче од овог корака [242]. Степен пречишћености млечне киселине зависи од њене 

даље примене. У прехрамбеној индустрији се користи млечна киселина степена чистоће 

између 80% и 90%, док је за потребе фармацеутске индустрије неопходно остварити степен 

чистоће преко 90% [237]. Стога се за пречишћавање бирају ефикасне технике, попут 

различитих типова мембранских сепарација, електродијализе, адсорпције, преципитације и 

реактивне екстракције. Међутим, како свака од поменутих техника има и одређене недостатке, 

неопходно је оптимизовати издвајање и пречишћавање млечне киселине у складу са потребама 

процеса. 

2.5.2. Производња биоетанола 

 Биоетанол је течно биогориво високог квалитета које се користи за транспорт. Са 

уделом од око 70% представља најзаступљеније биогориво [243]. Октански број биоетанола 

износи 108, што га чини одговарајућим за употребу у моторима са унутрашњим сагоревањем 

[244]. Садржај енергије биоетанола је мањи од садржаја енергије бензина за 68%. Висок 

садржај кисеоника у биоетанолу доводи до редукције емисије угљеник (IV) оксида за 80% 

током његовог сагоревања [245]. Међутим, због нижег садржаја енергије, биоетанол се не 

користи самостално, већ се умешава са бензином у различитим односима, у складу са ASTM 

D4806 стандардом [245]. Осим горива за транспортна возила, биоетанол има значајну примену 

и као растварач, дезинфекционо средство, али и као индустријска сировина.  

Биоетанол настаје у процесу алкохолне ферментације и за разлику од етанола, у његовој 

производњи се не користе петрохемијске сировине. Као супстрат за производњу биоетанола 

користе се сировине богате угљеним хидратима који се могу хидролизовати до 

ферментабилних шећера. У ове сировине спадају шећерни и скробни усеви, попут житарица и 

шећерне трске, (биоетанол прве генерације), затим лигноцелулозна биомаса (биоетанол друге 

генерације), као и микроалге (биоетанол треће генерације) [116]. Ферментацијом генетски 

модификованих усева гајених на земљишту које није погодно за гајење хране применом 

генетски модификованих микроорганизама добија се биоетанол четврте генерације. Међутим, 

овакав начин производње је још увек у фази испитивања, а очекује се да ће примена биоетанола 

четврте генерације значајно смањити емисије GHG [246]. Иако представља најзаступљенији 

биорафинеријски поступак, производња биоетанола прве генерације је у директној 

компетицији са производњом хране, што је чини недовољно одрживом. Са друге стране, 

употреба микроалги у производњи биоетанола је економски неповољна због високих 

капиталних трошкова [247]. Стога лигноцелулозна биомаса представља најпогоднију сировину 

за производњу биоетанола. Међутим, због њене комплексне структуре, третман 

лигноцелулозне биомасе је неопходан корак који претходи њеној валоризацији кроз алкохолну 

ферментацију.  

 Производња биоетанола из лигноцелулозне биомасе је сложен процес који се састоји из 

неколико корака. Након примењеног третмана и уклањања лигнина, врши се детоксикација 

третиране биомасе, како би се уклонили потенцијални инхибитори хидролизе или 

ферментације који могу настати током третмана. Техника којом се инхибиторна једињења 

уклањају зависи од типа третмана који је коришћен, а најчешће се примењују мембранска 

екстракција, екстракција растварачима, јонска размена и адсорпција [248]. Затим се третирана 

биомаса хидролизом преводи у ферментабилне шећере у процесу сахарификације. За 

хидролизу се углавном бирају ензимски коктели, како би се истовремено омогућила 

деполимеризација целулозе до глукозе и хемицелулозе до смеше пентоза и хексоза. Осим 

ензима, у смешу која се подвргава хидролизи се могу додавати и различити адитиви, попут 

сурфактаната, полимера на бази полиетилен гликола или некаталитичких протеина. Њихова 

основна улога је спречавање интеракције ензима са резидуалним лигнином присутним у 

третираној биомаси, чиме се повећава принос шећера у хидролизату [249]. Добијени 
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хидролизат се затим инокулише одговарајућом културом, чиме започиње алкохолна 

ферментација. Хексозе и пентозе присутне у хидролизату се преводе у биоетанол према 

следећим једначинама: 

C6H12O6 → 2C2H5OH + 2CO2             (2.26.) 

3C5H10O5 → 5C2H5OH + 5CO2             (2.27.) 

Максималан принос биоетанола који се може добити из једног килограма шећера износи 0,51 

килограм [250]. Ферментацију глукозе врше Zymomonas mobilis и S. cerevisiae, који су погодни 

за употребу на индустријском нивоу због резистенције на висок садржај етанола, док 

истовремено обезбеђују високе приносе. Међутим, поменути сојеви не могу да ферментишу 

пентозе, те се за њихово превођење до биоетанола користе квасци попут Candida shehatae, 

Pachysolen tannophilus и Pichia stipitis (позната и као Scheffersomyces stipitis) [116]. Ови сојеви 

су изузетно осетљиви на садржај етанола, низак pH, као и присуство глукозе, што их чини 

непогодним за примену у индустрији. Стога се ферментација врши поменутим индустријским 

сојевима, применом генетски модификованих микроорганизама (S. cerevisiae, Zymomonas 

mobilis, E. coli, Fusarium oxysporum) или применом имобилисаних рекомбинантних сојева 

[251,252]. Као и у случају млечно-киселинске ферментације, сахарификација и ферментација 

се могу одвијати као два одвојена корака, што је неповољно са енергетског и економског 

аспекта. Стога се чешће одвијају истовремено, као симултана сахарификација и ферментација, 

чиме се остварују највиши приноси у једноставнијем систему него у случају одвојених 

процеса [253]. За максимално искоришћење супстрата се може применити симултана 

сахарификација и коферментација. Овај приступ подразумева употребу сојева који 

ферментишу пентозе уз сојеве који ферментишу хексозе, али се због метаболизма примењених 

сојева добијају нижи приноси биоетанола [254]. Консолидовани процес се заснива на употреби 

једног или више микроорганизама који имају способност да синтетишу ензиме за хидролизу 

биомасе, а затим и да добијене шећере преведу у биоетанол. Међутим, овај начин добијања 

биоетанола није заступљен због дужине трајања процеса (3 до 12 дана), као и због ниских 

приноса [255]. По завршетку ферментације се врши издвајање биоетанола из ферментационог 

медијума. Различитим врстама дестилације или мембранском сепарацијом се добија биоетанол 

који садржи велику количину воде, те се поступком ректификације врши уконцентрисавање до 

95%. Апсолутни биоетанол (минимум 99,5%) се може добити дехидратацијом [251]. 

2.5.3. Производња биометана 

 Биометан представља најзначајније гасовито биогориво које се користи за транспорт. 

Иако удео биометана у заступљеним биогоривима износи само 3%, употребом биометана 

уместо фосилних горива би емисије GHG могле да се смање за 80% [256]. Осим горива за 

транспортна возила, биометан може бити алтернатива природном гасу који се користи у 

индустрији као енергент, за ликвефакцију и компресију [256]. Овај угљенично-неутрални гас 

се добија пречишћавањем биогаса насталог у процесу анаеробне дигестије или гасификацијом 

биомасе и накнадним метановањем. Гасификација биомасе изводи се на 700 °C до 800 °C, на 

високом притиску и при анаеробним условима, док се анаеробна дигестија изводи на 

температурама до 60 °C. Стога је анаеробна дигестија заступљенији процес, током којег се 

производи око 90% укупно произведеног биометана [243].  

Анаеробна дигестија је биохемијски процес у коме се комплексна органска једињења 

преводе у биогас. Овај процес се користи у постројењима за третман отпадних вода, док се 

природно одвија у дубљим слојевима депонија. Међутим, тренутно се највећа количина 

биогаса, око 70%, производи дигестијом енергетских усева [242]. Како лигноцелулоза по својој 

структури представља одговарајући супстрат захваљујући високом садржају шећера, 

пољопривредни остаци се такође могу укључити у процес анаеробне дигестије. Превођење 

лигноцелулозе у биогас врши микробиолошки конзорцијум који се састоји из факултативних 

и облигатно анаеробних врста [257]. Сам процес се одвија кроз четири фазе – хидролизу, 

ацидогенезу, ацетогенезу и метаногенезу. Током хидролизе, анаеробне и факултативно 
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анаеробне бактерије производе екстрацелуларне хидролазе којима се лигноцелулоза 

деполимеризује [258]. Настали мономери се у процесу ацидогенезе разграђују до испарљивих 

органских киселина краћих ланаца (53% до 58% сирћетне киселине, 6% до 13% пропионске 

киселине и 30% до 35% бутерне киселине), уз мање количине алкохола, алдехида, водоника и 

угљеник (IV) оксида [259]. Овај корак врше ацидогене факултативно аеробне бактерије. 

Добијене испарљиве масне киселине и алкохоли се у процесу ацетогенезе преводе у ацетат, 

угљеник (IV) оксид и водоник посредством синтрофних бактерија. Неки од родова који врше 

поменуте трансформације су Clostridium, Corynebacterium, Actinomyces, Staphylococcus и 

Escherichia [260]. Након ацетогенезе, метаногене бактерије из родова Methanosarcina и 

Methanothrix преводе ацетат у метан и угљеник (IV) оксида, док се водоник оксидује помоћу 

сојева из родова Methanococcus, Methanobacterium и Methanobacillus [261,262]. Иако 

ацетогенеза представља енергетски неповољан процес, она се природно одиграва током 

анаеробне дигестије заједничком активношћу ацетогених и метаногених бактерија [263]. Све 

остале фазе процеса су енергетски повољне. Општи механизам одвијања анаеробне дигестије 

приказан је у табели 2.9. 

Табела 2.9. Механизам одвијања анаеробне дигестије [263] 

Фаза процеса 
 ΔG° 

(kJ по реакцији)* 

Ацидогенеза C6H12O6 + 2H2O → 2CH3COŌ + 2CO2 + 2H+ + 4H2 - 206 

C6H12O6 + 2H2 → 2CH3CH2COŌ + 2H2O + 2H+  - 358 

C6H12O6 → CH3CH2CH2COŌ + 2CO2 + H+ + 2H2 - 255 

Ацетогенеза CH3CH2COŌ + 3H2O → CH3COŌ + HCO3
̄ + H+ + 3H2 + 76,0 

CH3CH2CH2COŌ + 2H2O → 2CH3COŌ + H+ + 2H2 + 48,1 

CH3CH2OH + H2O → CH3COŌ + H+ + 2H2 + 9,60 

Метаногенеза CH3COŌ + H2O → CH4 + HCO3
̄ + 2H2 - 31,0 

4H2 + HCO3
̄ + H+ → CH4 + 5,3H2O  - 33,9 

4HCOŌ + H2O + H+ → CH4 + 3HCO3
̄  - 32,6 

*Гибсова слободна енергија при стандардним условима 

Као производ анаеробне дигестије добија се биогас, чији састав зависи од типа 

супстрата и услова при којима се процес одвија, а креће се у опсегу од 50% до 75% метана и 

од 25% до 45% угљеник (IV) оксида , док су амонијак, водоник и водоник сулфид присутни у 

траговима [256]. У зависности од типа супстрата, анаеробна дигестија се може одвијати у 

чврстом и у течном стању. Анаеробна дигестија у чврстом стању се примењује код супстрата 

чији садржај чврсте материје премашује 15%, као што је случај са пољопривредним остацима 

[258]. На ефикасност процеса утичу бројни фактори, попут температуре, pH вредности, 

алкалинитета, времена задржавања, садржаја азота и односа угљеника и азота. Анаеробна 

дигестија се изводи у неком од три температурна опсега – психрофилном (од 10 °C до 20 °C), 

мезофилном (од 30 °C до 40 °C) или термофилном (од 56 °C до 60 °C), који се одређује на 

основу сојева који врше дигестију [264]. Одабрани сојеви утичу и на pH вредност процеса, која 

најчешће износи око 7, док њена вредност може благо опадати у различитим фазама процеса, 

у зависности од насталих производа, попут испарљивих масних киселина [265]. Садржај 

угљеника, азота, фосфора и сумпора у супстрату има кључну улогу када је реч о 

макронутријентима, са оптималним односом азота и угљеника од 1:20 до 1:30 [264]. Када се 

као супстрат користи лигноцелулозна биомаса, брзина деполимеризације је често 

ограничавајући фактор, чинећи хидролизу најспоријом фазом читавог процеса [266]. Стога се 

најпре врши делимична разградња лигноцелулозе применом третмана, како би се повећала 

ефикасност процеса кроз смањење дужине трајања и повећање приноса. 
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2.5.4. Валоризација кукурузне стабљике 

Захваљујући свом саставу који укључује висок садржај угљених хидрата, кукурузна 

стабљика се може користити за производњу биогорива, попут биоетанола [212]. Осим тога, 

може бити полазна сировина за добијање градивних јединица које се користе за добијање 

реагенаса, као што су дикарбоксилне киселине, пропионска, млечна, левулинска, сукцинска и 

јабучна киселина, затим ксилитол, фурфурал, 5-хидроксиметил фурфурал, 5-хлорметил 

фурфурал, 1,4-пентадиол, разне врсте ензима, биосурфактаната и биосорбената, док се од 

лигнина могу добити биоактивна једињења која поседују антиоксидативну и антимикробну 

активност [47]. У оквиру ове дисертације су разматране валоризације третиране кукурузне 

стабљике у биотехнолошким процесима производње млечне киселине, биоетанола и 

биометана. У табели 2.10 је дат преглед досадашњих резултата у студијама других аутора на 

истом супстрату, са посебним освртом на постигнутe приносe и концентрација производа у 

зависности од примењеног третмана. Значајан број испитиваних поступака користи киселине 

у третманима и често није вршено фракционисање већ су поступци били усмерени на 

коришћење само једне фракције лигноцелулозне биомасе. Такође, плазма третман 

лигноцелулозне биомасе је разматран до сада у једној студији, али без додатака реагенаса, за 

примену у производњи биогаса. Остале студије су испитивале биотехнолошке валоризације 

које нису разматране експериментално у оквиру ове дисертације, али могу бити важне за 

дизајнирање нових поступака у будућности. Посебно за нове стратегије искоришћења 

фракција добијених комбинованим плазма третманима развијеним у оквиру дисертације.   
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Табела 2.10. Преглед најзначајнијих третмана кукурузне стабљике и њене валоризације 

Третман Процесни услови Добијени производ(и) Реф. 

Алкални третман  Стабљика је третирана 2% (мас.) раствором 

NaOH у високопритисном реактору током 1 h на 

120 °C 

Ферментацијом хидролизата третиране биомасе 

добијено 129,4 g L-1, односно 0,92 g g-1 L-млечне 

киселине 

[267] 

Биолошки третман Стабљика је третирана  микробним 

конзорцијумом (Bacillus coagulans, 

Limosilactobacillus fermentum и Enterococcus 

durans), током 28 дана на 30 °C 

Ферментацијом хидролизата третиране биомасе 

добијено 18,5 g L-1, односно 0,31 g g-1 L-млечне 

киселине 

[268] 

Третман јонским 

течностима 

Стабљика је третирана смешом холин хлорида и 

глицина у односу 1:1,05, на 90 °C, при 

различитим дужинама трајања третмана (0,5 h до 

8 h) 

Дигестибилност целулозе након примењеног 

третмана износила је 99,23%, а њеном 

хидролизом је произведено 0,96 g g-1 млечне 

киселине 

[269] 

Третман чврстом 

киселином 

Стабљика је третирана чврстом 

хлороводоничном киселином (смеша 

сулфаминске киселине, натријум хлорида и 

металних оксида) на различитим температурама 

и при различитим дужинама трајања третмана 

Ферментацијом хидролизата третиране стабљике 

током 48 h остварен је принос од 18 g L-1 D-

млечне киселине 

[270] 

Третман разблаженом 

киселином 

Стабљика је третирана 2% (мас.) раствором 

сумпорне киселине у аутоклаву, на 121 °C, током 

90 min 

Ферментацијом хидролизата третиране биомасе 

произведено је 70,7 g L-1 D-млечне киселине 

[271] 

Алкални третман Стабљика је третирана 2% (мас.) раствором 

NaOH током 1,33 h на 118 °C 

Хибридном ферментацијом хидролизата 

третиране стабљике је произведено 50,3 g L-1 

етанола и 24,25 g L-1 L-млечне киселине 

[272] 

Третман разблаженом 

киселином 

Стабљика је третирана сумпорном киселином 

различитих концентрација, у аутоклаву, на        
121 °C, при различитим дужинама третмана 

Ферментацијом хидролизата третиране биомасе 

остварен принос етанола од 0,21 g g-1  

[273] 

Третман киселином Стабљика је помешана са азотном киселином и 

третирана у реактору током 1 min до 10 min и у 

температурном опсегу од 120 °C до 160 °C 

Ферментацијом хидролизата стабљике третиране 

при оптималним условима остварен принос од 

22,4 g L-1 етанола и 1,04 g L-1 липида за 

производњу биодизела  

[274] 

DES третман  Стабљика је третирана еутектичком смешом 

сачињеном од холин хлорида и различитих HBD, 

током 6 h на 120 °C 

Највећи принос етанола од 54,86% остварен 

након третмана еутектичком смешом која је 

садржала холин хлорид и глицерол 

[275] 
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Табела 2.10. Преглед најзначајнијих третмана кукурузне стабљике и њене валоризације (наставак) 

 

Третман Процесни услови Добијени производ(и) Реф. 

Кисело-алкални третман Стабљика је третирана разблаженом киселином и 

алкалним раствором натријум-сулфита на 140 °C и 

150 °C, уз варирање концентрације киселине 

(0,8%, 1,0% и 1,2% (мас.)) 

При оптималним условима третмана остварен 

принос етанола од 48,5 g L-1  

[276] 

Биолошки третман Стабљика је инокулисана базидиомицетом I. 

lacteus и инкубирана 21 дан на 30 °C 

Након 94-часовне симултане сахарификације и 

ферментације остварен је принос етанола од 13,5 

g L-1 

[277] 

Алкални третман Стабљика је третирана 2% (мас.) алкалним 

раствором водоник пероксида током 24 h на 35 °C 

Након дигестије је произведено 256 mL g-1 VS 

биометана 

[278] 

DES третман  Стабљика је третирана алкалном еутектичком 

смешом, сачињеном од етилен-гликола, натријум-

хидроксида и урее, уз варирањепроцесних 

параметара 

При оптималним условима третмана, 

максимални принос биометана износио је 673,6 

mL g-1 VS  

[279] 

Биолошки третман Стабљика је третирана сировим ензимима 

изолованим из Trichoderma viride и Aspergillus sp., 

током 6 дана на 50 °C 

Након дигестије је остварен принос биометана од 

512,6 mL g-1 VS  

[280] 

Експлозија воденом паром Стабљика је изложена воденој пари на 

температури од 140 °C до 220 °C, од 2 min до 15 

min  

Најбољи резултати остварени су применом 

третмана на 160 °C у трајању од 2 min, при чему 

је произведено 585 mL g-1 VS  

[281] 

Третман нетермалном 

плазмом 

Стабљика је помешана са чесменском водом и 

третирана у DBD плазма реактору 2 h, уз употребу 

ваздуха као напојног гаса  

Након 35-дневне дигестије је остварен принос 

биометана од 213,35 mL g-1 VS  

[282] 

Ултразвук/DES/третман 

органским растварачем 

Стабљика је помешана са еутектичком смешом 

сачињеном од холин хлорида и различитих HBD, 

или са диметил-сулфоксидом, а затим подвргнута 

ултразвучном третману, при различитим 

процесним параметрима 

При оптималним условима третмана, степен 

конверзије пентоза повећан је за 95,63%, а степен 

конверзије хексоза за 49,45%; принос добијених 

производа је износио 36,54% за мрављу 

киселину, 20,34% за левулинску киселину, 

27,54% за 5-HMF и 33,64% за фурфурал 

[283] 

Кисело-алкални третман Стабљика је третирана 1% (мас.) сумпорном 

киселином током 30 min на 120 °C и 1% (мас.) 

раствором NaOH током 1 h на 120 °C 

Из стабљике изоловано 77,6% лигнина, који је 

коришћен као супстрат за добијање 1 g L-1 

полихидроксиалкалноата, уз принос од 17,6% 

[284] 
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2.6. Предмет и циљеви истраживања 

Предмет истраживања ове докторске дисертације је развијање третмана заснованих на 

примени нетермалне гасне плазме за добијање фракција лигноцелулозне биомасе и њихово 

искоришћење у различитим биотехнолошким поступцима. Испитана је могућност примене 

различитих напредних оксидационих процеса разградње кукурузне стабљике, као и њиховог 

комбиновања са нетермалном плазмом на атмосферском притиску у конфигурацији плазма 

игле, како би се повећала ефикасност третмана. У ову сврху одабран је третман нетермалном 

плазмом у воденој средини, као представник неутралних третмана без примене реагенаса, 

затим комбиновани нетермална плазма/Фентон третман, као биомиметички третман у киселој 

средини који се у природи одвија посредством гљива. Испитана је и могућност комбиновања 

нетермалне плазме са лигнинолитичким ензимом манган пероксидазом, по аналогији са 

природном разградњом. Као модел третман за делигнификацију заступљен у индустрији 

одабран је алкални третман, који је унапређен нетермалном плазмом. Осим тога, испитиван је 

и потенцијални синергизам нетермалне плазме са природним дубоким еутектичким смешама, 

као новом генерацијом „зелених“ органских растварача. Третмани су оптимизовани тако да се 

обезбеди најефикаснија разградња лигноцелулозе и уклањање лигнина, при условима који су 

еколошки прихватљиви и „зеленији“ од конвенционалних третмана. Након оптимизације и 

фракционисања биомасе, извршена је карактеризација изолованих фракција богатих 

целулозом, хемицелулозом и лигнином. Затим је испитана могућност валоризације третиране 

биомасе у ферментационим поступцима за добијање млечне киселине, биоетанола и биогаса.
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3. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО 

3.1. Материјали и опрема 

У експерименталном раду коришћена је отпадна биомаса стабљике кукуруза, 

прикупљена као жетвени остаци са пољопривредног газдинства на територији општине Ковин, 

Јужнобанатски округ, Република Србија. 

Током извођења експеримената коришћене су следеће супстанце и реагенси: 

- 2,2'-азинобис-(3-етилбензотиазолин-6-сулфонат) (ABTS) (C18H18N4O6S4), Thermo 

Scientific, Индија 

- 2',2''-диметил-5,5''-ди-изо-пропилфенолфталеин (тимолфталеин), 95% (C28H30O4), 

Sigma Aldrich, Уједињено Краљевство 

- 2,2-дифенил-1-пикрилхидразил радикал (DPPH) (C18H12N5O6), Sigma Aldrich, Немачка 

- 2-етоксиетанол (C4H10O2), Fisher Scientific, САД 

- 2-хидрокси-терефтална киселина (C8H6O5), Fluorochem, Уједињено Краљевство 

- 6-хидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-2-карбоксилна киселина (Тролокс) >98%, 

(C14H18O4), TCI Chemicals, Кина 

- Astra Blue™ (C47H52CuN14O6S3), Carl-Roth,  Холандија 

- D-(+)-галактоза, (C6H12O6), Acros Organics, Белгија 

- D-(+)-глукоза, (C6H12O6), Fisher Scientific, Уједињено Краљевство 

- D-(+)-ксилоза (C5H10O5), Fluka, Немачка 

- D-(+)-маноза (C6H12O6), Acros Organics, Белгија 

- Folin-Ciocalteau реагенс, Carlo Erba, Француска 

- L-(+)-арабиноза (C5H10O5), Acros Organics, Белгија 

- L-(+)-млечна киселина, 90% (C3H6O3), Acros Organics, Белгија 

- Амонијум-ацетат-трихидрат (CH3COONH4·3H2O), Centrohem, Србија 

- Антрон, 98% (C14H10O), Acros Organics, САД 

- Аргон носеће чистоће 5,0, Messer Tehnogas AD, Србија 

- Ацетил-бромид, 99% (CH3COBr), Sigma Aldrich, Уједињено Краљевство 

- Ацетон (C3H6O), Lach:ner, Чешка 

- Бакар-сулфат-пентахидрат (CuSO4·5H2O), Зорка фарм, Србија 

- Водоник-пероксид, 30% (H2O2), Centrohem, Србија 

- Гална киселина (C7H6O5), Sigma Aldrich, Кина 

- Гвајакол, 99+% (C7H8O2), Acros Organics, Белгија 

- Гвожђе(II)сулфат-хептахидрат (FeSO4·7H2O), Lach:ner, Чешка 

- Гвожђе(III)хлорид-хексахидрат, 99% (FeCl3·6H2O), Здравље Лесковац, Србија 

- Говеђи серум албумин (BSA), Sigma Aldrich, САД 

- Декалин (C10H18), Fisher Scientific, САД 

- Дестилована вода, Reahem, Србија 

- Диметил-сулфоксид (C2H6OS), Центрохем, Србија 

- Динатријум-етилен-диамин-тетра-ацетат (EDTA) (C10H14N2Na2O8·2H2O), Fisher 

Scientific, САД 

- Динатријум-хидроген-фосфат-додекахидрат (Na2HPO4·12H2O), Центрохем, Србија 

- Етанол, 96% (CH3CH2OH), Reahem d.o.o, Србија 

- Желатин, Carl-Roth, Немачка 

- Калијум-натријум-тартарат-тетрахидрат (C4H4KNaO6·4H2O), Fisher Scientific, 

Уједињено Краљевство 

- Калијум-феро-цијанид-трихидрат ([K4(Fe(CN)6)]·3H2O), Merck, Немачка 

- Калцијум-карбонат (CaCO3), Hemos, Србија 

- Кварцни песак, Hemos, Србија 

- Крафт лигнин, Sigma Aldrich, САД
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- Магнезијум-сулфат-хексахидрат (MgSO4·6H2O), Зорка фарм, Србија 

- Манган-сулфат-монохидрат (MnSO4·H2O), Hemos, Србија 

- Метанол, >99,9% (CH3OH), Carlo Erba, Француска 

- Натријум-ацетат-трихидрат (NaC2H3O2·3H2O), NRK Inženjering, Србија 

- Натријум-борат-декахидрат (Na2B4O7·10H2O), Lach:ner, Чешка 

- Натријум-додецил-сулфат (NaC12H25SO4), Fisher Scientific, САД 

- Натријум-карбонат (Na2CO3), Сига, Србија 

- Натријум-лактатат, 60% (C3H5NaO3), Fisher Scientific, Уједињено Краљевство 

- Натријум-сулфит (Na2SO3), Merck, Немачка 

- Натријум-хидроксид, 99% (NaOH), Hemos, Србија 

- Оксална киселина (H2C2O4), Зорка фарм, Србија 

- Орцинол-монохидрат, 99% (C7H8O2), Acros Organics, Кина 

- Сафранин (C20H19ClN4), Chemapol, Чешка 

- Сирћетна киселина, 100% (CH3COOH), Зорка фарм, Србија 

- Сукцинска киселина (C4H6O4), Sigma Aldrich, Кина 

- Сумпорна киселина, 95-97% (H2SO4), Центрохем, Србија 

- Терефтална киселина, 98% (C8H6O4), Centron, Немачка 

- Титанијум(IV)оксисулфат (TiO(SO4)), Sigma Aldrich, Уједињено Краљевство 

- Три-натријум-цитрат-дихидрат, >99% (C6H5Na3O7·3H2O), NRK Inženjering, Србија 

- Фенол-црвено (C19H14O5S), The Coleman&Bell Co., САД 

- Хидроксиламин-хидролорид, 98% (NH2OH·HCl), Lach:ner, Чешка 

- Хлороводонична киселина, 37% (HCl), Зорка фарм, Србија 

- Холин-хлорид, 99% (C5H14ClNO), Thermo Fisher, САД 

- Цетил-триметиламонијум-бромид (C19H42BrN), Carlo Erba, Шпанија 

- Цинк-ацетат-дихидрат (Zn(CH3COO)2·2H2O), Laforma, Северна Македонија 

- Цинк-сулфат-хептахидрат (ZnSO4·7H2O), NRK Inženjering, Србија 

- Антибиограм тест таблете (Нистатин, 50 µg; Канамицин, 30 µg; Стрептомицин, 10 µg), 

Bioanalyse®, Турска 

У извођењу експерименталног рада коришћена је следећа опрема: 

- pH метар, TitroLine 5000, SI Analytics GmbH, Немачка 

- Аналитичка вага, Mettler AJ100, Швајцарска 

- Аутоклав, Фабрика медицинских уређаја Сутјеска, Србија 

- Аутоматизовани систем за тестирање потенцијала за производњу метана, AMPTS II, 

BPC Instruments, Шведска 

- Вакуум упаривач, Buchi, V700, Немачка  

- Вибрациона сита, DIN ISO 3310-1, Multiserw, Пољска 

- Високо прецизна аналитичка вага, Supermicro S4, Sartorius, Уједињено Краљевство 

- Водено купатило, Memmert, Немачка  

- Вортекс, LBX Instruments, V05 series, Швајцарска  

- Дифрактометар са Х зрацима, PW 1050, Philips, САД 

- Електрична пећ за жарење, Elektron, Србија 

- Елементални анализатор, Elementar Vario EL III, CNS, GmbH, Немачка 

- Инфрацрвени спектрометар са Фуријеовом трансформацијом, NicoletTM iSTM 10, 

Thermo Fisher Scientific, Велика Британија 

- Калориметријска бомба, IKA C 200, IKA Works, САД 

- Куглични млин, Retsch, MM400, Немачка 

- Лабораторијска сушница, Фабрика медицинских уређаја Сутјеска, Србија 

- Магнетна мешалица, Heating Magnetic Stirrer C-MAG HS 7, IKA, Немачка 

- Микропипете (1-10 µL; 20-200 µL; 100-1000 µL), LLG Labware, Немачка 

- Микротом 
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- Млин са ротирајућим ножевима, Retsch SM100, Немачка  

- Орбитална мешалица, Orbital shaker incubator Unimax 1010, Heidolph, Немачка 

- Порозиметар са интрузијом живе, Carlo Erba 2000, Италија 

- Раман спектрометар, MIRA XTR DS system, Metrohm Raman, САД 

- Распршивач, Polaron SC502, Fison Instruments, Уједињено Краљевство 

- Светлосни микроскоп, Axio Imager A1, Carl Zeiss MicroImaging GmbH., Немачка 

- Систем за течну хроматографију високих перформанси, Dionex Ultimate 3000, 

ThermoScientific, САД 

- Скенирајући електронски микроскоп, Tescan FE-SEM Mira 3 XMU, Tescan, Чешка  

- Спектрофлуориметар, Jobin Yvon Fluorolog FL3-22, Horiba, САД  

- Спектрофотометар, EpochGen 5, BioTek, САД  

- Спектрофотометар, Ultrospec 3300 pro, Biochrom Ltd., Уједињено Краљевство 

- Термостат за раст микроорганизама, Memmert, Немачка 

- Техничка вага, MP-3000, Chyo Balance Corp, Јапан 

- Ултразвучно водено купатило, RO-VEP Elektronska industrija, Србија 

- Уређај за одређивање садржаја влакана по Van Soestu, Behrotest® CF 2+2, Behr, 

Немачка 

- Филтери, 0,22 и 0,45 µm, Sartorius, Немачка 

- Центрифуга, Hermle Z 206 A, Немачка 

- Центрифуга, Mini centrifuge LLG-uniCFUGE5, LLG Labware, Немачка 

- Циклонски млин, Foss CT 193 Cyclotec™, Данска 

За ензимску хидролизу третиране биомасе, делигнификацију биомасе потпомогнуту 

нетермалном плазмом и одређивање садржаја млечне киселине коришћени су следећи 

ензимски препарати, респективно: 

- Комерцијална смеша целулаза, -глукозидаза и хемицелулаза, Cellic® CTec 2, 

Novozymes, Данска 

- Манган пероксидаза изолована из P. chrysosporium, ЕС 1.11.1.13, Sigma Aldrich, 

Уједињено Краљевство 

- Стандардни ензимски кит за одређивање садржаја стереоизомера млечне киселине, 

Megazyme®, Ирска 

За испитивање антимикробне активности изолованих лигнинских фракција коришћени су 

следећи микроорганизми: 

- Bacillus cereus ATCC 11778, Колекција: Лабораторија за микробиологију Технолошко-

металуршког факултета, Универзитета у Београду 

- Candida albicans ATCC 10259, Колекција: Лабораторија за микробиологију 

Технолошко-металуршког факултета, Универзитета у Београду 

- Escherichia coli ATCC 25922, Колекција: Лабораторија за микробиологију Технолошко-

металуршког факултета, Универзитета у Београду 

- Staphylococcus aureus ATCC 25923, Колекција: Лабораторија за микробиологију 

Технолошко-металуршког факултета, Универзитета у Београду 

За млечно-киселинску ферментацију, алкохолну ферментацију и анаеробну дигестију  

третиране биомасе коришћени су следећи микроорганизми, респективно: 

- Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469, Колекција: Лабораторија за микробиологију 

Технолошко-металуршког факултета, Универзитета у Београду 

- Saccharomyces cerevisiae var. elipsoides, Колекција: Лабораторија за микробиологију 

Технолошко-металуршког факултета, Универзитета у Београду 

- Инокулум преузет из реактора за анаеробну дигестију смештеног у постројењу за 

третман отпадних вода Severn Trent (Wanlip, Уједињено Краљевство) 
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За припрему одговарајућих хранљивих медијума за микроорганизме коришћени су: 

- De Man, Rogosa, Sharpe (MRS) бујон, Biolife, Италија 

- Агар, Торлак, Србија 

- Квашчев екстракт, Торлак, Србија 

- Месни екстракт, Торлак, Србија 

- Пептон, Торлак, Србија 

- Сладни бујон, Biolife, Италија 

- Триптон, Торлак, Србија 

- Хранљиви бујон, Biolife, Италија 

За аквизицију и обраду података коришћени су следећи софтверски пакети: 

- AMPTS II, за биохемијски потенцијал метана 

- Biorender, за прављење схема и слика представљених у раду 

- Chromeleon 7.2 CDS, за конструисање хроматограма добијених применом течне 

хроматографије високих перформанси 

- Fityk, за конструисање, обраду и деконволуцију спектара добијених применом 

рендгенске дифракционе анализе  

- Milestone 200 – за конструисање кумулативних кривих добијених применом 

порозиметрије са интрузијом живе 

- Minitab® 18 – за дизајн и оптимизацију комбинованог нетермална плазма/природне 

дубоке еутектичке смеше третмана 

- MiraCal DS 1.2.55.0 – за конструисање и обраду спектара добијених применом Раман 

спектроскопије 

- OriginPro® 9.0 – за статистичку обраду и графичко приказивање експерименталних 

резултата 

3.2. Извори нетермалне плазме 

Током израде ове дисертације коришћена је нетермална плазма игла наменски развијена 

на Институту за физику Универзитета у Београду. Схематски приказ нетермалне плазма игле 

коришћене у експерименталном раду представљен је на слици 3.1. 

 
Слика 3.1. Схематски приказ нетермалне плазма игле  
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 Тело плазме је израђено од тефлона, а централна бакарна електрода пречника 0,1 mm је 

постављена управно кроз боросиликатну стаклену цев пречника 1,2 mm, кроз коју пролази 

напојни гас. Бакарна електрода је повезана на комерцијално напајање номиналне снаге 2 W 

(Conrad Electronic SE, Немачка). Као доводни гас у свим експериментима коришћен је аргон 

носеће чистоће 5.0 (99,999%), протока 0,5 slm (енгл. Standard litre per minute), односно 8,33· 

10-6 m3 s-1. Растојање врха игле од површине узорка је варирано у зависности од потреба 

експеримената, а кретало се у опсегу од 1 cm до 1,5 cm. Физичка својства нетермалне плазма 

игле, попут јачине електричног поља, оптичке и аудио карактеризације, испитана су од стране 

Zaplotnik и сар. (2014) [285]. У даљем тексту, зарад једноставности, нетермална плазма игла ће 

бити означена као „плазма“, односно као „плазма игла“. 

Осим нетермалне плазма игле, карактеристичне за истраживања на лабораторијском 

нивоу, у експерименталном раду је коришћен и нетермални плазма реактор са диелектричним 

баријерним пражњењем, како би се испитала могућност скалирања процеса. Овај реактор је 

конструисала група истраживача Катедре за хемијско инжењерство Лофборо универзитета 

(Уједињено Краљевство). Схематски приказ нетермалног плазма реактора са диелектричним 

баријерним пражњењем представљен је на слици 3.2. 

 
Слика 3.2. Схематски приказ нетермалног плазма реактора са диелектричним баријерним 

пражњењем (преузето и прилагођено према [286]) 

Реактор се састоји из два дела – тела реактора, тј. резервоара у коме се налази узорак 

који се третира, и плазма модула, смештеног испод резервоара, у коме настаје пражњење. 

Резервоар је израђен од плексигласа, а радна запремина износи 1 L. Унутар резервоара су 

смештене пропусне цеви унутрашњег пречника 80 mm, помоћу којих се обезбеђује ефикасније 

мешање. Плазма модул се састоји од 19 високонапонских електрода које су постављене 

паралелно, са размаком од 14 mm, и међусобно повезане прстеном од нерђајућег челика. 

Електроде су сачињене од шипки од нерђајућег челика, дужине 90 mm и пречника 7 mm, 

смештених унутар кварцне цеви дебљине зида 1,5 mm. На овај начин омогућено је стварање 
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уједначеног пражњења по читавој површини плазма модула. Електроде су повезане на 

резонантно напајање, а плазма је генерисана на 15,6 kVp-p и 23 kHz, са радним циклусом од 

45% и временом рада од 100 ms, како би се ограничило загревање гаса. Резервоар и плазма 

модул су међусобно раздвојени мембраном израђеном од никла, причвршћеном за бакарни 

прстен и смештеном унутар алуминијумског оквира. Ова мембрана има двојаку улогу. Због 

свог положаја служи као уземљена електрода која је неопходна за генерисање диелектричног 

пражњења. Осим тога, захваљујући порама реда величине 20 µm, мембрана служи и за 

стварање финих тзв. „микромехурића“, који обезбеђују ефикаснији пренос масе насталих 

реактивних врста по читавој запремини третираног узорка. Величина ових мехурића се 

контролише и по потреби редукује помоћу флуидног осцилатора. Растојање између мембране 

и електрода износи приближно 1,5 mm. Напојни гас улази у резервоар радијално кроз плазма 

модул. Као доводни гас у експерименту коришћен је компримовани ваздух протока 5 slm, 

односно 8,33·10-5 m3 s-1. Детаљна карактеризација физичких карактеристика овог реактора 

описана је од стране Wright  и сар. (2019) [287]. У даљем тексту, зарад једноставности, 

нетермални плазма реактор са диелектричним баријерним пражњењем ће бити означен као 

„плазма реактор“. 

3.3. Припрема биомасе 

У раду су коришћене стабљике кукуруза са два локалитета, добијене из 

пољопривредних газдинстава у јужном Банату (узорак 1) и источној Србији (узорак 2). 

Прикупљена је стабљика која би иначе била подвргнута спаљивању или одбачена на депонију. 

Стабљике су најпре испране водом, како би се физички уклонили остаци земље и других 

нечистоћа. Након сечења на комаде дужине од 8 cm до 10 cm, стабљике су потопљене у 50% 

раствор етанола, како би се уклонили воскови и друге екстрактивне материје. Овим кораком је 

уједно олакшано даље уситњавање стабљике. Механички третман биомасе зависио је од 

потреба анализа и експеримената који су вршени у даљем раду. 

За експерименте диференцијалног бојења (одељак 3.7.10.) коришћени су узорци 

добијени сечењем стабљике на микротому, да би се добили уједначени и прецизни пресеци. 

Овако добијени попречни пресеци стабљике чувани су у дестилованој води, како би се избегло 

механичко оштећење узорака који услед сушења постају крти. 

Одређивање садржаја влакана методом по Van Soest-у (одељак 3.7.1.) вршено је у 

сировој кукурузној стабљици чија је величина честица износила 1 mm. Након одлежавања у 

50% етанолу, омекшале кукурузне стабљике су сечене на тзв. листиће ручно, помоћу скалпела. 

Након сушења на собној температури током 24 h, листићи су уситњени у кугличном млину при 

фреквенцији од 20 s-1, у временском интервалу од 30 s до 1 min. Овако уситњена стабљика 

чувана је на је на собној температури у полипропиленској кутији до извођења експеримената. 

У свим третманима комбинованим са нетермалном плазмом (поглавље 3.5.) коришћена 

је фино уситњена биомаса. Након одлежавања у 50% етанолу, омекшале кукурузне стабљике 

су сечене на комаде дужине од 1 cm до 2 cm ручно, помоћу скалпела. Након сушења на собној 

температури током 24 h, ови комади су уситњени комбинованим млевењем у млину са 

ротирајућим ножевима и циклонском млину. Након млевења, биомаса је просејана кроз 

вибрациона сита различитог пречника, тако да је финална величина честица износила 0,3 mm. 

Самлевена биомаса чувана је на собној температури у полипропиленској кутији до извођења 

експеримената. 

Сирова лигнинска фракција коришћена је за поређење промена у структури лигнинских 

фракција изолованих након примењених третмана. Ова фракција добијена је физичким 

одвајањем коре стабљике и спроводних снопића, који су доминантно изграђени од лигнина. 

Након издвајања и млевења, добијена лигнинска фракција је чувана на собној температури у 

полипропиленској кутији до извођења експеримената. 
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3.4. Карактеризација плазма активиране воде 

Физичка својства различитих извора нетермалне плазме коришћених у овом раду 

детаљно су описана у одељку 3.2. Међутим, како је нетермална плазма коришћена за 

производњу реактивних кисеоничних и азотних врста, неопходно је извршити и њену хемијску 

карактеризацију. Дестилована вода је активирана применом плазма игле у циљу детекције и 

одређивања концентрације реактивних врста насталих током третмана. Одмерено је 10 mL 

дестиловане воде и пребачено у стаклене бочице.  Како је пенетрациона моћ плазме уско 

повезана са висином нивоа течности у суду, сваки узорак је одмерен у идентичним судовима. 

Дестилована вода је затим подвргнута третману плазмом током различитих временских 

интервала, од 30 ѕ до 90 min. Третмани су вршени на собној температури и уз мешање на 

магнетној мешалици, а растојање површине узорка од врха игле износило је 1 cm. Одмах након 

третмана, у плазма активираној води је одређивана pH вредност, као и концентрација насталог 

водоник пероксида и јона нитрата и нитрита, одабраних као представника кисеоничних и 

азотних реактивних врста. Осим тога, праћена је и промена ових параметара један и 24 h након 

третмана, како би се утврдила стабилност насталих врста током чувања на собној температури. 

Такође, у склопу хемијске карактеризације извршено је и одређивање концентрације хидроксил 

радикала насталих током третмана плазмом. Међутим, због природе ових радикала и изузетно 

кратког трајања полуживота, мерења су вршена након плазма третмана раствора терефталне 

киселине уместо дестиловане воде, према стандардној методи.  

3.4.1. Одређивање концентрације водоник пероксида 

Концентрација водоник пероксида је одређивана спектрофотометријском методом са 

титанијум (IV) оксисулфатом, у складу са стандардом DIN 38409 H15 [288]. Водоник пероксид 

присутан у узорку са титанијум (IV) оксисулфатом гради комплекс жуте боје. Интензитет 

обојења пропорционалан је концентрацији присутног водоник пероксида и одређује се на 

таласној дужини од 420 nm.  

 У 1 000 µL испитиваног узорка додато је 100 µL раствора титанијум (IV) оксисулфата. 

Мерење апсорбанце на 420 nm вршено је након 5 min, преношењем 200 µL раствора у 

микротитарску плочу. Концентрација водоник пероксида је прерачуната на основу стандардне 

праве (слика 3.3.), добијене мерењем апсорбанце раствора водоник пероксида познатих 

концентрација (од 0,005 g L-1 до 0,010 g L-1) на 420 nm. 

 
 Слика 3.3. Стандардна права зависности концентрације водоник пероксида од 

апсорбанце мерене на 420 nm 

Концентрација водоник пероксида (cH2O2) израчуната је према једначини: 

𝑐𝐻2𝑂2
(𝑔 𝐿−1) =

𝐴420

11,0494
∙ 𝑅                  (3.1) 

где је  A420 апсорбанца измерена на 420 nm, a R фактор разблажења узорка.  
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3.4.2. Одређивање  концентрације јона нитрата и нитрита 

 Одређивање концентрације јона нитрата и нитрита, као доминантних азотних врста које 

настају током третмана плазмом, вршено је семиквантитативном методом, тракама за анализу 

(Quantofix®, Macherey-Nagel, Немачка). Ове траке могу да детектују јоне нитрата у опсегу 

концентрација од 10 mg L-1 до 500 mg L-1, а јоне нитрита у опсегу концентрација од 1 mg L-1 до 

80 mg L-1. Трака за анализу је уроњена у узорак у трајању од 1 секунде. Вишак воде је уклоњен 

са траке и након 1 min је очитана вредност концентрације јона нитрата и нитрита на основу 

подударања боје на скали датој од стране произвођача са бојом која је развијена на траци за 

анализу након њеног урањања у узорак. 

3.4.3. Одређивање концентрације хидроксил радикала 

 Концентрација хидроксил радикала насталог током третмана плазмом одређивана је 

хемијском дозиметријом [289]. Терефтална киселина је коришћена као тзв. селективни 

„хватач“ хидроксил радикала који не реагује са другим кисеоничним радикалима, попут O2
-, 

HO2 и H2O2. Метода се заснива на превођењу терефталне киселине до 2-хидрокситерефталне 

киселине у присуству хидроксил радикала. Концентрација настале 2-хидрокситерефталне 

киселине се може детектовати мерењем емисије на 425 nm. Излагање раствора који садржи 

молекуле терефталне и 2-хидрокситерефталне киселине UV светлости на 310 nm доводи до 

емисије 2-хидрокситерефталне киселине на 425 nm, док молекули терефталне киселине не 

показују флуоресценцију. 

 Терефтална киселина се не раствара у киселим и неутралним растварачима, те је за 

припрему овог раствора коришћен 5 mM натријум хидроксида. Најпре је припремљен 2 mM 

раствор терефталне киселине растварањем терефталне киселине у 5 mM воденом раствору 

натријум хидроксида. Добијени раствор је третиран плазма иглом у различитим временским 

интервалима (30 ѕ до 10 min). Флуоресценција плазма активираног раствора терефталне 

киселине мерена је непосредно након третмана, најпре побуђивањем на 310 nm помоћу 

ксенонске лампе снаге 450 W, а затим мерењем сигнала флуоресценције на 425 nm. 

Концентрација хидроксил радикала насталих током третмана нетермалном плазмом 

прерачуната је на основу стандардне праве (слика 3.4.), добијене мерењем интензитета 

флуоресценције раствора 2-хидрокситерефталне киселине познатих концентрација (од 10-8 М 

до 10-5 M), побуђивањем на 310 nm и мерењем на 425 nm. 

 
Слика 3.4. Стандардна права зависности концентрације 2-хидрокситерефталне киселине 

од флуоресценције мерене на 425 nm 

Концентрација хидроксил радикала (cOH) израчуната је према једначини: 

𝑐𝑂𝐻∙(𝑀) =
𝐹425

2∙𝐸+09
∙ 𝑅                       (3.2) 

где је  F425 флуоресценција измерена на 425 nm, a R фактор разблажења узорка.  
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3.5. Третмани биомасе 

 Ради одабира услова за третман биомасе плазмом, неопходно је утврдити погодан однос 

биомасе и реагенса при којем ће бити припремане суспензије за третмане нетермалном 

плазмом. Испитана је могућност примене хидромодула 1:10, 1:15, 1:20 и 1:30 (биомаса: течни 

медијум; g:mL). Суспензије су припремане мешањем 500 mg биомасе са одговарајућим 

запреминама дестиловане воде. Припремљене суспензије су затим подвргнуте третману 

плазма иглом током 30 min уз мешање на магнетној мешалици, након чега су узорци 

инкубирани 24 h на 35 °C, како би реактивне врсте настале током третмана плазмом имале 

довољно времена да прореагују са биомасом. Након инкубације, чврста и течна фаза раздвојене 

су центрифугирањем (6 000 rpm, 10 min). Чврста фаза, односно третирана биомаса, испрана је 

дестилованом водом три пута, како би се уклониле евентуалне заостале врсте и неутралисала 

биомаса. Третирана биомаса је затим осушена у сушници преко ноћи на 60 °C. У осушеној 

биомаси је одређен садржај лигнина растворљивог у ацетил бромиду према методи која ће бити 

детаљно описана у одељку 3.7.3., како би се проценио утицај примењених хидромодула на 

ефикасност делигнификације биомасе. 

3.5.1. Комбиновани нетермална плазма/вода третман 

 Биомаса је помешана са дестилованом водом у односу чврсто-течно 1:20 (g:mL). 

Одмерено је 500 mg биомасе у ерленмајеру и преливено са 10 mL дестиловане воде. Овако 

припремљени узорци третирани су плазма иглом на собној температури током 30 min, 60 min 

и 90 min, како би се испитао утицај дужине третмана на делигнификацију кукурузне стабљике. 

Растојање између врха плазма игле и површине узорака износило је 1,5 cm, док је третман 

вршен уз константно мешање узорака помоћу магнетне мешалице. Након третмана, 

ерленмајери су затворени, чепови су осигурани парафилмом и узорци су постављени на 

инкубацију на 35 °C током 24 h, уз мешање (130 rpm), како би реактивне врсте настале током 

третмана плазмом имале времена да прореагују са биомасом. Након инкубације, чврста и течна 

фаза раздвојене су центрифугирањем (6 000 rpm, 10 min). Чврста фаза, односно третирана 

биомаса, испрана је дестилованом водом три пута, како би се уклониле евентуалне заостале 

врсте и неутралисала биомаса. Третирана биомаса је затим осушена у сушници преко ноћи на 

60 °C и чувана је у полипропиленским кесицама на сувом до даље употребе. Схематски приказ 

третмана представљен је на слици 3.5. 

 
Слика 3.5. Схематски приказ комбинованог нетермална плазма/вода третмана 

3.5.2. Комбиновани нетермална плазма/Фентон третман 

Комбиновани нетермална плазма/Фентон третман је оптимизован у циљу постизања 

највеће делигнификације. Оптимизација је вршена варирањем четири параметра: извора јона 

гвожђа, односа соли гвожђа и водоник пероксида који улазе у састав Фентоновог реагенса, 

дужине трајања третмана и редоследа третмана. Две врсте соли су коришћене као извор јона 

гвожђа - FeCl3 и FeSO4. Масени однос соли гвожђа и водоник пероксида у Фентоновом 

реагенсу подешен је на 1:5 и 1:25. Један сет узорака је припремљен мешањем биомасе са 

воденим раствором водоник пероксида одговарајуће концентрације, подвргнут третману 
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плазмом, након чега је додата одговарајућа маса соли гвожђа како би настао Фентонов реагенс. 

У другом сету узорака, биомаса је најпре помешана са Фентоновим реагенсом који је садржао 

одговарајуће масе соли гвожђа и концентрације водоник пероксида, а затим подвргнута 

третману плазмом. Биомаса је помешана са Фентоновим реагенсом у односу чврсто-течно 1:20 

(g:mL). Одмерено је 500 mg биомасе у ерленмајеру и преливено са 10 mL раствора водоник 

пероксида, односно Фентоновог реагенса. Овако припремљени узорци третирани су плазма 

иглом на собној температури током 10 min, 20 min и 30 min, како би се испитао утицај дужине 

третмана на делигнификацију кукурузне стабљике. Растојање између врха плазма игле и 

површине узорака износило је 1,5 cm, док је третман вршен уз константно мешање узорака 

помоћу магнетне мешалице.  Како би се испитао допринос нетермалне плазме, припремљени 

су и узорци код којих је примењен само третман Фентоновим реагенсом, без третмана плазмом. 

Након третмана и додавања соли гвожђа у одговарајуће узорке, ерленмајери су затворени, 

чепови су осигурани парафилмом и узорци су постављени на инкубацију на 35 °C током 24 h, 

односно 48 h, уз мешање (130 rpm). Како је Фентонова реакција сложена реакција која се 

одиграва по ланчаном механизму, накнадна инкубација узорака је неопходна да би се 

обезбедило довољно времена да се ова реакција одигра до краја, односно да сва количина 

Фентоновог реагенса прореагује са биомасом. Након инкубације, чврста и течна фаза 

раздвојене су центрифугирањем (6 000 rpm, 10 min). Чврста фаза, односно третирана биомаса, 

испрана је дестилованом водом, 5% (мас.) оксалном киселином и поново дестилованом водом, 

како би се уклониле евентуалне заостале честице гвожђа и неутралисала биомаса. Третирана 

биомаса је затим осушена у сушници преко ноћи на 60 °C и чувана је у полипропиленским 

кесицама на сувом до даље употребе.  

У течној фракцији након третмана заостају хемицелулоза и лигнин који су растворени 

током третмана. Ове фракције су изоловане применом методе коју су развили Su и сар. (2015),  

редоследом прилагођеним почетној pH вредности течне фракције [290]. Течној фракцији је рН 

вредност подешена на 5,5 помоћу 6 М хлороводоничне киселине. Након додавања 96% етанола 

у односу 1:4 (v/v), узорци су инкубирани на собној температури у статичним условима 

минимум 8 h, како би се исталожила хемицелулоза. Исталожена хемицелулоза је изолована 

центрифугирањем као чврста фракција, испрана 70% етанолом, осушена и чувана за даљу 

употребу. Заостала течна фракција је најпре концентрисана четири пута упаравањем етанола, 

а затим јој је рН подешен на 1,5. Закишељена течна фракција је остављена у статичним 

условима на 4 °C минимум 4 h како би се лигнин нерастворан у киселинама исталожио. Овако 

добијени лигнин испран је закишељеном водом (рН 2,0), осушен и чуван за даљу употребу. 

Схематски приказ третмана представљен је на слици 3.6.  

 
Слика 3.6. Схематски приказ комбинованог нетермална плазма/Фентон третмана 
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3.5.3. Комбиновани нетермална плазма/алкални третман 

За третман кукурузне стабљике у алкалној средини припремљен је алкални раствор 

водоник пероксида. Најпре је припремљен 2% алкални раствор водоник пероксида, 

подешавањем рН вредности на 11,5 помоћу 5 М натријум хидроксида. Биомаса је помешана са 

2% алкалним раствором водоник пероксида у односу биомаса и реагенс 1:20 (g:mL). Одмерено 

је 500 mg биомасе у ерленмајеру и преливено са 10 mL овог раствора. Овако припремљени 

узорци третирани су плазма иглом на собној температури, 50 °C, 60 °C, 70 °C и 80 °C током 10 

min, како би се испитао утицај температуре на делигнификацију кукурузне стабљике. 

Растојање између врха плазма игле и површине узорака варирало је између 1 cm и 1,5 cm услед 

стварања пене током третмана, док је константно мешање и загревање узорака обезбеђено 

применом магнетне мешалице. Осим тога, на један сет узорака је примењен само третман 

алкалним раствором водоник пероксида током 10 min на собној температури, 50 °C, 60 °C,       

70 °C и 80 °C, без додатног третмана плазмом, како би се испитао допринос нетермалне плазме. 

Након третмана, ерленмајери су затворени, чепови су осигурани парафилмом и узорци су 

постављени на инкубацију на 50 °C током 2 h, уз мешање (180 rpm), како би реактивне врсте 

настале током третмана плазмом имале времена да прореагују са биомасом. Након инкубације, 

чврста и течна фаза раздвојене су центрифугирањем (6 000 rpm, 10 min). Чврста фаза, односно 

третирана биомаса, испрана је дестилованом водом, 0,1 М хлороводоничном киселином и 

поново дестилованом водом, како би се неутралисала биомаса. Третирана биомаса је затим 

осушена у сушници преко ноћи на 60 °C и чувана је у полипропиленским кесицама на сувом 

до даље употребе.  

У течној фракцији након третмана заостају хемицелулоза и лигнин који су растворени 

током третмана. Таложење и изоловање хемицелулозе и лигнина из течне фракције вршено је 

на исти начин као и након комбинованог нетермална плазма/Фентон третмана, према 

процедури описаној у одељку 3.5.2 [290]. Схематски приказ третмана представљен је на слици 

3.7.  

 
Слика 3.7. Схематски приказ комбинованог нетермална плазма/алкалног третмана 

3.5.4. Комбиновани нетермална плазма/природне дубоке еутектичке смеше третман  

Комбиновани нетермална плазма игла/природне дубоке еутектичке смеше (NADES) 

третман оптимизован је применом Тагучијевог ортогоналног дизајна експеримената у циљу 

постизања највеће делигнификације. Оптимизација је вршена варирањем кључних фактора 

третмана који имају највећи утицај на делигнификацију – односа холин хлорида и млечне 

киселине који улазе у састав NADES, садржаја воде која се додаје еутектичкој смеши и дужине 
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трајања третмана. Тагучијев дизајн L9 (33) је конструисан варирањем поменутих фактора на 

три различита нивоа. Вредности ових фактора су комбиноване у девет различитих 

експерименталних поставки, а услови при којима су ови експерименти извођени приказани су 

у табели 3.1.  

Табела 3.1. Кључни параметри третмана и њихове вредности у Тагучијевом дизајну 

експеримената  

Број 

експеримента 

Фактор 

ChCl:LA* однос Садржај воде (мас. %) Дужина третмана (min) 

1 1:2 10 10 

2 1:2 20 20 

3 1:2 30 30 

4 1:5 10 20 

5 1:5 20 30 

6 1:5 30 10 

7 1:10 10 30 

8 1:10 20 10 

9 1:10 30 20 
*ChCl:LA – молски однос холин хлорида и млечне киселине у еутектичкој смеши  

 

Степен делигнификације је одабран као процесни одговор, а подаци су прикупљени у 

облику односа сигнал-шум (S/N, енгл. Signal-to-Noise). Како је циљ третмана постићи што већу 

делигнификацију, S/N однос је прерачунат коришћењем критеријума „веће је боље“ (енгл. 

''larger is better''), према једначини [291]: 

𝑆/𝑁 = −10 log10 [
1

𝑛
∑

1

𝑦2]                 (3.3) 

где је y измерена вредност, тј. процесни одговор за одговарајућу комбинацију вредности 

процесних параметара, а n је број мерења.  

Након дефинисања услова за извођење експеримената припремљене су одабране 

NADES смеше мешањем одговарајућих маса холин хлорида и млечне киселине тако да молски 

односи ових компоненти буду 1:2, 1:5, односно 1:10. Смеше су инкубиране у воденом купатилу 

на 80 °C уз константно мешање до формирања транспарентне вискозне смеше без боје (30 min 

до 1 h) [292]. Припремљене смеше су затим охлађене до собне температуре. Уколико након 

хлађења није дошло до формирања кристала, припремљене смеше су стабилне и спремне за 

употребу. Међутим, уколико током хлађења настану кристали, неопходно је поновити процес 

загревања, а затим и хлађења еутектичке смеше.  

Биомаса је помешана са NADES-ом у односу чврсто-чврсто 1:20 (g:g). Одмерено је 500 

mg биомасе у ерленмајеру и преливено са 10 g еутектичке смеше у коју је претходно додат 

одговарајући садржај воде како би се смањио вискозитет NADES и тиме повећала ефикасност 

третмана. Овако припремљени узорци третирани су плазма иглом на собној температури током 

10 min, 20 min или 30 min, у зависности од поставке експеримента. Растојање између врха 

плазма игле и површине узорака износило је 1 cm, док је третман вршен уз константно мешање 

узорака помоћу магнетне мешалице. Након третмана, у реакциону смешу је додато 10 mL 96% 

етанола, чиме је омогућено задржавање већине екстрахованог лигнина у течној фракцији [293]. 

Раздвајање чврсте и течне фракције вршено је центрифугирањем (6 000 rpm, 10 min). Чврста 

фаза, односно третирана биомаса, испрана је 96% етанолом и дестилованом водом, како би се 

уклонила заостала NADES и неутралисала биомаса. Третирана биомаса је затим осушена у  

сушници преко ноћи на 60 °C и чувана је у полипропиленским кесицама на сувом до даље 

употребе.  

У течној фракцији након третмана заостају лигнин и полисахариди који су растворени 

током третмана. Како би се екстраховани лигнин исталожио у течну фракцију је додата 
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дестилована вода у односу 1:2 (v/v) и смеша је остављена у статичним условима на 4 °C преко 

ноћи [293]. Исталожени лигнин је изолован вакуум филтрацијом, испран водом како би се 

уклонили остаци еутектичке смеше и етанола, осушен и чуван до даље употребе. Након 

изоловања лигнина, додата вода и 96% етанол су уклоњени из течне фракције вакуум 

упаравањем, при чему је заостала течна фаза која представља рекуперисану NADES богату 

шећерима. Схематски приказ овог третмана представљен је на слици 3.8.  

 
Слика 3.8. Схематски приказ комбинованог нетермална плазма игла/природне дубоке 

еутектичке смеше третмана 

 Након утврђивања оптималних услова за извођење комбинованог плазма игла/NADES 

третмана, исти услови су примењени за третман биомасе NADES-ом у плазма реактору [286]. 

Одмерено је 1,5 g фино уситњене биомасе и преливено са 30 g NADES која је садржала холин 

хлорид и млечну киселину у односу 1:2, а у коју је претходно додато 10% дестиловане воде. 

Припремљена суспензија је третирана у плазма реактору 30 min. Мешање суспензије је 

обезбеђено стварањем микромехурића, а плазма је генерисана помоћу компримованог ваздуха 

који је коришћен као доводни гас, са протоком од 5 slm. Осим тога, припремљен је и контролни 

узорак третиран само еутектичком смешом, како би се проценио допринос плазма игле и 

плазма реактора повећању ефикасности примењеног третмана. Контролни узорак је 

припремљен мешањем биомасе и NADES (ChCl:LA=1:2) у односу чврсто-чврсто 1:20 (g:g). 

Припремљена суспензија је инкубирана на собној температури током 30 min, уз мешање 

помоћу магнетне мешалице. Након завршетка третмана, раздвајање и изоловање третиране 

биомасе, лигнина и NADES извршено је на исти начин као у узорцима третираним 

комбинованим плазма игла/NADES третманом. 

 Рекуперисана NADES богата шећерима, која заостаје након третмана биомасе NADES-

ом, односно комбинованим плазма игла/NADES третманом, испитана је као супстрат за раст 

бактерија млечне киселине. На овај начин испитана је могућност њене  валоризације кроз 

производњу високо вредних производа у ферментационим процесима. У рекуперисаним 

NADES најпре је одређена концентрација шећера применом течне хроматографије високих 

перформанси. Детаљан опис ове методе биће приказан у поглављу 3.7.14. Након тога, смешама 

је подешена pH вредност на 6,5 помоћу натријум хидроксида, а затим су разблажене три пута. 

Рекуперисане смеше су потом стерилисане филтрирањем кроз 0,22 µm филтер, а сама 

ферментација је вршена према протоколу који ће детаљно бити описан у одељку 3.8.1.  
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3.5.5. Комбиновани нетермална плазма/ензимски третман 

За ензимски третман кукурузне стабљике манган пероксидазом неопходно је присуство 

водоник пероксида. Како би се испитала могућност суплементације медијума водоник 

пероксидом који потиче из различитих извора, направљена су три сета узорака. У један сет 

узорака додат је раствор водоник пероксида, у другом сету узорака као извор водоник 

пероксида коришћена је плазма активирана вода, док је трећи сет узорака најпре третиран 

плазмом, како би се генерисала потребна концентрација пероксида, а затим је уследило 

додавање ензима. У сва три случаја је биомаса помешана са одговарајућим раствором у односу 

чврсто-течно 1:20 (g:mL). Одмерено је 500 mg биомасе у ерленмајеру и преливено са по 10 mL 

0,62 mM раствора комерцијалног водоник пероксида, плазма активиране воде добијене 

активирањем током 0,5 min и 1 min, односно дестиловане воде. Узорци помешани са 

дестилованом водом су подвргнути третману плазма иглом током 10 min и 30 min, како би се 

генерисало довољно водоник пероксида. Такође, у све узорке је додат и 1,25 mМ раствор 

манган сулфата, који је неопходан за започињање каталитичког циклуса MnP. Комерцијална 

MnP, изолована из P. chrysosporium, специфичне активности 580 U g-1, додавана је у супстрате 

у концентрацији од 1 mg по граму биомасе. Раствор MnP је прављен у 0,25 М натријум 

лактатном пуферу pH вредности 4,5. Након додавања ензима, узорци су инкубирани на 35 °C 

током 18 h, уз мешање (130 rpm). Након инкубације, чврста и течна фаза раздвојене су 

центрифугирањем (6 000 rpm, 10 min). Чврста фаза, односно третирана биомаса, испрана је 

дестилованом водом три пута, како би се уклонио заостали водоник пероксид и неутралисала 

биомаса. Третирана биомаса је затим осушена у сушници преко ноћи на 60 °C и чувана је у 

полипропиленским кесицама на сувом до даље употребе. Такође, како би се испитала 

ефикасност примењеног третмана на повишеној температури, која уједно представља и 

температурни оптимум овог ензима, одабрани узорци су инкубирани на 50 °C током 2 h, уз 

мешање (130 rpm). Након инкубације, сепарација фаза је извршена на претходно описан начин. 

Схематски приказ ензимског третмана представљен је на слици 3.9. 

 
Слика 3.9. Схематски приказ комбинованог нетермална плазма игла/ензимског третмана 

3.5.5.1. Одређивање активности манган пероксидазе 

 За одређивање активности манган пероксидазе коришћена је измењена метода 

развијена од стране Arora и сар. (2005) [294]. Ова метода се заснива на оксидацији фенол 

црвеног у присуству манган сулфата. Најпре је припремљен одговарајући сет разблажења 

комерцијалне манган пероксидазе у 0,25 М натријум лактатном пуферу (pH 4,5). Реакциона 

смеша је садржала 250 µL 0,25 М натријум лактатног пуфера (pH 4,5), 250 µL 0,25 М натријум 

сукцинатног пуфера (pH 4,5), 250 µL 0,5% (мас.) раствора желатина, 175 µL 0,71 mМ раствора 

фенол црвеног, 100 µL 1,25 mМ раствора манган сулфата и 125 µL раствора манган 
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пероксидазе. Упоредо је припремљен и контролни узорак који је уместо манган сулфата 

садржао 100 µL дестиловане воде. Реакција је иницирана додавањем 100 µL 0,62 mМ раствора 

водоник пероксида. Реакциона смеша је инкубирана на 30 °C током 5 min, након чега је 

реакција прекинута додавањем 50 µL 5 М натријум хидроксида. Промена апсорбанце је мерена 

на 610 nm, а ензимска активност (ЕА) је израчуната према једначини: 

𝐸𝐴 (𝑈 𝑚𝐿−1) =
∆𝐴∙𝑉

𝑡∙𝜀∙𝑣∙𝑑
∙ 𝑅                  (3.4) 

где је ΔA промена апсорбанце, V запремина реакционе смеше (mL), t време инкубације (min), ε 

моларни апсорпциони коефицијент, који за фенол црвено износи 22 L (mmol·cm)-1, v запремина 

ензима (mL), d дужина пређеног пута светлосног зрака (cm), а R је разблажење ензима. Једна 

јединица манган пероксидазе (U) представља количину ензима неопходну за катализовање 

оксидације 1 µmol фенол црвеног за 1 min (µmol min-1). 

Специфична ензимска активност (ЅЕА) манган пероксидазе изражена је као однос ензимске 

активности (ЕА) и концентрације протеина (cp) и израчуната је према једначини: 

𝑆𝐸𝐴 (𝑈 𝑚𝑔−1) =
𝐸𝐴

𝐶𝑝
                   (3.5) 

3.5.5.2. Одређивање концентрације протеина 

 Како би се одредила специфична активност манган пероксидазе, неопходно је измерити 

концентрацију протеина у одговарајућем раствору ензима. Концентрација протеина 

одређивана је прилагођеном методом по Lowry-ју [295]. Најпре су припремљени реагенси: 

Реагенс А: 0,2 g калијум натријум тартарата и 10 g натријум карбоната растворено је у 50 mL 

1 N раствора натријум хидроксида и разблажено дестилованом водом до 100 mL; 

Реагенс B: 2 g калијум натријум тартарата и 1 g бакар сулфат хидрата растворено је у 90 mL  

дестиловане воде, а затим допуњено 1 N раствором натријум хидроксида до 100 mL; 

Реагенс C: 2 M Folin-Ciocaltieu реагенс је помешан са дестилованом водом у запреминском  

односу 1:15. 

Одмерено је 200 µL раствора ензима и помешано са 180 µL реагенса А. Реакциона 

смеша је инкубирана на 50 °C током 10 min. Након хлађења, у реакциону смешу је додато 20 

µL реагенса, након чега је уследила инкубација на собној температури током 10 min. Затим је 

у реакциону смешу додато 600 µL реагенса, уз поновно инкубирање на 50 °C током 10 min. 

Након хлађења до собне температуре, измерена је апсорбанца на 650 nm у односу на слепу 

пробу, која је уместо раствора ензима садржала пуфер. Концентрација протеина присутних у 

раствору ензима прерачуната је на основу стандардне праве (слика 3.10.) добијене мерењем 

апсорбанци раствора албумина из говеђег серума (BSA, енгл. bovine serum albumin) познатих 

концентрација, у опсегу од 0,1 g L-1 до 0,7 g L-1. 

 
Слика 3.10. Стандардна права зависности концентрације протеина од апсорбанце мерене на 

650 nm 
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Концентрација протеина (cp) израчуната је према једначини: 

𝑐𝑝 (𝑔 𝐿−1) =
𝐴650

1,2496
∙ 𝑅                  (3.6) 

где је  A650 апсорбанца измерена на 650 nm, a R фактор разблажења узорка. 

3.6. Ензимска хидролиза биомасе 

 Како би се проценио утицај примењених третмана на повећање доступности угљено-

хидратне компоненте ензимима, третирана биомаса је хидролизована применом смеше ензима 

по измењеној методи описаној од стране Xu и сар. (2012) [296]. Осушени самлевени узорци 

(5% мас.) су помешани са 0,2 М цитратним пуфером (pH 4,8). Комерцијална смеша целулаза, 

-глукозидаза и хемицелулаза (Cellic CTec 2, Novozymes) је додата до коначне концентрације 

од 6 филтер папир јединица (енгл. filter paper unit, FPU) по граму биомасе. Као контролни 

узорак коришћена је нетретирана биомаса. Узорци су инкубирани на 50 °C током 48 h, уз 

мешање (150 rpm). У хидролизатима добијеним након центрифугирања (6 000 rpm, 10 min) 

одређена је концентрација пентоза и хексоза ослобођених током хидролизе. Додатно, 

хидролизати узорака у којима је остварен највиши степен делигнификације су анализирани 

применом течне хроматографије високих перформанси, према протоколу који ће касније бити 

детаљно описан (одељак 3.7.14.). На овај начин извршена је додатна процена погодности 

узорака за даљу валоризацију.  

 Након одабира најпогоднијих узорака за валоризацију кроз ферментационе процесе, 

испитана је могућност добијања што већих приноса ферментабилних шећера њиховом 

хидролизом. Одабране фракције третиране биомасе подвргнуте су ензимској хидролизи при 

претходно описаним условима, уз додатак комерцијалне смеше Cellic CTec 2, при 

концентрацији од 6 FPU, односно 20 FPU по граму биомасе. У хидролизатима добијеним након 

48 h одређен је концентрација редукујућих шећера методом са 3,5-динитросалицилном 

киселином. 

3.6.1. Одређивање концентрације хексоза и пентоза 

Концентрација хексоза и пентоза ослобођених током ензимске хидролизе третиране 

биомасе одређивана је спектрофотометријски. Концентрација хексоза у хидролизатима 

одређивана је применом стандардне методе са антроном [297]. Одмерено је 1 mL хидролизата 

(који садржи од 20 µg до 200 µg хексоза) и помешано са 2 mL 0,2% раствора антрона (у конц. 

сумпорној киселини). Смеша је промешана на вортексу и инкубирана у кључалом воденом 

купатилу током 5 min. Након хлађења је мерена апсорбанца на 620 nm у односу на слепу пробу, 

која је уместо хидролизата садржала 1 mL дестиловане воде. Како је ензимска хидролиза 

вршена смешом целулаза и хемицелулаза, ослобођене пентозе присутне у хидролизату могу да 

ометају очитавање апсорбанце на 620 nm. Стога је измерена и апсорбанца на 670 nm, која 

потиче од пентоза и уврштена је у крајњу формулу. Концентрација хексоза присутних у 

хидролизату изражена је на глукозу и прерачуната је на основу стандардне праве (слика 3.11.) 

добијене мерењем апсорбанци раствора D-глукозе познатих концентрација, у опсегу од 0,02 g 

L-1 до 0,1 g L-1.  

Концентрација глукозе (cglu) израчуната је према једначини: 

𝑐𝑔𝑙𝑢 (𝑔 𝐿−1) =
𝐴620−𝐴670

7,5209
∙ 𝑅                  (3.7) 

где је A620 апсорбанца која потиче од хексоза, измерена на 620 nm, A670 апсорбанца која потиче 

од пентоза, измерена на 670 nm, а R је фактор разблажења узорка. 
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Слика 3.11. Стандардна права зависности концентрације глукозе од разлике 

апсорбанци мерених на 620 и 670 nm 

Концентрација пентоза у хидролизатима одређивана је применом стандардне методе са 

орцинолом [298]. Одмерено је 1 mL хидролизата (који садржи од 20 µg до 200 µg пентоза) и 

помешано са 134 µL 6% раствора орцинола (у 96% етанолу) и 2 mL 0,1% раствора FeCl3·6H2O 

(у конц. хлороводоничној киселини). Смеша је промешана на вортексу и инкубирана у 

кључалом воденом купатилу током 20 min. Након хлађења је измерена апсорбанца на 670 nm 

у односу на слепу пробу, која је уместо хидролизата садржала 1 mL воде. Концентрација 

пентоза присутних у хидролизату изражена је на ксилозу и прерачуната је на основу 

стандардне праве (слика 3.12) добијене мерењем апсорбанци раствора D-ксилозе познатих 

концентрација, у опсегу од 0,005 g L-1 до 0,04 g L-1. 

 
Слика 3.12. Стандардна права зависности концентрације ксилозе од апсорбанце 

мерене на 670 nm 

Концентрација ксилозе (cxyl) израчуната је према једначини: 

𝑐𝑥𝑦𝑙 (𝑔 𝐿−1) =
𝐴670

30,175
∙ 𝑅                  (3.8) 

где је  A670 апсорбанца измерена на 670 nm, a R фактор разблажења узорка. 

3.6.2. Одређивање концентрације редукујућих шећера 

 Концентрација редукујућих шећера у хидролизатима одређивана је стандардном 

спектрофотометријском методом са 3,5-динитросалицилном киселином [299]. Метода се 

заснива на одређивању присуства слободне карбонилне групе (C=O) код редукујућих шећера. 

Алдехидна функционална група (код глукозе), односно кето функционална група (код 

фруктозе) се у присуству 3,5-динитросалицилне киселине оксидује до карбонилне групе, при 
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чему се 3,5-динитросалицилна киселина редукује до 3-амино-5-нитросалицилне киселине 

карактеристичног црвено-браон обојења. Интензитет обојења пропорционалан је 

концентрацији присутне глукозе и одређује се на таласној дужини од 505 nm.  

 Најпре је припремљен 1% раствор 3,5-динитросалицилне киселине, који је садржао 10 

g L-1 3,5-динитросалицлне киселине, 0,5 g L-1 натријум сулфита и 10 g L-1 натријум хидроксида. 

Упоредо је припремљен и 40% раствор калијум-натријум тартарата.  

Одмерено је 1 mL хидролизата и пренето је у епрувету, а затим је додато и 1 mL раствора 

3,5-динитросалицилне киселине. Епрувете су затворене, садржај је промешан на вортексу и 

инкубиране у воденом купатилу на 90 °C, у трајању од 15 min. Након инкубирања, у топао 

раствор је додато 333 µL раствора калијум-натријум-тартарата. Након хлађења је измерена 

апсорбанца на 505 nm у односу на слепу пробу, која је уместо хидролизата садржала 1 mL воде. 

Концентрација редукујућих шећера присутних у хидролизату изражена је на глукозу и 

прерачуната је на основу стандардне праве (слика 3.13.) добијене мерењем апсорбанци 

раствора D-глукозе познатих концентрација, у опсегу од 0,1 g L-1 до 0,5 g L-1. 

Концентрација редукујућих шећера (cred), изражена на глукозу, израчуната је према једначини: 

𝑐𝑟𝑒𝑑 (𝑔 𝐿−1) =
𝐴505

2,306
∙ 𝑅                  (3.9) 

где је A505 апсорбанца испитиваног раствора мерена на 505 nm, а R је фактор разблажења. 

 
Слика 3.13. Стандардна права зависности концентрације глукозе од апсорбанце мерене на 

505 nm 

3.7. Карактеризација биомасе 

3.7.1. Одређивање садржаја влакана 

Одређивање садржаја влакана у сировој кукурузној стабљици вршено је методом коју 

су предложили Van Soest и сар. (1970) [300], прилагођеном за извођење на уређају Behrotest® 

CF 2+2. Метода се заснива на сукцесивном разлагању фракција влакана до лигнина. Схематски 

приказ ове методе представљен је на слици 3.14.  



Експериментални део                 Јована Грбић 

 

71 

 

  
Слика 3.14. Схематски приказ одређивања садржаја влакана методом по Van Soest-у [301] 

За одређивање садржаја влакана коришћена је биомаса припремљена на начин описан 

у одељку 3.2. Најпре су припремљени раствори неутралног и киселог детергента. 

Раствор неутралног детергента: 

- 30 g натријум додецил сулфата 

- 18,61 g динатријум етилен диамин тетра-ацетата (EDTA) 

- 6,81 g натријум борат декахидрата 

- 4,56 g динатријумхидроген фосфата 

- 10 mL 2-етоксиетанола 

- дестилована вода до 1 L. 

У одмерен EDTA и натријум борат додато је око 200 mL дестиловане воде и загревано 

док се компоненте не растворе. У око 300 mL дестиловане воде растворени су натријум 

додецил сулфат и 2-етоксиетанол. Одмерена маса динатријум хидроген фосфата растворена је 

у мало воде, а затим су сви припремљени раствори помешани и додата је дестилована вода до 

1 L. Уколико је потребно, pH вредност раствора детергента је подешена на 6,9-7,1 помоћу 

раствора хлороводоничне киселине или натријум хидроксида. 

Раствор киселог детергента: 

- 1 L 1 N раствора сумпорне киселине (одмерено 49,04 g конц. сумпорне киселине, 

допуњено дестилованом водом до 1 L) 

- 20 g цетил триметиламонијум бромида (растворен у 1 L припремљеног раствора 

сумпорне киселине, уз мешање) 

Влакна нерастворљива у неутралним детергентима – неутрална детергентска влакна 

Влакна нерастворљива у неутралним детергентима или неутрална детергентска влакна 

(енгл. Neutral Detergent Fibers, NDF) чине компоненте ћелијског зида, хемицелулоза, целулоза 

и лигнин. Третирањем биомасе раствором неутралног детергента долази до хидролизе 

растворљивих пектина, протеина, шећера и масти, док преостали неразградиви део чине NDF 

и нерастворне минералне материје. Жарењем третиране биомасе одређује се садржај пепела, а 

на основу разлике масе пре и после жарења добија се садржај NDF.  

Реагенси: натријум сулфит, декалин, ацетон, раствор неутралног детергента 
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Поступак: 

У гуч са филтером од синтерованог стакла је одмерено 1 g сирове биомасе са тачношћу 

±0,001 g (m1), а затим је додато 0,5 g натријум сулфита, како би се поспешило разлагање 

протеина. Гуч је постављен на колону за хидролизу, након чега је додато 100 mL загрејаног 

раствора неутралног детергента и 2 mL декалина. Декалин је додат како би се контролисао 

настанак пене. Смеша у колони је постепено загревана до тачке кључања, а затим је загревање 

настављено наредних 60 min. Након тога, раствор је уклоњен вакуум филтрацијом, а заостала 

биомаса је испрана најпре топлом дестилованом водом, а затим и ацетоном. Биомаса је затим 

сушена у сушници на 105 °C до постизања константне масе. Након хлађења у ексикатору, 

измерена је маса гуча са тачношћу ±0,001 g (m2). Гучеви са биомасом су чувани у ексикатору 

до следећег корака. 

Влакна нерастворљива у киселим детергентима – кисела детергентска влакна 

Влакна нерастворљива у киселим детергентима или кисела детргентска влакна (енгл. 

Acid Detergent Fibers, ADF) се састоје од целулозе и лигнина. Садржај ADF у сировој биомаси 

се може одредити директно, третирањем биомасе раствором киселог детергента, или 

консекутивно, третирањем осушене фракције биомасе која заостаје након третмана раствором 

неутралног детергента. 

Реагенси: раствор киселог детергента, декалин, ацетон 

Поступак: 

Гучеви са биомасом која је претходно третирана раствором неутралног детергента су 

постављени на колону за хидролизу. У колоне је додато по 100 mL загрејаног раствора киселог 

детергента и 2 mL декалина. Смеша у колони је постепено загревана до тачке кључања, а затим 

је загревање настављено наредних 60 min. Након тога, раствор је уклоњен вакуум 

филтрацијом, а заостала биомаса је испрана најпре топлом дестилованом водом, а затим и 

ацетоном. Биомаса је затим сушена у сушници на 105 °C до постизања константне масе. Након 

хлађења у ексикатору, измерена је маса гуча са тачношћу ±0,001 g (m2). Гучеви са биомасом су 

чувани у ексикатору до следећег корака.  

Лигнин нерастворљив у киселим детергентима 

У циљу одређивања садржаја лигнина нерастворљивог у киселим детергентима (енгл. 

Acid Detergent Lignin, ADL) неопходно је најпре хидролизом одстранити растворљиве 

протеине, скроб, масти и шећере. Садржај ADL-а у биомаси се може одредити или третирањем 

биомасе раствором киселог детергента и сумпорном киселином или третирањем осушене 

фракције биомасе која заостаје након третмана раствором сумпорне киселине. 

Реагенси: 72% раствор сумпорне киселине 

Поступак: 

Након хлађења у ексикатору, у сваки гуч са биомасом претходно третираном раствором 

киселог детергента је додата 72% сумпорна киселина тако да сва биомаса буде потопљена. 

Гучеви са биомасом су остављени на собној температури током 3 h, уз повремено мешање 

стакленим штапићем, како би се разградио лигнин растворљив у сумпорној киселини. Биомаса 

је потом испрана дестилованом водом, гучеви су пренети у Петри шоље, а затим сушени у 

сушници на 105 °C до постизања константне масе. Након хлађења у ексикатору, измерена је 

маса гуча са тачношћу ±0,001 g (m2). Гучеви са осушеном биомасом су постављени у пећ на 

жарење на 500 °C у трајању од најмање 3 h. Након жарења, гучеви су охлађени у ексикатору, а 

затим измерени са тачношћу ±0,001 g (m3). 

Садржаји неутралних детергентских влакана (NDF), киселих детергентских влакана (ADF), 

као и садржај лигнин нерастворљивог у киселим детергентима (ADL), изражени у процентима,  

рачунати су применом следећих једначина: 
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𝑁𝐷𝐹 (%) =
𝑚2,𝑁𝐷𝐹−𝑚3

𝑚1
∙ 100                (3.10) 

𝐴𝐷𝐹 (%) =
𝑚2,𝐴𝐷𝐹−𝑚3

𝑚1
∙ 100               (3.11) 

𝐴𝐷𝐿 (%) =
𝑚2,𝐴𝐷𝐿−𝑚3

𝑚1
∙ 100               (3.12) 

где је m1 маса сирове биомасе коришћене за одређивање садржаја влакана (g), m2,NDF, m2,ADF и 

m2,ADL масе гуча са биомасом третираном неутралним детергентом, киселим детергентом, 

односно сумпорном киселином, након сушења, респективно (g), а m3 маса гуча са биомасом 

након жарења (g). 

Садржај целулозе и хемицелулозе израчунат је применом следећих једначина: 

Целулоза (%) = 𝐴𝐷𝐹 − 𝐴𝐷𝐿               (3.13) 

Хемицелулоза (%) = 𝑁𝐷𝐹 − 𝐴𝐷𝐹              (3.14) 

3.7.2. Одређивање садржаја структурних угљених хидрата и лигнина 

Садржај структурних угљених хидрата (целулозе и хемицелулозе) и лигнина у сировој 

и третираној биомаси одређиван је применом протокола развијеног од стране Националне 

лабораторије за обновљиву енергију САД-а (енгл. National Renewable Energy Laboratory; 

NREL) [302]. Протокол се заснива на хидролизи целулозе и хемицелулозе до простих шећера и 

одређивања њиховог садржаја применом течне хроматографије високих перформанси (енгл. 

High-performance Liquid Chromatography, HPLC). Вредност која се користи за процену 

садржаја структурних угљених хидрата добија се на основу концентрације глукозе и ксилозе 

добијених након хидролизе и одређених HPLC анализом. Садржај лигнина је одређиван 

гравиметријски у случају лигнина нерастворљивог у киселинама, односно 

спектрофотометријски у случају лигнина растворљивог у киселинама. Схематски приказ 

протокола представљен је на слици 3.15. 

 
Слика 3.15. Схематски приказ протокола за одређивање садржаја структурних угљених 

хидрата и лигнина 
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Припрема гучева 

Одговарајући број гучева са филтером од синтерованог стакла је постављено у пећ за 

жарење до константне масе на 575 °C ± 25 °C у трајању од најмање 4 h. Након жарења, гучеви 

су хлађени у ексикатору најмање 1 h. Након хлађења, измерене су масе гучева са тачношћу од 

±0,1 mg.  

Припрема стандарда шећера 

Упоредо са узорцима, на хидролизу разблаженом киселином постављени су и 

одговарајући сетови стандардних раствора шећера (енгл. Sugar Recovery Standards, SRS) како 

би се узели у обзир и губици шећера који потичу од саме хидролизе. Припремљени стандарди 

се састоје од смеше стандардних раствора D-(+)-глукозе, D-(+)-ксилозе, D-(+)-галактозе, L-(+)-

арабинозе и D-(+)-манозе. Концентрације шећера у стандардним растворима одабране су тако 

да буду налик концентрацији поменутих шећера у испитиваној биомаси, у опсегу од 1 до 4 mg 

mL-1. Након одмеравања одговарајућих маса шећера, са тачношћу ±0,1 mg, додато је 10 mL 

воде и 348 µL 72% сумпорне киселине. Раствори су помешани и заједно са узорцима 

постављени на хидролизу у аутоклаву. 

Хидролиза узорака 

Одмерено је 300,0 mg ± 10,0 mg узорка и пренето у реагенс боцу од 100 mL. Додато је 

3,00 mL ± 0,01 mL 72% сумпорне киселине у сваку реагенс боцу. Узорци су добро измешани 

стакленим штапићем (око 1 min) и постављени на инкубацију у воденом купатилу на 30 °C 

током 60 min. На сваких 5 до 10 min узорци су измешани стакленим штапићем, без вађења 

узорака из воденог купатила. Након инкубације, узорци су разблажени до концентрације 

киселине од 4% додавањем 84,00 mL ± 0,04 mL дестиловане воде. Узорци су измешани 

превртањем боца неколико пута, како би се фазе са различитим концентрацијама киселина 

добро измешале. Измешани узорци су постављени на хидролизу у аутоклав на 121 °C током 60 

min. Након завршене хидролизе, узорци су охлађени до собне температуре. Охлађени узорци 

су филтрирани кроз гучеве вакуум филтрацијом. Одвојено је 50 mL аликвота сваког узорка и 

пренето у кивете. Овако добијени хидролизати коришћени су за одређивање садржаја шећера 

и лигнина растворљивог у киселинама.  

Одређивање садржаја лигнина 

За одређивање садржаја лигнина нерастворљивог у киселинама коришћена је чврста 

фракција након филтрације. Квантитативно је пребачена сва заостала биомаса у гучеве 

испирањем боца дестилованом водом (око 50 mL воде по узорку). Гучеви су сушени у сушници 

на 105 °C најмање 4 h. Након хлађења у ексикатору од минимум 1 h, гучеви са осушеним 

узорцима су измерени са тачношћу ±0,1 mg. Након тога, гучеви су постављени на жарење до 

константне масе консекутивно. Пећ је најпре загрејана на 105 °C и гучеви су инкубирани на 

овој температури током 12 min. Затим је уследило догревање до 250 °C током 30 min, након 

чега су гучеви жарени на 575 °C у трајању од 180 min. Ижарени гучеви су се постепено хладили 

до 105 °C и одржавани су на тој температури до вађења из пећи. Након хлађења у ексикатору 

од најмање 1 h, гучеви су измерени са тачношћу ±0,1 mg. Садржај остатка нерастворљивог у 

киселинама (енгл. Acid Insoluble Residue, AIR) и лигнина нерастворљивог у киселинама (енгл. 

Acid Insoluble Lignin, AIL) израчунати су према следећим једначинама: 

𝐴𝐼𝑅 (%) =
𝑚𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 𝑠𝑢š𝑒𝑛𝑗𝑎−𝑚𝑝𝑟𝑎𝑧𝑛𝑜𝑔 𝑔𝑢č𝑎

𝑚𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∙ 100             (3.15) 

где је mnakon sušenja  маса гуча са узорком након сушења на 105°C, mpraznog guča маса празног гуча, а 

muzorka маса узорка која је коришћена за хидролизу, 

𝐴𝐼𝐿 (%) =
(𝑚𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 𝑠𝑢š𝑒𝑛𝑗𝑎−𝑚𝑝𝑟𝑎𝑧𝑛𝑜𝑔 𝑔𝑢č𝑎)−(𝑚𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 ž𝑎𝑟𝑒𝑛𝑗𝑎−𝑚𝑝𝑟𝑎𝑧𝑛𝑜𝑔 𝑔𝑢č𝑎)−𝑚𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎

𝑚𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∙ 100        (3.16) 
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где је mnakon sušenja маса гуча са узорком након сушења на 105 °C, mnakon žarenja маса гуча са пепелом 

након жарења на 575 °C, mpraznog guča маса празног гуча, а muzorka маса узорка која је коришћена 

за хидролизу. 

За одређивање садржаја лигнина растворљивог у киселинама коришћена је течна 

фракција добијена након филтрације. Садржај лигнина растворљивог у киселинама неопходно 

је одредити у року од 6 h након извршене хидролизе. Измерена је апсорбанца филтрата 

добијеног након хидролизе узорака на 320 nm у односу на 4% сумпорну киселину као слепу 

пробу. Садржај лигнина растворљивог у киселинама (енгл. Acid Soluble Lignin, ASL) израчунат 

је према следећој једначини: 

𝐴𝑆𝐿 (%) =
𝐴320∙𝑉𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎∙𝑅

𝜀∙𝑚𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎∙𝑙
∙ 100               (3.17) 

где је A320 апсорбанца узорка измерена на 320 nm, Vfiltrata запремина филтрата (86,73 mL), R 

разблажење, ε апсорпциони коефицијент (ε=30 L g-1 cm за кукурузну стабљику), muzorka маса 

узорка која је коришћена за хидролизу (mg), а l дужина пређеног пута светлосног зрака кроз 

кивету (cm). 

Укупан садржај лигнина у испитиваном узорку израчунат је према једначини: 

Лигнин (%) = 𝐴𝐼𝐿(%) + 𝐴𝑆𝐿(%)               (3.18) 

где је AIL садржај лигнина нерастворљивог у киселинама, а ASL садржај лигнина растворљивог 

у киселинама. 

Одређивање садржаја шећера 

За одређивање садржаја шећера коришћена је течна фракција добијена након 

филтрације. Око 20 mL хидролизата је пренето у ерленмајере од 50 mL. Узорци су 

неутралисани до pH 5-6 помоћу калцијум карбоната, избегавајући да pH пређе 6. Промена pH 

је праћена помоћу pH индикаторских папира. Након достизања pH 4 постепено је додаван 

калцијум карбонат, како би се избегла експлозивна реакција. Узорци су повремено мешани. 

Након достизања pH 5-6, узорци су остављени да се исталоже и супернатанти су одвојени 

декантовањем. pH вредност овако добијених супернатаната би требало да буде око 7. 

Неутралисани супернатанти су припремљени за HPLC филтрирањем кроз 0,2 µm филтер.  

Садржај шећера израчунат је према једначини: 

% Шећера =
𝐶𝑎𝑛ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜∙𝑉𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎∙

1 𝑔

1000 𝑚𝑔

𝑚𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∙ 100              (3.19) 

где је Vfiltrata запремина филтрата (86,37 mL), а Canhidro концентрација шећера након хидролизе, 

коригована корелационим фактором конверзије, Anh (0,88 за пентозе, односно 0,90 за хексозе) 

и рекуперацијом шећера након хидролизе, Ršećera. 

Концентрација шећера након хидролизе израчуната је према једначини 3.20, а рекуперација 

шећера након хидролизе према једначини 3.21: 

𝐶𝑎𝑛ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜 (mg 𝑚𝐿−1) =
𝐶𝐻𝑃𝐿𝐶∙𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑟𝑎𝑧𝑏𝑙.

%𝑅š𝑒ć𝑒𝑟𝑎/100
∙ 𝐴𝑛ℎ             (3.20) 

𝑅š𝑒ć𝑒𝑟𝑎 (%) =
𝑘𝑜𝑛𝑐.  š𝑒ć𝑒𝑟𝑎 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑘𝑡𝑜𝑣𝑎𝑛𝑎 𝑛𝑎 𝐻𝑃𝐿𝐶−𝑢,   mg mL−1

𝑘𝑜𝑛𝑐.  š𝑒ć𝑒𝑟𝑎 𝑢 𝑆𝑅𝑆 𝑝𝑟𝑒 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙𝑖𝑧𝑒,   mg mL−1             (3.21) 

Конкретно, садржај целулозе израчунат је према једначини 3.22, а садржај хемицелулозе према 

једначини 3.23: 

Целулоза (%) =
𝐶𝐻𝑃𝐿𝐶,𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑎∙𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑟𝑎𝑧𝑏𝑙.∙0,9∙100∙𝑉𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎∙

1 𝑔

1000 𝑚𝑔

%𝑅š𝑒ć𝑒𝑟𝑎∙𝑚𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∙ 100          (3.22) 

Хемицелулоза (%) =
𝐶𝐻𝑃𝐿𝐶,𝑘𝑠𝑖𝑙𝑜𝑧𝑎∙𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑟𝑎𝑧𝑏𝑙.∙0,88∙100∙𝑉𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎∙

1 𝑔

1000 𝑚𝑔

%𝑅š𝑒ć𝑒𝑟𝑎∙𝑚𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∙ 100          (3.23) 
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3.7.3. Одређивање садржаја лигнина растворљивог у ацетил бромиду 

Садржај лигнина у сировој и резидуалног лигнина у третираној биомаси одређиван је 

према методи коју су развили Fukushima и Hatfield (2001) [303], прилагођеној за рад у мањим 

запреминама. Метода се заснива на растворљивости лигнина у ацетил бромиду. У стаклене 

бочице са чепом је одмерено 5 mg самлевене биомасе и преливено са 500 µL свеже 

припремљеног 25% (v/v) раствора ацетил бромида у глацијалној сирћетној киселини. Упоредо 

је припремљена слепа проба која је садржала ацетил бромид, али не и биомасу. Дигестија 

узорака и слепе пробе одвијала се на 50 °C током 2 h, уз мешање (150 rpm). Након тога, узорци 

су центрифугирани (12 000 rpm, 10 min). Одмерено је 100 µL супернатанта, пренето у нови 

епендорф, а затим додато 400 µL 0,3 M раствора натријум хидроксида и 200 µL свеже 

припремљеног 0,5 M раствора хидроксиламин хидрохлорида. Смеша је снажно промешана на 

вортексу, а затим разблажена глацијалном сирћетном киселином до 2 mL (додавањем 1,3 mL 

киселине). Садржај у епендорфу је измешан превртањем неколико пута, у микротитарску 

плочу је пренето по 200 µL и измерена је апсорбанца на 280 nm у односу на слепу пробу. Слепа 

проба је припремљена мешањем дигестованог раствора ацетил бромида, натријум хидроксида, 

хидроксиламин хидрохлорида и глацијалне сирћетне киселине у истом односу као у узорцима. 

Уколико је потребно, узорци су накнадно разблажени глацијалном сирћетном киселином. За 

фактор разблажења узето је у обзир укупно разблажење дигестованог узорка.  

Концентрација лигнина растворљивог у ацетил бромиду (енгл. acetyl bromide soluble 

lignin, ABSL) одређивана је из стандардне праве (слика 3.16.), добијене мерењем апсорбанци 

раствора крафт лигнина познатих концентрација, у опсегу од 0,01 g L-1 до 0,2 g L-1. 

Концентрација лигнина је даље коришћена за израчунавање садржаја лигнина. 

 
Слика 3.16. Стандардна права зависности концентрације лигнина од апсорбанце 

мерене на 280 nm  

Садржај лигнина растворљивог у ацетил бромиду (ABSL) израчунат је применом једначине: 

𝐴𝐵𝑆𝐿 (%) = (0,11452 ∙ 𝐴280 + 0,0008) ∙ 10 ∙
𝑅

𝑚
∙ 100            (3.24) 

где је A280 апсорбанца испитиваног узорка измерена на 280 nm, R фактор разблажења узорка, а  

m је маса одмерене биомасе (mg). 

Степен делигнификације третиране биомасе представља однос лигнина присутног у сировој 

биомаси и резидуалног лигнина у третираној биомаси и израчунат је применом једначине: 

Степен делигнификације (%) = (1 −
𝐴𝐵𝑆𝐿𝑇𝐵

𝐴𝐵𝑆𝐿𝑆𝐵
) ∙ 100            (3.25) 

где је ABSLTB садржај лигнина растворљивог у ацетил бромиду у третираној биомаси, а ABSLSB 

садржај лигнина растворљивог у ацетил бромиду у сировој биомаси. 
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3.7.4. Одређивање антиоксидативне активности лигнинске фракције 

Антиоксидативна активност лигнинских фракција изолованих након третмана 

одређивана је применом стандардне спектрофотометријске методе базиране на инхибицији 

комерцијалних радикала – DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилхидразил радикал) [304] и ABTS (2,2'-

азинобис-(3-етилбензотиазолин-6-сулфонат)) [305]. У ову сврху припремљени су екстракти 

лигнинских фракција у диметил-сулфоксиду (2 g L-1).  

 Испитивање антиоксидативне активности инхибицијом DPPH радикала заснива се на 

способности овог стабилног азотног радикала да се у реакцији са донором протона редукује 

до DPPH-H, при чему долази до промене боје из љубичасте у жуту. Интензитет промене боје 

одређује се спектрофотометријски на 517 nm. За одређивање антиоксидативне активности 

узорака, најпре је припремљен 0,15 mM раствор DPPH у метанолу. Припремљени раствор 

чуван је у тамној боци како би се спречила редукција под утицајем светлости. Затим је у 

епендорф пренето 50 µL узорка и 1 950 µL  раствора DPPH у метанолу (As). Као контролни, 

тзв. blank узорак (Ab) коришћен је чист растварач. Као контрола је припремљена смеша од 50 

µL растварача и 1 950 µL  раствора DPPH (Ac). Садржај у епендорфима је промешан на 

вортексу, а затим остављен да стоји на собној температури на тамном месту. Након 30 min, по 

200 µL претходно промешаних узорака на вортексу пренето је у микротитарску плочу и 

очитане су апсорбанце на таласној дужини 517 nm. Проценат инхибиције DPPH радикала 

израчунат је према једначини:  

𝐷𝑃𝑃𝐻 (%) =  (1 −
𝐴𝑠−𝐴𝑏

𝐴𝑐
) ∙ 100               (3.26) 

где је As  измерена апсорбанца узорка, Ab измерена апсорбанца растварача без DPPH, тзв. blank 

и Ac је измерена апсорбанца контроле. Добијени степен инхибиције се може изразити и као 

еквивалент стандардног антиоксиданса – Тролокса (слика 3.17).  

 
Слика 3.17. Зависност степена инхибиције DPPH радикала од концентрације Тролокса 

Степен инхибиције DPPH радикала изражен као еквивалент Тролокса (DPPHeT) израчунат је 

према једначини: 

𝐷𝑃𝑃𝐻𝑒𝑇 (𝑚𝑀 𝑚𝐿−1) =  
𝐷𝑃𝑃𝐻(%)

39,195
               (3.27) 

Одређивање антиоксидативне активности методом редукције ABTS радикала заснива се 

на способности антиоксидативних молекула да неутралишу стабилне бисрадикал катјоне 

ABTS•+, при чему се формира комплекс хромофора карактеристичног плаво-зеленог обојења, 

апсорпционог максимума на 734 nm. Радикални катјон ABTS (ABTS•+) настаје као производ 

реакције између 7 mM раствора ABTS и 245 mM раствора амонијум-персулфата. Реагенс је 

припремљен мешањем 10 mL раствора ABTS са 101 µL раствора амонијум-персулфата. 

Реакциона смеша је чувана у мраку на собној температури 12 h до 16 h пре употребе, како би 

се реакција одиграла у потпуности. Овако добијена реакциона смеша је чувана у фрижидеру. 
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Свеж раствор ABTS•+ припреман је непосредно пред употребу, разблаживањем дестилованом 

водом до апсорбанце 0,700 ± 0,05 на таласној дужини од 734 nm. Одмерено је 2 000 µL раствора 

ABTS•+ и помешано са 10 µL узорка (As). Као контролни, тзв. blank узорак (Ab) коришћен је 

чист растварач. Као контрола је припремљена смеша од 10 µL растварача и 2 000 µL  раствора 

ABTS•+  (Ac). Садржај у епендорфима је промешан на вортексу, а затим остављен на тамном 

месту током 5 min како би се реакција одиграла. Након тога, по 200 µL претходно промешаних 

узорака на вортексу пренето је у микротитарску плочу и очитане су апсорбанце на таласној 

дужини 734 nm. Проценат инхибиције ABTS радикала израчунат је према једначини:  

𝐴𝐵𝑇𝑆 (%) = 100 × (1 −
𝐴𝑠−𝐴𝑏

𝐴𝑐
)               (3.28) 

где As представља апсорбанцу узорка у присуству ABTS, Ab је апсорбанца растварача без ABTS, 

тзв. blank, и Ac је апсорбанца раствора контроле са ABTS. Добијени степен инхибиције се може 

изразити и као еквивалент стандардног антиоксиданса – Тролокса (слика 3.18.).  

 

Слика 3.18. Зависност степена инхибиције ABTS радикала од концентрације Тролокса 

Степен инхибиције ABTS радикала изражен као еквивалент Тролокса израчунат је према 

једначини: 

𝐴𝐵𝑇𝑆𝑒𝑇 (𝑚𝑀 𝑚𝐿−1) =  
𝐴𝐵𝑇𝑆(%)

11,362
               (3.29) 

3.7.5. Одређивање концентрације укупних полифенола у лигнинској фракцији 

Концентрација укупних полифенола (енгл. Total polyphenolic content, TPC) одређивана 

је у истим екстрактима лигнинске фракције у диметил-сулфоксиду (2 g L-1) који су коришћени 

за испитивање антиоксидативне активности. За одређивање концентрације укупних 

полифенола коришћена је стандардна спектрофотометријска метода са Folin-Ciocalteau 

реагенсом [306]. Одмерено је 0,5 mL узорка и помешано је са 2,5 mL Folin-Ciocalteau реагенса 

и 5 mL 20% раствора натријум карбоната, након чега је додата дестилована вода до 50 mL. 

Узорци су затим инкубирани у воденом купатилу на 40 °C током 30 min. Након тога, по 200 µL 

претходно промешаних узорака на вортексу пренето је у микротитарску плочу и очитане су 

апсорбанце на таласној дужини од 750 nm. За израчунавање концентрације укупних 

полифенола коришћена је стандардна права (слика 3.19.), добијена мерењем апсорбанци 

раствора галне киселине познатих концентрација, у опсегу од 0,2 g L-1 до 2,0 g L-1. 

Концентрација укупних полифенола изражена је као еквивалент галне киселине (енгл. Gallic 

acid equivalent, GAE) и израчунат је према једначини: 

𝐺𝐴𝐸 (𝑔 𝐿−1) =
𝐴750

0,574
                            (3.30) 

где је А750 апсорбанца измерена на 750 nm. 
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Слика 3.19. Зависност концентрације галне киселине од апсорбанце измерене на 750 nm 

3.7.6. Одређивање антимикробне активности лигнинске фракције 

 Антимикробна активност изоловане лигнинске фракције на раст B. cereus, C. albicans, 

E. coli и S. aureus испитивана је агар-дифузионом методом [307]. Екстракти лигнина у чистом 

диметил-сулфоксиду (2 g L-1) су најпре разблажени водом до коначне концентрације диметил-

сулфоксида од 2%, како би се спречила инхибиција растварачем [308]. Разблажени екстракти 

су стерилисани филтрирањем кроз 0,22 µm филтере. Одабране културе су активиране 

пресејавањем у одговарајуће хранљиве подлоге – сладни бујон за C. albicans и хранљиви бујон 

за B. cereus, E. coli и S. aureus. У Петри шоље је нанет слој одговарајућег агара, сладног или 

хранљивог, у зависности од коришћеног микроорганизма. Након очвршћавања, на агар су 

асептично постављани керамички бунарчићи, пречника 5 mm. Затим је око бунарчића нанет 

слој растопљеног топ агара (сладног или хранљивог), који је претходно инокулисан 

преконоћном патогеном културом одабраном за испитивање антимикробне активности. 

Бунарчићи су пажљиво уклоњени након очвршћавања топ агара. У отворе је затим додато по 

100 µL раствора различитих екстраката лигнина и 2% раствора диметил-сулфоксида, како би 

се испитао потенцијални инхибиторни утицај растварача на раст патогених микроорганизама. 

Такође, испитан је и утицај одговарајућих антибиотика, односно антимикотика, применом 

папирних дискова са жељеном тест супстанцом – нистатином, стрептомицином и 

канамицином. Петри шоље су инкубиране у статичним условима на 37 °C преко ноћи. Уколико 

је дошло до инхибиције раста микроорганизама, око отвора са растворима лигнина су уочене 

бистре, светлије зоне које се називају зоне инхибиције. Мерењем пречника ових зона 

процењена је антимикробна активност лигнинских фракција према патогеним 

микроорганизмима. Схематски приказ ове методе приказан је на слици 3.20. 

 
Слика 3.20. Схематски приказ агар-дифузионе методе за одређивање антимикробне 

активности лигнинских фракција 



Експериментални део                 Јована Грбић 

 

80 

 

3.7.7. Одређивање садржаја укупних и испарљивих чврстих материја 

 Садржај укупних и испарљивих чврстих материја одређен је гравиметријски у сировој 

биомаси и третираним узорцима који су одабрани за валоризацију кроз анаеробну дигестију, 

као и у инокулуму који је коришћен у процесу анаеробне дигестије [309]. Укупне чврсте 

материје (енгл. Total solids, TS) се односе и на органска и неорганска једињења, а испарљиве 

материје само на органска једињења (енгл. Volatile solids, VS). Око 1 g узорка је одмерен у гуч 

и сушен у сушници на 105°C преко ноћи (око 20 h), до постизања константне масе. Након 

сушења, узорци су охлађени у ексикатору и измерена им је маса са тачношћу ±0,1 mg. Узорци 

су затим постављени на жарење на 550 °C током 3 h. Након хлађења у ексикатору, измерена је 

маса ижарених узорака са тачношћу ±0,1 mg. Садржаји укупних (TS) и испарљивих чврстих 

материја (VS), пепела и влаге израчунати су према једначинама: 

𝑇𝑆 (%) =
𝑚𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 𝑠𝑢š𝑒𝑛𝑗𝑎

𝑚𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∙ 100               (3.31) 

𝑉𝑆 (%) =
𝑚𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 𝑠𝑢š𝑒𝑛𝑗𝑎−𝑚𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 ž𝑎𝑟𝑒𝑛𝑗𝑎

𝑚𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∙ 100                    (3.32) 

Садржај пепела (%) =
𝑚𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 ž𝑎𝑟𝑒𝑛𝑗𝑎

𝑚𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
∙ 100             (3.33) 

Садржај влаге (%) = 100 − 𝑇𝑆(%)                 (3.34) 

где је mnakon sušenja маса гуча са узорком након сушења на 105°C, mnakon žarenja маса гуча са пепелом 

након жарења на 550 °C, а muzorka маса гуча са узорком која је коришћена за одређивање укупних 

и испарљивих чврстих материја. 

3.7.8. Елементарна органска микроанализа  

 Садржај основних елемената из којих се састоји кукурузна стабљика одређиван је у 

сировој биомаси и третираним узорцима који су одабрани за валoризацију, применом 

конвенционалне методе [310]. Садржај угљеника (C), водоника (H), азота (N), сумпора (S) и 

кисеоника (O) одређен је применом CHNS анализатора Elementar Vario EL III, CNS. Метода се 

заснива на сагоревању одмерених узорака на 1150 °C у атмосфери кисеоника у присуству 

катализатора. Узорци су одмерени помоћу високо прецизне аналитичке ваге. Оксидацијом 

узорака се угљеник преводи у угљеник (IV) оксид, водоник у водену пару, органски азот се 

редукује до гасовитог азота, а сумпор се преводи у сумпор (IV) оксид. Настали оксиди се 

раздвајају у струји хелијума и одређује се њихов међусобни однос. Уређај одређује садржај C, 

H, N и S, док је садржај О израчунат на основу разлике, а према једначини: 

𝑂(%) = 100 − (𝐶(%) + 𝐻(%) + 𝑁(%) + 𝑆(%) + Садржај пепела (%))          (3.35) 

3.7.9. Одређивање бруто садржаја топлотне енергије 

 Бруто садржај топлотне енергије која се ослободи након потпуног сагоревања биомасе 

одређена је применом тзв. калориметријске бомбе [311]. Одмерено је приближно 0,2 g сирове 

биомасе и пренето у металну чашу. Чаша је постављена у носач, а конац за паљење је уроњен 

у биомасу и повезан са колом за паљење. Носач са узорком је постављен у комору, тзв. „бомбу“, 

која је затворена и испуњена кисеоником до 30 bar. Састављена „бомба“ је потом смештена у 

калориметар, одмерена маса узорка је ручно унета у калориметар и процес паљења је започет. 

Након потпуног сагоревања биомасе, бруто садржај енергије (енгл. Gross Calorific Value, GCV) 

је приказан на екрану калориметра, док је нето садржај енергије (енгл. Net Calorific Value, NCV) 

израчунат према једначини: 

𝑁𝐶𝑉 (𝑘𝐽 𝑔−1) = 𝐺𝐶𝑉 − 2,776 ∙ Садржај влаге (%)            (3.36) 

где је 2,776 kJ g-1 вредност енталпије испаравања. 
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3.7.10. Диференцијално бојење 

 Како би се уочиле промене у морфологији кукурузне стабљике пре и након третмана 

нетермалном плазмом, примењена је метода диференцијалног бојења [312]. Од боја су 

коришћене Astra blue™, која боји целулозна влакна у плаво само у одсуству лигнина, и 

сафранин, који боји лигнин у црвено независно од присуства целулозе. Узорци су претходно 

припремљени на начин описан у одељку 3.3. Диференцијалном бојењу су подвргнути и сирови 

узорци и узорци третирани нетермалном плазмом током 20 ѕ. 

Бојење је вршено у два корака. Узорак је најпре фиксиран на предметном стаклу, на њега 

је нанет 1% раствор сафранина, а вишак боје је након 3 min уклоњен испирањем узорка водом. 

Затим је на узорак нанет 1% раствор Astra blue™ и након 3 min је поновљен поступак испирања 

вишка боје водом. Овако обојени узорци су осушени на собној температури и посматрани под 

светлосним микроскопом Axio Imager A1 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH.). Схематски приказ 

овог поступка приказан је на слици 3.21. 

 
Слика 3.21. Схематски приказ диференцијалног бојења сирових и третираних попречних 

пресека кукурузне стабљике 

3.7.11. Инфрацрвена спектроскопија са Фуријеовом трансформацијом (FTIR) 

Техника инфрацрвене спектроскопије са Фуријеовом трансформацијом (енгл. Fourier 

transform infrared spectroscopy, FTIR) користи упадно зрачење широке спектралне области и 

заснива се на могућности молекула да апсорбују светлост на фреквенцијама специфичним за 

одређене функционалне групе присутне у молекулу, као и везе формиране унутар молекула. 

Како не постоје два молекула која имају исти инфрацрвени спектар, ова метода је погодна за 

утврђивање карактеристичних промена изазваних третманом биомасе. FTIR спектроскопија је 

коришћена за анализу сирове и третиране биомасе, али и хемицелулозних и лигнинских 

фракција изолованих након третмана. За потребе ове анализе коришћен је NicoletTM iSTM 10 

FTIR спектрометар у опсегу од 4 000 cm−1 до 400 cm−1. Резолуција при снимању износила је 4 

cm-1, са 32 скенирања по спектру. Узорци су анализирани без претходног пелетирања са 

калијум бромидом и током анализе није дошло до њиховог оштећења. 

За додатну процену промена у структури лигноцелулозне биомасе изазване различитим 

третмани праћена су два параметра – интензитет водоничних веза (енгл. Hydrogen Bond 

Intensity, HBI) и укупни индекс кристалиничности (енгл. Total Crystallinity Index, TCI). Ови 

параметри представљају односе апсорбанци на различитим таласним дужинама и израчунати 

су применом једначина: 

𝐻𝐵𝐼 =
𝐴3400

𝐴1323
                  (3.37) 

𝑇𝐶𝐼 =
𝐴1369

𝐴2900
                  (3.38) 

где су А3400, А1323, А1369 и А2900 апсорбанце измерене на 3 400, 1 323, 1 369 и 2 900 cm-1, 

респективно [313].  

3.7.12. Раман спектроскопија 

Раман спектроскопија се користи за детектовање симетричинх вибрација унутар 

молекула и као таква је комплементарна FTIR спектроскопији, којом се детектују асиметричне 

вибрације. Метода се заснива на расипању светлости из видљиве и UV области на молекулима 

узорка уколико дође до промене поларизабилности молекула. Као извор зрачења најчешће се 

користе ласери веома интензивног монохроматског зрачења. Међутим, услед присуства 

лигнина у узорцима лигноцелулозне биомасе може доћи до појаве флуоресценције која омета 
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јасно очитавање спектара [314]. Стога је за анализу сирове и третиране биомасе, као и 

хемицелулозних и лигнинских фракција изолованих након третмана коришћен MIRA XTR DS 

систем опремљен са XTR алгоритмима помоћу којих се спектри могу добити уз поништавање 

флуоресценције. Као извор зрачења коришћен је ласер класе 3B у складу са стандардом EN 

60825-1. Спектри су снимани на 785 nm у опсегу од 400 cm-1 до 2 300 cm-1, са спектралном 

резолуцијом од 8 cm-1 до 10 cm-1 и временом интеграције од 10 s. Снимљени спектри су 

обрађивани применом MiraCal DS 1.2.55.0 софтвера. Узорци су анализирани без претходне 

припреме, употребом вијале за снимање, и током анализе није дошло до њиховог оштећења.  

3.7.13. Скенирајућа електронска микроскопија (SEM) 

Промене у морфологији биомасе, изазване применом различитих третмана, 

анализиране су применом скенирајуће електронске микроскопије (енгл. Scanning Electron 

Microscopy, SEM). На сирову и третирану биомасу је најпре нанет премаз смеше злата и 

паладијума помоћу Polaron SC502 распршивача, како би се осигурала добра проводљивост 

узорака. Након тога, промене у морфологији су праћене употребом уређаја TESCAN Mira3 

XMU, при чему је напон убрзања јона износио 10 kV.  

3.7.14. Течна хроматографија високих перформанси (HPLC) 

Анализа рекуперисаних еутектичких смеша, узорака припремљених кроз NREL 

протокол за одређивање садржаја структурних угљених хидрата, као и одабраних хидролизата 

третиране биомасе, вршена је применом система за течну хроматографију високих 

перформанси Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific). За раздвајање шећера коришћена је 

реверзно фазна Agilent Hi-Plex Ca2+ колона (300·7,7 mm, 8 μm) на 80 °C. Као мобилна фаза 

коришћена је вода HPLC-чистоће, са протоком од 0,6 mL min-1. Запремина узорака коришћена 

за анализу је износила 10 μL, док је дужина трајања анализе износила 20 min. Производи су 

детектовани применом RI детектора (RefractoMax 520, ERC), који је претходно загрејан на       

40 °C. Резултати су прикупљени и обрађени применом софтверског пакета Chromeleon 7.2 CDS. 

Концентрације шећера су прерачунате на основу стандардне праве за жељене шећере – глукозу, 

ксилозу, арабинозу и манозу.   

3.7.15. Порозиметрија са интрузијом живе (MIP) 

 Како би се утврдиле промене у порозности биомасе пре и након третмана, вршена су 

порозиметријска мерења са интрузијом живе (енгл. Mercury Intrusion Porosimetry, MIP). За ову 

анализу одабрана је сирова биомаса, биомаса третирана Фентоновим реагенсом и 

комбинованим нетермална плазма/Фентоновим третманом, како би се испитао допринос 

плазме конвенционалном третману Фентоновим реагенсом у циљу повећања порозности 

третиране биомасе. Мерења су започета одређивањем привидне густине узорка, интрузијом, 

односно увођењем живе у пикнометар са узорком на макропорној јединици Macropores Unit 

120. Анализа је затим извођена у потпуно аутоматизованом конвенционалном порозиметру 

Carlo Erba, модел 2000. Овај уређај ради на високим притисцима, у опсегу од 0,1 MPa до 200 

MPa, чиме се омогућава интрузија живе у поре узорка чији је ред величине у опсегу од 7,5 nm 

до 15 000 nm. Анализа је вршена у два понављања. Резултати су прикупљени и обрађени 

применом софтвера Milestone 200 и добијени су подаци о укупној специфичној запремини пора 

(Vtot), специфичној површини пора (SHg), просечном пречнику најзаступљенијих пора (Dav) и 

стварној густини пора (BD), односно порозности испитиваног узорка (Р).  

3.7.16. Рендгенска дифракциона анализа (XRD) 

Промене у кристалиничности целулозне фракције биомасе пре и након третмана 

праћене су рендгенском дифракционом анализом (енгл. X-ray diffraction, XRD). Анализа је 

вршена применом Philips PW 1050 дифрактометра са Cu Kα зрачењем које је 

монохроматизовано помоћу Ni филтера. Мерења су вршена у складу са Bragg-Brentano 

геометријом, при чему је опсег дифракционих углова 2θ износио од 5° до 60°, са кораком од 
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0,02°, док је време експозиције износило 3 s по кораку. Прикупљени подаци су обрађени 

применом Fityk софтверског пакета. Извршена је деконволуција XRD профила за уочавање 

кристалиничних и аморфних региона. Индекс кристалиничности, CrI, прерачунат је према 

једначини: 

𝐶𝑟𝐼 (%) =
(𝐼002−𝐼𝑎𝑚)

𝐼002
∙ 100                (3.39) 

где је I002 интензитет пика дифракције на 2θ≫22,5°, а Iam је интензитет аморфног региона 

(2θ≫16,3°) [315]. 

3.8. Валоризација третиране биомасе 

 Након фракционисања кукурузне стабљике применом третмана развијених у оквиру ове 

дисертације, третирана биомаса која се доминантно састоји из целулозе је подвргнута 

валоризацији. У ову сврху одабрана је биомаса добијена након комбинованог плазма/алкалног 

третмана и плазма/NADES третмана. Ове фракције су одабране јер је након поменутих 

третмана остварена највећа делигнификација третиране биомасе. Могућност искоришћења 

третиране биомасе је испитана кроз поступке млечно-киселинске ферментације, алкохолне 

ферментације и анаеробне дигестије.   

3.8.1. Млечно-киселинска ферментација 

 Могућност искоришћења третиране биомасе као извора угљеника за производњу 

млечне киселине испитана је ферментисањем хидролизата третиране биомасе помоћу млечно-

киселинске бактерије L. rhamnosus. Третирана биомаса је хидролизована на начин описан у 

одељку 3.6. Добијени хидролизати су обогаћени органским изворима азота и солима на основу 

конентрације редукујућих шећера, тако да њихов однос и количина буду истоветни стандардној 

подлози за гајење бактерија млечне киселине, MRS бујону. У хидролизат је додат квашчев 

екстракт у концентрацији од 5 g L-1, месни екстракт у концентрацији од 10 g L-1 и пептон у 

концентрацији од 10 g L-1. Одговарајуће соли су додате у следећим концентрацијама: натријум-

ацетат – 5 g L-1, амонијум-цитрат – 2 g L-1, магнезијум-сулфат – 0,2 g L-1 и манган сулфат – 

0,05g L-1. pH вредност припремљеног супстрата је подешена на 6,5 помоћу 30% (мас.) раствора 

натријум хидроксида. Припремљени хидролизати су стерилисани филтрирањем кроз 0,22 µm 

филтер. На овај начин спречено је стварање инхибиторних једињења која настају разградњом 

шећера током стерилизације у аутоклаву. Ферментација је започета инокулисањем супстрата 

преконоћном културом L. rhamnosus у концентрацији од 6% (зап.). Узорци су инкубирани у 

микроаерофилним условима нa 37 °C, током 24 h, уз благо мешање (100 rpm). У току 

ферментације су вршене корекције pH вредности. Процена ефикасности млечно-киселинске 

ферментације извршена је одређивањем концентрације редукујућих шећера (одељак 3.6.2.), 

произведене млечне киселине и броја живих ћелија у нултом и 24. h од почетка ферментације. 

При истим условима извођена је и ферментација рекуперисане еутектичке смеше након 

комбинованог плазма игла/NADES третмана (одељак 3.5.4.), а затим је одређен и број живих 

ћелија након 24 h.  

3.8.1.1. Одређивање концентрације млечне киселине 

Депротеинизација ферментационог медијума је неопходан корак пре одређивања 

концентрације млечне киселине. Овај корак се заснива на таложењу протеина у присуству 

Carrez-ових реагенаса [316]. Најпре су припремљени реагенси, при чему Carrez I представља 

3,6% (мас.) раствор калијум-феро-цијанида, а Carrez II представља 7,2% (мас.) раствор цинк-

сулфата. У зависности од очекиване концентрације произведене млечне киселине, 

ферментациони медијум је разблажен пребацивањем одговарајуће запремине у нормални суд 

од 10 mL, након чега је додато 500 µL Carrez I раствора, 500 µL Carrez II раствора и 1 mL 0,1 

М натријум хидроксида. Садржај нормалног суда је измешан након додавања сваког од 

реагенаса, а затим је допуњен дестилованом водом до црте. Након извршене депротеинизације, 

смеша је филтрирана кроз 0,22 µm филтер. Добијени раствори су коришћени за одређивање 
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концентрације млечне киселине. Уколико није било могуће одредити концентрацију млечне 

киселине одмах након депротеинизације, депротеинизовани филтрати су чувани у замрзивачу 

како би се спречило кварење. 

Концентрација млечне киселине одређивана је у ферментационом медијуму у нултом и 

24. h од почетка ферментације, применом стандардног ензимског кита (Megazyme®, Ирска) 

[307,316]. Метода се заснива на оксидацији L (+) млечне киселине до пирувата. Ова оксидација 

се одвија посредством L-лактат дехидрогеназе (L-LDH) у присуству никотинамид-аденин 

динуклеотида (NAD+), према једначини: 

𝐿 (+) млечна киселина + 𝑁𝐴𝐷+ → пируват + 𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+          (3.40) 

Равнотежа ове реакције је померена у корист пирувата и NADH, што отежава 

спектрофотометријско мерење концентрације NADH, која уједно одговара и концентрацији 

млечне киселине. Стога је неопходно спречити одигравање повратне реакције и превести 

пируват у D-аланин и 2-оксиглутарат применом ензима D-глутамат-пируват-трансаминазе и D-

глуатамата у вишку: 

 пируват + 𝐷 − глутамат → 𝐷 − аланин + 2 − оксиглутарат          (3.41) 

 Концентрација NADH се одређује спектрофотометријски, мерењем апсорбанце 

раствора на 340 nm. Ова концентрација одговара концентрацији L (+) млечне киселине 

присутне у испитиваном узорку. За одређивање концентрације млечне киселине коришћени су 

следећи реагенси: 

- Реагенс 1 (припремљен од стране произвођача), који је садржао 0,5 М глицил-глицин 

пуфер (рН 10), 0,5 М D-глутамат и 0,02% натријум-азид 

- Реагенс 2 (припремљен непосредно пред употребу), који је садржао 380 mg NAD+ у 5,5 

mL дестиловане воде и чуван је на -20 °C, а током извођења методе је чуван на хладном 

- Реагенс 3 (припремљен од стране произвођача), који представља суспензију ензима D-

глутамат-пируват-трансаминазе, активности 1 300 IU mL-1 

- Реагенс 4 (припремљен од стране произвођача), који представља суспензију ензима L-

лактат дехидрогеназе, активности 2 000 IU mL-1 

Поступак одређивања концентрације млечне киселине је неопходно изводити на 

температури до 25 °C. Реакција се изводи у киветама минималне запремине 3 mL. Најпре је 

одмерено 1,5 mL дестиловане воде, у коју је додато 100 µL узорка, а потом и 500 µL реагенса 

1, 100 µL реагенса 2 и 20 µL реагенса 3, редом. Упоредо је припремљена и слепа проба, која је 

уместо узорка садржала дестиловану воду. Садржај у киветама је промешан стакленим 

штапићем. Након 3 min је измерена апсорбанца (А1) на 340 nm, у односу на дестиловану воду. 

Након очитавања прве апсорбанце, у реакциону смешу је додато 20 µL реагенса 4. Садржај у 

киветама је промешан и друга апсорбанца (А2) је измерена након 10 min. Концентрација млечне 

киселине (cMK) у ферментационом медијуму израчуната је према једначини: 

𝑐𝑀𝐾(𝑔 𝐿−1) =
𝑉∙𝑀

𝜀∙𝑑∙𝑣
∙ ∆𝐴𝑀𝐾 ∙ 𝐹               (3.42) 

где је V коначна запремина узорка у кивети након додавања реагенаса (mL), М моларна маса 

млечне киселине (90,1 g mol-1), ε екстинциони коефицијент на 340 nm (6 300 L mol-1 cm-1), d 

дужина светлосног пута (cm), v запремина узорка (mL), F фактор разблажења, а ΔAMK је разлика 

апсорбанци узорка (AUZ) и слепе пробе (ASP), добијена према једначини: 

∆𝐴𝑀𝐾 = (𝐴2 − 𝐴1)𝑈𝑍 − (𝐴2 − 𝐴1)𝑆𝑃              (3.43) 

Принос млечне киселине (YMK) израчунат је према једначини: 

𝑌𝑀𝐾 (𝑔 млечне киселине 𝑔−1 ред. шећера) =  
𝑐𝑀𝐾

𝑐𝑟𝑒𝑑,0−𝑐𝑟𝑒𝑑,24
           (3.44) 

где је cMK експериментално одређена концентрација млечне киселине, cred,0 концентрација 

редукујућих шећера у хидролизату на почетку ферментације, а cred,24 концентрација 

редукујућих шећера у ферментационом медијуму након ферментације. 
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3.8.1.2. Одређивање броја живих ћелија 

 Број живих ћелија одређен је у ферментационом медијуму применом измењене Кохове 

методе, прилагођене за рад у малим запреминама [317]. Асептично је одмерено 0,1 mL 

ферментационог медијума и помешано са 0,9 mL стерилног 0,85% (мас.) раствора натријум 

хлорида, чиме је добијено разблажење 10-1. Након мешања, 0,1 mL овако направљеног 

разблажења помешано је са нових 0,9 mL стерилног 0,85% (мас.) раствора натријум хлорида. 

На исти начин припремљена је серија разблажења, при чему је свако следеће разблажење било 

десет пута веће. Поступак је поновљен седам пута, тако да је највеће разблажење износило 10-

8. Затим је из епендорфа са узорцима разблаженим четири, шест и осам пута пренето по 0,1 mL 

у Петри шоље са одговарајућом ознаком (10-4, 10-6 и 10-8). Као хранљива подлога коришћен је 

MRS агар у случају L. rhamnosus, односно сладни агар у случају S. cerevisiae. Узорци у Петри 

шољама су преливени једним слојем истопљеног MRS агара или сладног бујона. Након 

очвршћавања првог слоја подлоге, Петри шоље су преливене новим слојем MRS агара, како би 

се обезбедили микроаерофилни услови за раст бактерија, док Петри шоље са квасцем нису 

преливане другим слојем сладног агара. Петри шоље су затим инкубиране у статичним 

условима, у термостату на 37 °C током 24 h. Број израслих колонија је одређиван бројањем, а 

укупан број живих ћелија у 1 mL ферментационог медијума добијен је множењем укупног 

броја колонија израслих на Петри шољи са одговарајућим разблажењем. Поступак одређивања 

броја живих ћелија схематски је приказан на слици 3.22. 

 
Слика 3.22. Одређивање броја живих ћелија Коховом методом 

3.8.2. Алкохолна ферментација 

 Искоришћење третиране биомасе као супстрата за производњу биоетанола анализирано 

је ферментацијом хидролизата третиране биомасе помоћу квасца S. cerevisiae var. elipsoides. 

Ферментација је извођена шаржним поступком на 30 °C током 24 h. Најпре су припремљени 

хидролизати третиране биомасе, тако што је третирана биомаса подвргнута ензимској 

хидролизи са комерцијалном смешом целулаза, хемицелулаза и -галактозидаза, Cellic CTec 2, 

према поступку описаном у одељку 3.6. Добијени хидролизат је затим обогаћен органским 

изворима азота, како би се обезбедили оптимални услови за раст квасца продуцента 

биоетанола [318]. У хидролизат је додат квашчев екстракт у концентрацији од 3 g L-1, сладни 

екстракт у концентрацији од 3 g L-1 и триптон у концентрацији од 5 g L-1. pH вредност 

припремљеног супстрата је подешена на 5,5 помоћу 30% (мас.) раствора натријум хидроксида. 

Као и у случају млечно-киселинске ферментације, стерилизација припремљених хидролизата 

је вршена филтрирањем кроз 0,22 µm филтере. Ферментација је започета инокулисањем 

супстрата преконоћном културом S. cerevisiae у концентрацији од 10% (зап.). У току 

ферментације су вршене корекције pH вредности. Процена ефикасности алкохолне 

ферментације извршена је одређивањем концентрације редукујућих шећера (одељак 3.6.2.), 

произведеног биоетанола (одељак 3.8.2.1.) и броја живих ћелија (одељак 3.8.1.2.). 
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3.8.2.1. Одређивање концентрације биоетанола 

 Концентрација биоетанола је одређивана применом HPLC анализе. У ову сврху 

коришћен је систем који је претходно описан (одељак 3.7.14.), уз примену исте колоне, како би 

се омогућило раздвајање шећера присутних у ферментационом медијуму. Аликвоти узорака 

прикупљени у жељеним временским интервалима су филтрирани кроз 0,22 µm филтер, а затим 

подвргнути анализи. Концентрација биоетанола у ферментационом медијуму је израчуната на 

основу стандардне праве конструисане за етанол различитих концентрација, а према 

једначини: 

𝑐𝐸𝑡𝑂𝐻 (𝑔 𝐿−1) =
𝑃𝐻𝑃𝐿𝐶

0,7156
∙ 𝑅                  (3.45) 

где је PHPLC површина пика хроматограма при одговарајућем ретенционом времену  

(µRIU·min), а R је разблажење узорка. 

Принос биоетанола (YEtOH) израчунат је према једначини: 

𝑌𝐸𝑡𝑂𝐻 (𝑔 биоетанола 𝑔−1 ред. шећера) =  
𝑐𝐸𝑡𝑂𝐻

𝑐𝑟𝑒𝑑,0−𝑐𝑟𝑒𝑑,24
           (3.46) 

где је cEtOH експериментално одређена концентрација биоетанола, cred,0 концентрација 

редукујућих шећера у хидролизату на почетку ферментације, а cred,24 концентрација 

редукујућих шећера у ферментационом медијуму након ферментације. 

3.8.3. Анаеробна дигестија  

3.8.3.1. Биохемијски потенцијал метана 

 Искоришћење третиране биомасе као супстрата за производњу биогаса у процесу 

анаеробне дигестије анализирано је применом аутоматизованог система за тестирање 

потенцијала за производњу метана, AMPTS II (енгл. Automatic Methane Potential Test System). 

Биохемијски потенцијал метана (енгл. Biochemical Methane Potential, BMP) је тестиран током 

30 дана. На овај начин одређена је прелиминарна биоразградивост третиране биомасе у 

лабораторијским условима применом стандардизоване методе, те је могуће добијене резултате 

поредити са другим конвенционалним ВМР тестовима. Предност примене AMPTS II система 

у односу на конвенционалне анаеробне дигесторе се огледа у мањој количини узорка потребној 

за инокулисање, једноставном начину покретања анаеробне дигестије, краћој дужини трајања 

процеса, аутоматизованом детектовању произведене запремине гаса, као и могућности 

праћења остварених резултата у сваком тренутку током извођења процеса [319]. 

 AMPTS II систем се састоји из три јединице – јединице за инкубацију узорака (А), 

јединице за апсорпцију угљеник (IV) оксида (Б) и јединице за мерење запремине произведеног 

гаса (В), приказаних на слици 3.23.  

 

Слика 3.23. Аутоматизовани систем за тестирање потенцијала за производњу метана  

(AMPTS II) 
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Јединица А се састоји из 15 стаклених ферментора опремљених ротирајућим 

мешалицама, како би се обезбедило униформно мешање инокулисаних узорака. Укупна 

запремина ферментора износи 500 mL, при чему се у ферменторе додаје до 400 mL 

инокулисаног узорка, а преостала запремина се оставља слободна за производњу гаса. 

Ферментори су смештени у воденом купатилу и осигурани пластичним прстеном којим се 

потпомаже одржавање температуре унутар воденог купатила константном (37 °C). Јединица Б 

се састоји из комплементарних 15 стаклених боца запремине 100 mL, у којима се налази 3 М 

раствор натријум хидроксида са 0,4% раствором тимолфталеина у апсолутном етанолу као рН 

индикатора. Ова јединица служи за апсорпцију фракција киселих гасова, попут CO2 и H2S, 

чиме се обезбеђује да само биометан прође до јединице В, односно да се као крајњи резултат 

добије специфична производња биометана. Ову јединицу чини уређај за мерење запремине 

произведеног биометана и састоји се из резервоара за воду са ћелијама за мерење протока 

биометана. Осим тога, у овој јединици је интегрисана и процесорска јединица за управљање 

процесом и прикупљање података. 

 За испитивање могућности производње биогаса кроз процес анаеробне дигестије 

коришћене су фракције биомасе богате целулозом које заостају након третмана. Сви тестови 

су вршени у трипликату, при чему је у једној шаржи тестирано пет различитих узорака: 1 – 

инокулум (негативна контрола), како би се елиминисао принос биогаса који потиче од самог 

инокулума, 2 – целулоза (позитивна контрола),  како би се испитала активност коришћеног 

инокулума, 3 – сирова биомаса, како би се утврдио утицај примењених третмана на повећање 

ефикасности производње биогаса, 4 – биомаса третирана комбинованим нетермална 

плазма/алкалним третманом и 5 – биомаса третирана комбинованим нетермална 

плазма/природне дубоке еутектичке смеше третманом. Однос инокулума и супстрата је 

износио 4:1 (g:g), а одговарајуће количине су добијене прерачунавањем на основу садржаја 

испарљивих чврстих материја у инокулуму и супстрату (одељак 3.7.7.). Анаеробни услови у 

реакторима су обезбеђени пропуштањем хелијума кроз сваки реактор. Тест је трајао 30 дана, а 

мезофилни услови су обезбеђени одржавањем температуре воденог купатила на 37 °C. 

 Биохемијски потенцијал метана је изражен као запремина биометана која је 

произведена по граму испарљивих чврстих материја супстрата додатих у реактор. Међутим, 

укупна запремина произведеног биометана коригована је за количину биометана која потиче 

од инокулума, те је BMP за сваки од тестираних супстрата добијен према једначини [320]: 

𝐵𝑀𝑃 (𝑚𝐿 𝐶𝐻4 𝑔−1 𝑉𝑆) =
𝑉𝑆−𝑉𝐼

𝑚𝑉𝑆,𝑠𝑆
               (3.47) 

где је VS акумулирана запремина биометана произведеног у ферментору који је садржао 

супстрат и инокулум (mL), VI  је запремина биометана произведеног у ферментору који је 

садржао само инокулум (mL), а mVS,sЅ је количина органског материјала у супстрату која је 

подвргнута тестирању (g). 

3.8.3.2. Теоријски биохемијски потенцијал метана и индекс биодеградабилности 

Теоријски биохемијски потенцијал метана (енгл. Theoretical Biomethane Potential, 

TBMP) представља максимални принос биометана који се може произвести по граму 

испарљивих чврстих материја супстрата при тоталној дигестији органске материје супстрата. 

Buswell и Mueller су развили стохиометријску једначину којом се овај потенцијал може 

предвидети (једначина 3.46). Вредност TBMP је прерачуната на основу садржаја основних 

елемената присутних у биомаси, добијеног према протоколу описаном у одељку 3.7.8., а према 

једначини 3.47 [318]:  
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где n, a, , и c представљају број молова C, H, O и N, респективно, а добијени су дељењем 

масеног удела сваког од елемената са одговарајућом моларном масом (g mol-1), док 22 400 

представља молску запремину при стандардној температури и притиску (mL mol-1). 

 Приликом израчунавања TBMP претпоставља се да је дошло до потпуне дигестије, 

односно да је сва органска материја разграђена. Међутим, у пракси то није могуће, нарочито 

када се користе комплексни хетерогени супстрати, попут лигноцелулозе. Лигнин има највећи 

утицај на биодеградабилност биомасе, те његово присуство у супстрату смањује реално 

остварени принос биометана у односу на TBMP. На основу разлике у теоријском и оствареном 

приносу биометана, може се одредити индекс биодеградабилности (енгл. Biodegradability 

Index, BDI), који је израчунат према једначини: 

𝐵𝐷𝐼 (%) =
𝐵𝑀𝑃

𝑇𝐵𝑀𝑃
· 100                (3.50) 

где је BMP остварени принос биометана након 30 дана, а TBMP је теоријски принос биометана, 

израчунат применом једначине 3.47. 

3.9. Статистичка обрада експерименталних резултата 

Сви третмани биомасе и њена даља карактеризација су извођени у дупликату, док је 

валоризација одабраних фракција вршена у трипликату. Резултати су приказани у облику 

средња вредност ± стандардна девијација. OriginPro® 9.0 софтвер (Northampton, САД) је 

коришћен за статистичку обраду експерименталних резултата. Како би се проценио 

статистички значај добијених резултата, коришћени су  анализа варијансе (енгл. one-way 

ANalysis Of VAriance, ANOVA) и Tukey тест, при чему су се резултати статистички значајно 

разликовали уколико је P вредност била мања од 0,05 (P < 0,05). Узорци код којих је уочена 

статистички значајна разлика обележени су различитим словима, док су узорци који се нису 

значајно разликовали били обележени истим словом. 

Minitab® 18 статистички софтвер (Pittsburgh, САД) је коришћен за дизајнирање 

експеримената комбинованог нетермална плазма/природне дубоке еутектичке смеше третмана 

помоћу Тагучијевог ортогоналног низа. Утицај различитих фактора на ефикасност третмана је 

процењен извођењем једноструке ANOVA анализе са нивоом поузданости од 95%. Допринос 

(C) сваког од фактора смањењу варијансе израчунат је према једначини:  

𝐶𝑖 (%) =
𝑆𝑆𝑖

′

𝑆𝑒𝑞𝑆𝑆𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
                       (3.51) 

где је SS’
i је сума квадрата за фактор i, а SeqSSTotal је укупна узастопна сума квадрата.  

3.10. Процена економских и еколошких аспеката примењених третмана 

Приликом развијања третмана за делигнификацију лигноцелулозне биомасе, неопходно 

је узети у обзир одрживост третмана. Као главни показатељи одрживости користе се техно-

економска анализа и анализа животног циклуса, тзв. LCA (енгл. Life Cycle Assesment). Ови 

алати се заснивају на испитивању економске исплативости, еколошког и социјалног аспекта 

примењених третмана [321,322]. Спровођење ових анализа је нарочито важно приликом 

скалирања процеса на ниво пилот постројења или на индустријски ниво. Како је главни циљ 

ове дисертације био развој и оптимизација третмана на лабораторијском нивоу, поменуте 

анализе нису вршене. Процена економских и еколошких аспеката третмана развијених у 

оквиру ове дисертације је вршена на основу енергије коју је потребно уложити за извођење 

третмана, реагенаса који су коришћени у третману и самих карактеристика третмана. Додатно, 

након скалирања третмана кукурузне стабљике природним дубоким еутектичким смешама у 

плазма реактору, овај третман је одабран као модел за процену енергетске ефикасности 

производње биогаса. Биомаса третирана еутектичком смешом у плазма реактору подвргнута је 

анаеробној дигестији на начин описан у одељку 3.8.3.1., након чега је уследила анализа 

енергетске ефикасности процеса.
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4. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА 

4.1. Карактеризација кукурузне стабљике 

 Као модел супстрат за испитивање утицаја нетермалне плазме у третману 

пољопривредних остатака и биотехнолошкој валоризацији одабрана је кукурузна стабљика. 

Кукуруз, као једна од најзаступљенијих ратарских култура, има велики економски значај, а 

количине заостале биомасе, пре свега стабљике и окласка, чине је веома доступном и погодном 

за развој нових биорафинеријских поступака. Удео G-јединице у лигнину кукурузне стабљике 

је већи у односу на удео Ѕ-јединице, што je чини мање отпорном на дејство примењених 

третмана [323]. У експерименталном раду у оквиру ове дисертације коришћена је кукурузна 

стабљика са два локалитета и од различитих хибрида, како би се испитала могућност ефикасне 

валоризације овог модел супстрата и у случају различитог хемијског састава. Приликом 

развијања и оптимизације третмана лигноцелулозне биомасе, пожељно је да третман буде 

применљив на супстратима чији састав може варирати у зависности од доступности, уз 

минималне губитке ефикасности. У зависности од потреба анализа за карактеризацију, 

биомаса је припремљена на начине описане у одељку 3.3. Изглед попречног пресека и 

самлевене кукурузне стабљике пре примене третмана приказани су на слици 4.1. 

 
Слика 4.1. Изглед попречног пресека (лево) и самлевене кукурузне стабљике (десно) 

 Карактеризација узорака кукурузне стабљике са два локалитета, означених као узорак 

1 и узорак 2, вршена је применом различитих метода. Одређен је садржај влакана методом по 

Van Soest-у, садржај лигнина и структурних угљених хидрата применом тзв. NREL протокола, 

садржај лигнина растворљивог у ацетил бромиду, садржај укупних и испарљивих чврстих 

материја, влаге и пепела, садржај основних елемената, као и бруто и нето садржај топлотне 

енергије. Добијени резултати приказани су у табели 4.1. Разлике у садржају појединих 

компоненти у узорку 1, односно узорку 2, последица су различитог порекла стабљике, 

различите старости биомасе, као и различитих делова стабљике. Наиме, делови стабљике који 

су ближи корену биљке су знатно већег пречника од делова стабљике при врху биљке. Да би 

обезбедили добру потпору биљци, делови стабљике ближи корену имају дебљу и чвршћу кору 

од стабљике при врху, а самим тим и већи удео лигнина. Осим тога, ови делови су заступљенији 

у већој мери и када је реч о самој количини стабљике која заостаје након жетве. Садржај 

укупних чврстих материја (TS) је готово исти у оба узорка. Такође, садржај неутралних и 

киселих детергентских влакана одређених методом по Van Soest-у је упоредив у оба узорка. 

Међутим, садржај целулозе и лигнина се значајно разликују у анализираним узорцима. Узорак 

2 карактерише већи садржај целулозе (51,0%) у односу на узорак 1 (36,0%), док је садржај 

лигнина у овом узорку очекивано нижи (7,3%) у односу на садржај лигнина у узорку 1 (20,4%). 

Осим разлике у локалитету и хибриду, разлици у садржају основних компоненти у стабљици 

може значајно допринети и начин чувања стабљике након жетве. Уколико се стабљика не чува 

на адекватан начин, може доћи до повећаног раста микроорганизама који се хране шећерима 

присутним у стабљици. Међутим, тешко је обезбедити контролисане услове чувања великих 

количина стабљике, што често доводи до делимичне разградње шећера и губитка квалитета.
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Развој адекватних биорафинеријских поступака који ће бити подједнако ефикасни на биомаси 

мешовитог састава би значајно унапредио управљање овом пољопривредном биомасом и 

смањио емисије услед неадекватног разлагања. 

Табела 4.1. Својства нетретиране кукурузне стабљике 

Својство Узорак 1 Узорак 2 

NDF, % 83,3 ± 1,6 85,9 ± 0,3 

ADF, % 56,4 ± 2,4 58,2 ± 0,1 

ADL, % 20,4 ± 5,3 7,3 ± 0,2 

Целулоза, % 36,0 ± 3,0 51,0 ± 0,1 

Хемицелулоза, % 26,9 ± 0,8 29,5 ± 0,1 

Глукан, % 39,6 ± 1,0 49,6 ± 0,6 

Ксилан, % 25,9 ± 0,4 25,6 ± 0,4 

Лигнин, % 29,6 ± 0,9 20,6 ± 0,3 

ABSL, % 26,0 ± 2,1 36,4 ± 2,4 

TS, % 95,1 ± 0,1 95,9 ± 0,1 

VS, % 91,4 ± 0,1 90,2 ± 0,1 

Садржај пепела, % 3,8 ± 0,2 5,3 ± 0,0 

Садржај влаге, % 4,9 ± 0,1 4,1 ± 0,1 

C, % 43,7 ± 1,1 43,6 ± 0,2 

H, % 7,7 ± 0,3 7,8 ± 0,1 

N, % 0,48 ± 0,0 0,36 ± 0,0 

S, % 0,08 ± 0,0 0,04 ± 0,0 

O, % 44,4 ± 1,4 43,0 ± 0,4 

GCV, kJ g-1 17,7 ± 0,0 17,6 ± 0,0 

NCV, kJ g-1 4,1 ± 0,0 6,2 ± 0,0 
NDF – неутрална детергентска влакна; ADF – кисела детергентска влакна; ADL – лигнин нерастворљив у киселим 

детергентима; ABSL – лигнин растворљив у ацетил бромиду; TS – укупне чврсте материје; VS – испарљиве чврсте 

материје; GCV – бруто садржај енергије; NCV – нето садржај енергије. 

 

Разлике у садржају лигнина у истом узорку, приказане у табели 4.1, резултат су 

различитих механизама за одређивање поменуте компоненте применом различитих метода. 

Конкретно, садржај лигнина одређиван је применом три различите методе – методом по Van 

Soest-у, применом NREL протокола и методом са ацетил бромидом. Методом по Van Soest-у 

одређује се садржај лигнина нерастворљивог у киселим детергентима, док се применом NREL 

протокола добија укупан садржај лигнина, нерастворљивог и растворљивог у сумпорној 

киселини. Са друге стране, садржај лигнина означен као ABSL заснива се на растворљивости 

лигнина у 25% раствору ацетил бромида. Лигнин као веома сложени хетерополимер показује 

различити степен реактивности и растворљивости у сва три поменута растварача, што доводи 

до разлике у његовом садржају одређеном на три различита начина. Овај проблем је препознат 

и спроведене су бројне студије које су вршиле упоредну анализу различитих метода за 

одређивање садржаја лигнина [324–327]. Метода заснована на примени ацетил бромида је брза, 

једноставна и захтева значајно мање количине узорка за анализу. Осим тога, током извођења 

методе са ацетил бромидом су примећени најмањи губици лигнина [325]. Циљ ове дисертације 

је био развијање третмана који ће примарно уклањати лигнин из кукурузне стабљике, те је 

било неопходно определити се за краћу и једноставнију методу за праћење промена у садржају 

лигнина. Стога је ова метода одабрана за процену делигнификације третиране биомасе у даљем 

експерименталном раду. Разлике у садржају исте компоненте одређеном применом различитих 

метода уочене су и код структурних угљених хидрата, али су оне мање у односу на лигнин. 

У циљу што ефикаснијег фракционисања биомасе, морфолошке карактеристике могу 

имати важну улогу током физичко-хемијских третмана који се испитују у овој дисертацији. 

Морфолошке карактеристике су посматране на попречном пресеку кукурузне стабљике, 
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применом светлосног микроскопа при различитим увећањима, методом диференцијалног 

бојења са сафранином и Astra blue™, описаном у одељку 3.6.10. Постоји неколико могућности 

интеракције плазме и лигноцелулозне биомасе: 1) директан третман лигноцелулозне биомасе 

плазмом, 2) третман воде или другог воденог медијума плазмом, уз касније додавање биомасе, 

и 3) in situ третман плазмом биомасе у воденом или другом медијуму. У овој дисертацији, 

најпре је испитана директна интеракција нетермалне плазме са биомасом. Попречни пресеци 

стабљике су третирани директно нетермалном плазма иглом у трајању од 20 ѕ. Потом су 

подвргнути диференцијалном бојењу и посматрани под светлосним микроскопом, при 

различитим увећањима. Изглед спроводних снопића и паренхима кукурузне стабљике пре и 

након третмана нетермалном плазмом приказани су на слици 4.2. 

 
Слика 4.2. Нетретирана кукурузна стабљика (А, Б) и стабљика третирана нетермалном 

плазмом током 20 s (В, Г) након диференцијалног бојења, увећани 20 пута 

Применом диференцијалног бојења омогућено је јасно уочавање црвених зона, које 

представљају лигнинску фракцију, и плавих зона, које представљају целулозну фракцију. 

Црвене зоне су заступљеније у зони спроводних снопића и коре стабљике (ивице попречног 

пресека стабљике), које су доминантно изграђене од лигнина. Плаве зоне су заступљеније у 

паренхимском делу стабљике. Применом третмана нетермалном плазмом нису уочене значајне 

промене у морфологији зоне спроводних снопића, односно доминантно лигнинског дела 

(слика 4.2., А и В), док су промене у морфологији зоне паренхима, односно целулозом богатог 

дела (слика 4.2., Б и Г) јасно изражене. Црвене зоне које су присутне у паренхиму третиране 

кукурузне стабљике највероватније су последица физичког оштећења паренхимских ћелија, 

услед директне изложености узорка плазми, што је довело до јаснијег уочавања лигнина и 

његове доступности боји. Такође, потврђено је и да директан третман нетермалном плазмом 

доводи до оштећења, односно кидања узорка. Разарање ћелија је највеће на месту које се 

налазило непосредно испод плазма игле, док уочени ефекти опадају радијално од централног 

места третмана нетермалном плазмом. На слици 4.3. приказано је оштећење и промена 

структуре и морфологије узорка изазваног третманом нетермалном плазмом. 
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Слика 4.3. Нарушавање структуре узорка изазвано третманом нетермалном плазмом у 

трајању од 20 s, увећано 20 пута 

 Поред директног третмана суве биомасе нетермалном плазмом, могуће је користити и 

различите уделе воде и биомасе током третмана. Како је најпогоднији медијум за извођење 

биотехнолошких трансформација вода, најпре је испитана интеракција нетермалне плазме са 

водом и плазма активирана вода је хемијски окарактерисана. Потом су тестирани и различити 

хидромодули током третмана биомасе, у циљу што ефикаснијег фракционисања и 

искоришћења. 

4.2. Хемијска карактеризација плазма активиране воде 

 Карактеризација плазма активиране воде је извршена у циљу испитивања могућности 

употребе нетермалне плазма игле као извора кисеоничних и азотних реактивних врста са водом 

као медијумом за интеракцију у третману лигноцелулозне биомасе. Ове врсте имају 

способност да разграде комплексну структуру лигноцелулозне биомасе самостално и у 

комбинацији са ензимима.  

Вода је активирана применом нетермалне плазме у временским интервалима различите 

дужине. Дестилована вода је третирана 0,5 min (PAW 0,5’), 1 min (PAW 1’), 3 min (PAW 3’), 5 

min (PAW 5’), 10 min (PAW 10’), 20 min (PAW 20’), 30 min (PAW 30’), 60 min (PAW 60’) и 90 min 

(PAW 90’). Након третмана, у плазма активираној води је одређена концентрација насталог 

водоник пероксида и NO2
- и NO3

- јона, као представника кисеоничних и азотних реактивних 

врста, као и pH вредност. Исти параметри су испитивани и након једног и 24 h, како би се 

утврдила њихова стабилност. Профил концентрације водоник пероксида и pH вредности 

плазма активиране воде, као и њихова стабилност током чувања на собној температури 

приказани су на слици 4.4. 

 
Слика 4.4. Стабилност насталог водоник пероксида и рН вредности плазма активиране воде 

при различитим дужинама третмана (0,5 до 90 min) 
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 Третманом воде нетермалном плазмом настају бројне реактивне кисеоничне и азотне 

врсте које, заједно са рН вредношћу, представљају јединствене карактеристике плазма 

активиране воде и одређују могућност и ширину њене примене. Током овог третмана долази 

до ацидификације, тј. закишељавања воде, при чему рН вредност опада од почетних 7,0 у 

нетретираној води све до 2,5 у води третираној током 90 min. Највећи пад pH вредности се 

уочава већ при самом контакту воде са нетермалном плазмом. Након излагања воде 

нетермалној плазми у трајању од свега 30 ѕ (PAW 0,5’) вредност pH је опала за чак две и по 

јединице. Продужавањем третмана плазмом pH вредност је опадала знатно мањом брзином. 

Употребом аргона као доводног гаса настају мање количине азотних врста, које као јаке 

киселине имају значајан утицај на pH вредност [328]. Стога се pH вредност PAW може лакше 

контролисати применом аргона, што је нарочито важно када је циљ очувати угљено-хидратну 

компоненту третиране биомасе. Концентрација водоник пероксида расте са продужавањем 

третмана нетермалном плазмом, а настали водоник пероксид остаје стабилан и по престанку 

третмана. Водоник пероксид је једно од најјачих оксидо-редукционих средстава, а његова 

концентрација је директно пропорционална редокс потенцијалу PAW [329]. Захваљујући 

стабилности насталог водоник пероксида у PAW, одабиром одговарајуће дужине третмана 

плазмом може се добити PAW дефинисане оксидо-редукционе моћи за даљу примену у 

третману лигноцелулозне биомасе. 

 Концентрација и стабилност реактивних азотних врста насталих током третмана 

плазмом зависила је од дужине трајања третмана и приказана је у табели 4.2.  

Табела 4.2. Стабилност јона нитрита и нитрата насталих у плазма активираној води при 

различитим дужинама третмана  (0,5 min до 90 min) 

Узорак 

Након третмана Након 1 h Након 24 h 

cNO2
-, 

mg L-1 

cNO3
-, 

mg L-1 

cNO2
-, 

mg L-1 

cNO3
-, 

mg L-1 

cNO2
-, 

mg L-1 

cNO3
-, 

mg L-1 

PAW 0,5’ 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 

PAW 1’ 1,0 10,0 1,0 10,0 1,0 0,0 

PAW 3’ 1,0 25,0 1,0 25,0 1,0 10,0 

PAW 5’ 5,0 25,0 1,0 25,0 0,0 10,0 

PAW 10’ 1,0 25,0 1,0 25,0 0,0 10,0 

PAW 20’ 1,0 25,0 0,0 25,0 0,0 25,0 

PAW 30’ 0,0 50,0 0,0 50,0 0,0 50,0 

PAW 60’ 0,0 250,0 0,0 250,0 0,0 250,0 

PAW 90’ 0,0 250,0 0,0 250,0 0,0 250,0 

При краћим третманима (0,5 min до 10 min), јони нитрита и нитрата су остајали присутни у 

истој концентрацији и 1 h након третмана. Јони нитрита су остали стабилни након 24 h само у 

случају PAW 0,5’, PAW 1’ и PAW 3’. Иако спадају у хемијски стабилне врсте (табела 2.6.), 

смањење концентрације јона нитрита у PAW током чувања воде активиране применом плазма 

игле и хибридног плазма реактора, уз аргон као доводни гас приметили су и Чобановић и сар. 

(2023) [330]. Активирањем воде плазмом у интервалима дужим од 20 min примећено је 

присуство јона нитрата у значајно већим концентрацијама, док јони нитрита нису били 

присутни у PAW ни непосредно након третмана. У кратким и третманима средње дужине 

концентрација јона нитрата је опала након 24 h од третмана, док је у дужим временским 

интервалима, од 20 min до 90 min, њихова концентрација остала непромењена чак и након 24 

h. Присуство јона нитрита у траговима, као и мале концентрације присутних јона нитрата су 

очекивани. Генерисање виших концентрација реактивних азотних врста својствено је плазми 

која настаје са ваздухом као доводним гасом и крећу се у концентрацији и до 4 mM након 40-

минутног третмана, док је овај ефекат мање изражен при коришћењу племенитих гасова, попут 

аргона [328].  
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Како би се утврдила концентрација хидроксил радикала, као једне од најважнијих 

реактивних врста одговорних за делигнификацију, раствор терефталне киселине је третиран 

нетермалном плазмом у трајању од 0,5 min (ТА 0,5'), 1 min (ТА 1'), 3 min (ТА 3'), 5 min (ТА 5') и 

10 min (ТА 10'). На овај начин омогућено је тзв. „хватање“ хидроксил радикала, чија је дужина 

полуживота око 10-9 s (табела 2.6), а затим и одређивање концентрације насталог радикала 

спектрофлуорометријском методом описаном у одељку 3.4.3. Као и у случају водоник 

пероксида и јона нитрата, концентрација насталог хидроксил радикала расте са продужавањем 

третмана нетермалном плазмом. Профил концентрација хидроксил радикала насталог при 

различитим дужинама третмана терефталне киселине нетермалном плазмом приказан је на 

слици 4.5. 

 
Слика 4.5. Концентрација хидроксил радикала након третмана терефталне киселине 

нетермалном плазмом при различитим дужинама третмана (0,5 до 10 min) 

 Исти плазма активирани раствори терефталне киселине су анализирани и након четири 

дана. Концентрација хидроксил радикала у њима је остала готово непромењена. Међутим, 

стабилност у овим растворима показује радикал који је претходно „ухваћен“ и „заробљен“ у 

облику 2-хидрокси-терефталне киселине. У реалном воденом систему би ова краткоживећа 

врста веома брзо прореаговала.  

Иако се PAW показала као хемијски стабилна, њеном применом није уочена значајна 

делигнификација третиране биомасе. Двадесетчетворочасовним излагањем биомасе PAW 

добијене активирањем током 30 min уклоњено је свега 12,7% лигнина. Да би се постигла 

ефикасна делигнификација, неопходно је обезбедити континуалну суплементацију хидроксил 

радикалом кроз третмане супстрата нетермалном плазмом у дужим временским интервалима. 

Стога је испитана могућност in situ уклањања лигнина из кукурузне стабљике у воденом 

медијуму, уз континуално стварање нових количина реактивних врста које разграђују 

лигноцелулозну структуру. 

4.3. Комбиновани нетермална плазма/вода третман 

 Комбиновани нетермална плазма/вода третман примењен је како би се испитала 

могућност употребе воде као зеленог растварача и реактивних врста насталих током третмана 

нетермалном плазмом, без додатка других хемијских једињења. Најпре је извршено 

испитивање могућности употребе различитих хидромодула приликом припреме суспензија за 

третман нетермалном плазмом. Суспензије су припремане мешањем млевене биомасе са 

дестилованом водом у односима 1:15, 1:20 и 1:30 (g:mL). Умешавањем млевене биомасе са 

водом при односу 1:10 није било могуће обезбедити да целокупна биомаса буде потопљена у 

воду, чиме се онемогућава ефикасан пренос масе по читавој запремини третиране суспензије. 

Такође, третирање суве, тј. непотопљене биомасе нетермалном плазмом би довело до 
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нехомогеног третмана и механичког разарања, што онемогућава даље искоришћење. 

Хидромодули већи од 1:30 даље нису разматрани узевши у обзир еколошки и економски аспект. 

Критеријум за одабир најбољег хидромодула је био најмањи садржај резидуалног лигнина у 

узорцима након 30-минутног третмана нетермалном плазмом. Садржај резидуалног лигнина у 

третираним узорцима, при хидромодулима 1:15, 1:20 и 1:30, износио је 27,9% ± 1,2%, 21,3% ± 

1,2% и 27,8% ± 0,2%, респективно, те је хидромодул 1:20 задржан за све наредне експерименте. 

Након утврђивања оптималног хидромодула, третман је извршен и при различитим 

дужинама третмана, како би се испитао утицај на делигнификацију биомасе. Узорци су 

третирани 30 min (H2O 30’), 60 min (H2O 60’), односно 90 min (H2O 90’). Остварени степен 

делигнификације након поменутих третмана приказан је на слици 4.6.  

 
Слика 4.6. Степен делигнификације биомасе третиране комбинованим нетермална 

плазма/вода третманом током 30 min (H2O 30'), 60 min (H2O 60') и 90 min (H2O 90') 

Највиши степен делигнификације од 48,5% ± 4,9% постигнут је након третмана 

нетермалном плазмом у трајању од 60 min, при чему додатно продужавање третмана до 90 min 

није довело до уклањања веће количине лигнина. Повећање ефикасности третмана 

продужавањем његовог трајања може се уочити након примене нетермалне плазме током 

неколико часова. Наиме, Wright и сар. (2018) су приметили повећање ефикасности третмана 

кинеског шаша (мискантуса) у воденој средини применом нетермалног DBD плазма реактора 

тек након 4 h [205]. Третманом пшеничне стабљике, која је по саставу слична кукурузној 

стабљици, у нетермалном DBD плазма реактору током 60 min уклоњено је око 22,4% лигнина, 

док је након 7-часовног третмана степен делигнификације износио чак 74,5% [199]. Међутим, 

у циљу развоја енергетски и економски повољнијих процеса у односу на постојеће, 

продужавање третмана нетермалном плазмом дуже од 90 min у овој дисертацији није било 

разматрано.  

 Третирана биомаса је даље подвргнута ензимској хидролизи током 48 h, како би се 

испитала могућност примене комбинованог третмана нетермална плазма/вода за повећање 

доступности угљено-хидратне компоненте хидролитичким ензимима. Приноси хексоза, 

изражених на глукозу, и пентоза, изражених на ксилозу, приказани су на слици 4.7. 
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Слика 4.7. Принос шећера након 48-часовне хидролизе сирове биомасе и биомасе третиране 

комбинованим нетермална плазма/вода третманом током 30 min (H2O 30'), 60 min (H2O 60') и 

90 min (H2O 90') 

 Примењени третмани нису довели до значајног повећања приноса шећера након 48-

часовне хидролизе у односу на сирову биомасу, чак ни у узорку у ком је постигнута највећа 

делигнификација. Узрок недовољно ефикасне ензимске хидролизе највероватније лежи у 

структурним променама до којих је дошло током третмана. Стога је третирана биомаса 

анализирана применом FTIR и Раман спектроскопије. Добијени FTIR спектри приказани су на 

слици 4.8. 

 
Слика 4.8. FTIR спектри сирове биомасе и биомасе третиране комбинованим нетермална 

плазма/вода третманом током 30 min (H2O 30’), 60 min (H2O 60’) и 90 min (H2O 90’) 

 Применом комбинованог нетермална плазма/вода третмана при свим дужинама 

третмана дошло је до смањења интензитета и проширења пика на око 3 330 cm-1. Овај пик 

одговара вибрацијама интер- и интрамолекулских водоничних веза [331]. Када је облик овог 

пика заобљен и широк, водоничне везе су јаке. Слабљењем водоничних веза долази до 

сужавања и заоштравања пика, уз повећање његовог интензитета. Смањење интензитета 

поменутог пика у третираним узорцима указује на повећан број и јачину водоничних веза услед 
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примене нетермалне плазме. Истовремено је дошло до веће уређености кристалне структуре 

третираних узорака, што је утицало на повећање укупног индекса кристалиничности (TCI) од 

0,93 у сировој биомаси до 0,98 у третираним узорцима. Повећање кристалиничности третиране 

биомасе ограничило је дифузију макромолекула попут ензима, као и интеракцију са активним 

центром ензима, резултирајући малим приносима шећера након хидролизе. Вибрације везе у 

метил и метиленским групама целулозе се на спектру уочавају као пик на око 2 890 cm-1 [332]. 

Интензитети пикова на око 1 745 cm-1 и 1 040 cm-1, који потичу од хемицелулозе [333,334], 

смањују се применом третмана нетермалном плазмом, указујући на њену делимичну 

разградњу током третмана. Ово је нарочито изражено у узорку третираном 30 min, у коме је 

уједно и принос ксилозе након ензимске хидролизе био најмањи. До уклањања хемицелулозе 

је дошло услед кидања -гликозидних веза, што се на спектрима уочава као смањење 

интензитета пика на 898 cm-1. Сирингил јединица лигнина даје пик на око 1 320 cm-1 [335]. 

Смањење интензитета овог пика, као и пика на око 1 505 cm-1 потврђује да је део лигнина 

уклоњен током третмана. Такође, применом нетермалне плазме дошло је до смањења броја и 

интензитета пикова карактеристичних за ароматичну структуру лигнина на делу спектра од 1 

400 cm-1 до 1 650 cm-1 [336]. Сличне промене у структури третираних узорака детектоване су 

и применом Раман спектроскопије. Раман спектри сирове биомасе и третираних узорака 

приказани су на слици 4.9. 

 
Слика 4.9. Раман спектри сирове биомасе и биомасе третиране комбинованим нетермална 

плазма/вода третманом током 30 min (H2O 30’), 60 min (H2O 60’) и 90 min (H2O 90’) 

 Пикови на око 503 и 573 cm-1 потичу од нецелулозних структурних полисахарида [337]. 

Смањење интензитета ових пикова са продужавањем третмана нетермалном плазмом 

највероватније је последица разградње ових полисахарида до олиго- и моносахарида у 

присуству реактивних врста. Пикови на око 1 231 и 1 513 cm-1 односе се на присуство лигнина 

у узорцима. Интензитет ових пикова најмањи је у узорку H2O 60’, у коме је уједно постигнут 

и највећи степен делигнификације. Значајно уклањање лигнина потврђује и смањење 

интензитета пика на око 1 669 cm-1, карактеристичног за синапил и кониферил алкохол [338]. 

Деформације C-H везе у ксилану се уочавају на око 1 467 cm-1 [339]. Смањење интензитета 

овог пика указује на разградњу хемицелулозе применом нетермалне плазме, што је претходно 

потврђено и FTIR спектроскопијом.  
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 Нешто ефикаснија делигнификација лигноцелулозне биомасе применом нетермалне 

плазме у воденом медијуму остварена је третманом пивског тропа у DBD плазма реактору, где 

је након 15 min уклоњено око 36% лигнина, у присуству киселог и базног катализатора. 

Ензимском хидролизом третиране биомасе принос глукозе је повећан 2,14 пута у односу на 

сирову биомасу [12]. Наведени резултати указују на  повећање ефикасности третмана плазмом 

уз присуство једињења која ће катализовати разградњу лигноцелулозе У циљу постизања 

значајно вишег степена делигнификације и/или скраћења дужине третмана, уз минималну 

употребу штетних реагенаса разматрани су неконвенционални комбиновани третмани 

плазмом. 

4.4. Комбиновани нетермална плазма/Фентон третман 

 Разградња лигноцелулозне биомасе у природи се одиграва по механизму Фентонове 

реакције. Гљиве изазивачи белог труљења синтетишу ензиме који су одговорни за 

делигнификацију. Иако природан и веома једноставан, овај процес веома дуго траје, што 

ограничава његову примену у биорафинеријским поступцима. У оквиру ове дисертације 

коришћен је Фентонов реагенс за третман биомасе, како би се испитала могућност развијања 

биомиметичког поступка делигнификације. Третман је потпомогнут нетермалном плазмом, 

чиме је омогућено in situ стварање водоник пероксида неопходног за континуално одвијање 

Фентонове реакције. Истовремено, UV зрачење које потиче од плазме имало је улогу 

катализатора процеса, без додатних финансијских улагања која развој фото-Фентон третмана 

захтева [340]. 

Могућност примене Фентоновог реагенса за делигнификацију кукурузне стабљике 

испитивана је са више аспеката. Праћен је утицај примене Фентон третмана (F) и 

комбинованог нетермална плазма/Фентон третмана, при чему је узет у обзир и редослед 

примењених третмана. Један сет узорака је најпре третиран плазмом и потом је додата со 

гвожђа у узорак (P). Други сет узорака је подразумевао додавање соли гвожђа, а затим је 

уследио третман плазмом (Fe). Утицај дужине трајања третмана је испитиван варирањем 

дужине третмана плазмом током 10 min, 20 min и 30 min (P 10’, P 20’, P 30’, односно Fe 10’, 

Fe 20’, Fe 30’). Додатно, испитан је и утицај извора и типа јона гвожђа на ефикасност третмана 

тако што су за припрему Фентоновог реагенса коришћени јони Fe2+ (као FeSO4) и јони Fe3+ (као 

FeCl3). Однос соли гвожђа и водоник пероксида из којих је Фентонов реагенс сачињен био је 

1:5, односно 1:25. Варирано је и време инкубације узорака након третмана плазмом – 24 h и 48 

h. Степен делигнификације третираних узорака остварен након 24-часовне инкубације 

приказан је на слици 4.10. 

 
Слика 4.10. Степен делигнификације биомасе третиране Фентон третманом (F) и 

комбинованим нетермална плазма/Фентон третманом уз додатак соли гвожђа пре (Fe), 

односно након третмана плазмом (P) током 10, 20 и 30 min. Шрафирани су узорци који су 

због највишег степена делигнификације одабрани као најпогоднији за даљу карактеризацију. 
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Када је Фентонов реагенс припремљен употребом FeCl3 и водоник пероксида у односу 

1:5, делигнификација није уочена у узорцима третираним само Фентоновим реагенсом (F) и 

узорцима третираним плазмом пре додавања соли гвожђа (P 10’-30’). Негативне вредности 

степена делигнификације ових узорака указују на то да је током поменутих третмана дошло до 

разградње угљено-хидратне компоненте, доводећи до привидног повећања садржаја 

резидуалног лигнина у узорцима. Када је додатак соли гвожђа претходио третману плазмом 

(Fe 10’-30'), остварена је делигнификација од 10,1% ± 3,2%, 14,1% ± 7,1%, односно 21,5% ± 

8,2% за узорке третиране 10 min, 20 min и 30 min, респективно. Међутим, када је Фентонов 

реагенс припремљен употребом исте соли и водоник пероксида у односу 1:25, 

делигнификација је примећена у свим узорцима, указујући на значај концентрације водоник 

пероксида [341]. Наиме, водоник пероксид се у присуству гвожђа може разградити до воде и 

кисеоника (једначина 2.21), што доводи до прекидања Фентон реакције. Како би се овај 

проблем превазишао, неопходно је повећати концентрацију водоник пероксида. Прекомерне 

концентрације водоник пероксида могу довести до разградње угљено-хидратне компоненте, 

што је неповољно за њену даљу валоризацију, те је неопходно вршити континуално додавање 

водоник пероксида [342], чиме се истиче значај укључивања плазме у овај третман. Осим 

олакшаног контролисања концентрације водоник пероксида, третман плазмом је допринео и 

повећању степена делигнификације третиране биомасе. Додатком гвожђа у реакциону смешу 

непосредно пре третмана плазмом Фентон реакција је већ започета. Излагањем ове смеше 

плазми поспешено је стварање реактивних врста које учествују у Фентоновој реакцији 

(једначине 2.4-2.13), што је допринело ефикаснијој разградњи биомасе. Укључивањем плазме 

у третман, степен делигнификације је порастао за 9% до 25% у односу на третман само 

Фентоновим реагенсом. Највећи степен делигнификације од 53,5% ± 8,6% постигнут је при 

најдужем излагању узорка плазми, у трајању од 30 min (Fe 30’). Позитиван утицај комбиновања 

Фентон третмана са другим третманима на делигнификацију уочили су и Wu и сар. (2022) 

[343]. Сукцесивним третманом бамбуса најпре етанолом, а потом и Фентоновим реагенсом 

довео је до уклањања око 32% лигнина, док након третмана бамбуса само Фентоновим 

реагенсом није примећена делигнификација [340]. Након утврђивања услова за уклањање 

највеће количине лигнина, испитана је и могућност повећања ефикасности продужавањем 

третмана нетермалном плазмом на 60 min. Међутим, до повећања степена делигнификације 

није дошло, највероватније услед прекомерне концентрације водоник пероксида, којом је 

спречено редуковање јона гвожђа и настанак нових концентрација хидроксил радикала [344]. 

Фентон-сличан третман отпада из производње кафе потврдио је да се значајан степен 

делигнификације може остварити и при краћим излагањима биомасе плазми [206]. У овој 

студији, Ravindran и сар. (2017) су третманом биомасе у разблаженој сумпорној киселини у 

DBD реактору, уз FeCl3 као катализатор, уклонили чак 40% лигнина за свега 6 min [206]. 

Међутим, како у поменутој студији нису извођени експерименти без третмана плазмом или у 

одсуству катализатора, остаје неразјашњено да ли су делигнификацији допринели плазма и 

елементи Фентоновог реагенса, или је сама киселина имала кључну улогу у уклањању 

лигнина.  

 Применом FeSO4 као извора јона гвожђа није уочен јасан тренд делигнификације ни 

када је Фентонов реагенс припреман у односу 1:5, ни у односу 1:25. Варирањем процесних 

параметара нису остварене статистички значајне разлике. Редослед примењених третмана није 

утицао на делигнификацију биомасе, док је Фентонов реагенс припремљен у односу 1:25 дао 

нешто боље резултате. Највиши степен делигнификације од 25,8% ± 5,8% остварен је при 20-

минутном комбинованом плазма/Фентон третману припремљеном у односу 1:25, при чему је 

со гвожђа додата пре третмана нетермалном плазмом (Fe 30’). У узорку третираном плазмом 

током 20 min, када је со гвожђа додата након третмана плазмом у односу 1:5 (P 20’) дошло је 

до разградње угљено-хидратне компоненте, уочене као привидног повећања садржаја 

резидуалног лигнина, односно негативног степена делигнификације. На основу кинетике 

Фентон реакције (једначина 2.4) и Фентон-сличне реакције (једначина 2.5) очекивано је да ће 
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FeSO4 бити бољи извор јона гвожђа, јер је константа брзине реакције са Fe2+ јонима већа од 

константе брзине реакције са Fe3+ за четири реда величине. Међутим, већа ефикасност 

третмана са FeCl3 као извором јона гвожђа највероватније потиче од јона хлорида. Како води 

порекло од електронегативног елемента, јон хлорида је нуклеофилни реагенс и уједно веома 

добар акцептор водоника, што га чини погодним за конверзију и/или разградњу 

лигноцелулозне биомасе. Ова конверзија се заснива на кидању -О-4 и 4-О-5 етарских веза 

присутних у молекулу лигнина, као и С-О веза присутних у целулози [345]. Ефикаснија 

делигнификација у присуству хлоридних јона потврђена је и након третмана пиринчане 

стабљике, било је да је реакција иницирана додатком Fe2+ или Fe3+ јона [143]. 

Продужавање  периода инкубације узорака са 24 h на 48 h није допринело ефикаснијој 

делигнификације. У свим узорцима је уочен мањи степен делигнификације у односу на 24-

часовну инкубацију. Мањи степен делигнификације је највероватније последица разградње 

угљено-хидратне компоненте. Фентон и комбиновани плазма/Фентон третмани се одигравају 

у киселој средини (pH~3). Дуже излагање угљено-хидратне компоненте киселом реагенсу при 

благо повишеној температури погодовало је хидролизи једног дела шећера, што је довело до 

привидног повећања степена делигнификације третираних узорака.  

На основу остварених резултата, узорци третирани комбинованим плазма/Фентон 

третманом, при чему је Фентонов реагенс припремљен коришћењем FeCl3 и водоник 

пероксида у односу 1:25 и со гвожђа је додата пре третмана плазмом (Fe 10’-30’), одабрани су 

као узорци у којима је третман био најефикаснији и све даље анализе су вршене на њима. 

Узорак третиран само Фентоновим реагенсом задржан је као контролни узорак. Одабрани 

узорци су подвргнути ензимској хидролизи током 48 h, како би се испитала могућност примене 

ових третмана за повећање доступности угљено-хидратне компоненте ензимима. Приноси 

хексоза, изражених на глукозу, и пентоза, изражених на ксилозу, приказани су на слици 4.11.  

 
Слика 4.11. Принос шећера након 48-часовне хидролизе сирове биомасе, биомасе третиране 

Фентон третманом (F) и комбинованим плазма/Фентон третманом током 10, 20 и 30 min     

(Fe 10’, Fe 20’, Fe 30’) 

 Смањење концентрације ксилозе у хидролизатима третиране биомасе у односу на 

сирову биомасу указује на то да је током примењених третмана дошло до разградње 

хемицелулозне фракције. Сви третмани су  били подједнако ефикасни у уклањању 

хемицелулозе, што потврђује и одсуство статистички значајних разлика у приносима ксилозе 

оствареним након хидролизе третиране биомасе. Пораст концентрације глукозе након 

примењених третмана примећен је у свим узорцима, што указује на ефикасност ових третмана 

у повећању доступности угљено-хидратне, вероватно доминантно целулозне, компоненте 

ензимима. Највећи пораст је остварен у узорку третираном комбинованим нетермална 
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плазма/Фентон третманом током 10 min, при чему је принос глукозе био 2,25 пута виши у 

односу на сирову биомасу. Остварени принос глукозе након ензимске хидролизе није у складу 

са највећим постигнутим степеном делигнификације, што указује на то да и други фактори 

утичу на хидролизу. При дужим третманима биомасе нетермалном плазмом највероватније је 

дошло до структурних промена које би могле да представљају физичку препреку ензимима. 

Такође, примењени третмани могу утицати на облик и величину пора на површини узорака, а 

самим тим и на способност ензима да кроз ове поре прође и ступи у интеракцију са супстратом. 

Иако разлике у оствареним приносима глукозе након примењених третмана нису статистички 

значајне, третирани узорци су окарактерисани са аспекта промена у текстури, морфологији и 

структури, како би се утврдио разлог неслагања степена делигнификације и приноса шећера. 

Одређивање промена у текстури третиране биомасе заснива се на примени 

порозиметрије са интрузијом живе, при чему се интрузија врши у два циклуса. Два циклуса 

интрузије су неопходна како би се утврдио допринос шупљина и интерчестичних простора 

карактеристичних за прашкасте узорке и тиме добили што поузданији резултати [346]. У првом 

циклусу жива испуњава интерчестичне просторе, да би у другом циклусу интрузије била 

утиснута само у доступне поре биомасе, односно интрачестичне просторе. Вредности 

параметара који описују текстурална својства биомасе добијених мерењем након првог и 

другог циклуса интрузије приказани су у табели 4.3. 

Табела 4.3. Текстурална својства сирове биомасе, биомасе третиране комбинованим 

плазма/вода третманом током 30 min (H2O 30’), Фентон третманом (F) и комбинованим 

плазма/Фентон третманом током 10 min, 20 min и 30 min (Fe 10’, Fe 20’, Fe 30’), одређена 

применом порозиметрије са интрузијом живе (MIP)  

Узорак Циклус 
aVtot  

(cm3 g-1) 

bSHg 

 (m
2 g-1) 

cDav  

(μm) 

dBD  

(g cm-3) 

eP  

(%) 

Биомаса 
I 1,74 11,67 9,78 0,41 71,36 

II 0,60 11,44 7,85 0,41 24,55 

H2O 30’ 
I 

II 

1,63 

0,71 

3,62 

5,17 

7,85 

7,23 

0,47 

0,47 

76,74 

33,57 

F 
I 

II 
0,64 

0,62 

11,89 

8,22 

5,05 

5,05 

0,84 

0,84 

53,90 

51,99 

Fe 10’ 
I 0,85 15,67 3,25 0,77 65,46 

II 0,61 8,46 5,81 0,77 47,04 

Fe 20’ 
I 0,86 4,47 9,00 0,71 61,14 

II 0,37 8,73 5,05 0,71 26,20 

Fe 30’ 
I 1,50 14,59 9,78 0,51 76,37 

II 1,03 8,08 9,78 0,51 52,63 
a Укупна специфична запремина пора одређена на притиску од 200 MPa; b Специфична површина пора; c Просечни пречник 

пора;  d Стварна густина пора на атмосферском притиску; e Порозност. 

Разлике у вредностима мерења након првог, односно другог циклуса, потичу од 

интерчестичних простора. Стварне вредности наведених параметара за сваки од узорака 

налазе се између две измерене вредности, али ближе вредностима након другог циклуса 

интрузије. Сличније вредности у мерењима након првог и другог циклуса интрузије указују на 

већу стабилност пора. Највеће разлике између два циклуса су запажене у вредностима укупне 

специфичне запремине пора и порозности како сирове, тако и третиране биомасе. Највеће 

одступање примећено је у сировој биомаси (65,5%), док су вредности након оба циклуса 

интрузије биле најприближније у узорку третираном само Фентоновим реагенсом (3,1%). Када 

је реч о узорцима третираним комбинованим нетермална плазма/Фентон третманом, разлике у 

вредностима између два циклуса износиле су 28,2%, 56,8% и 31,3% за узорке третиране 10 min 

(Fe 10’), 20 min (Fe 20’) и 30 min (Fe 30’), респективно. Међутим, поменуте разлике нису само 

последица постојања интерчестичних простора. Разликама у вредностима измерених 
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параметара доприноси и тзв. ефекат „бочице за мастило“ (енгл. ink-bottle effect), који утиче на 

поузданост одређивања величине пора. Наиме, током првог циклуса интрузије жива се 

утискује у поре услед повећања притиска. Уколико поре имају облик бочице за мастило, једном 

утиснута жива посредством повишеног притиска неће моћи да изађе из поре током 

растерећења система. Жива остаје иреверзибилно „заробљена“ у порама, чиме оне постају 

недоступне за наредни циклус интрузије, што може довести до неслагања у измереним 

вредностима након првог и другог циклуса интрузије [347]. 

Кумулативне криве живе заробљене у порама и криве расподеле величине пора сирове 

и третиране биомасе добијене порозиметријом са интрузијом живе приказане су на слици 4.12. 

На основу добијених кривих може се уочити макропорозна природа испитиваних узорака, што 

је нарочито изражено у сировој биомаси и узорцима Fe 20’ и Fe 30’, код којих су  након другог 

циклуса интрузије забележене ниже вредности пречника пора. Вредности пречника пора 

измерене након другог циклуса биле су у опсегу од 1,30 μm до 9,06 μm.  

 
Слика 4.12. Кумулативне криве живе заробљене у порама и криве расподеле величине пора 

након порозиметрије са интрузијом живе у два циклуса за сирову биомасу (А), биомасу 

третирану комбинованим плазма/вода третманом током 30 min (Б), Фентон третманом (В) и 

комбинованим плазма/Фентон третманом током 10 min (Г), 20 min (Д) и 30 min (Ђ) 

Мултимодални карактер је примећен код свих узорака, са изузетком сирове биомасе и 

узорка Fe 30’. Мултимодални карактер кривих указује на неуниформну структуру макропора 

присутних у третираној биомаси. Са друге стране, криве у случају сирове биомасе и узорка Fe 

30’ карактерише мономодални облик након оба циклуса интрузије, са величином пора 

фиксираном на 7,40 μm/5,38 μm и 7,74 μm/6,14 μm, респективно. Резултати из табеле 4.3. 

указују на то да узорак Fe 30’ одликује два пута већа порозност од сирове биомасе, нарочито 

након другог циклуса интрузије. Осим значајно веће порозности у односу на сирову биомасу, 

узорак Fe 30’ је стабилнији и распоред пора је униформнији у односу на узорке добијене након 

краћих третмана плазмом (Fe 10’ и Fe 20’), што сугерише на погодност овако третиране 

биомасе за дифузију великих органских молекула, попут ензима током ензимске хидролизе. 

Међутим, принос хексоза ослобођених након 48-часовне ензимске хидролизе био је највиши у 

узорку подвргнутом третману плазмом током само 10 min (Fe 10’), затим у узорку третираном 

20 min (Fe 20’) и на крају узорку третираном током 30 min (Fe 30’) (слика 4.11.). Ово може бити 

последица промене структуре и морфолигије површине пора са продужавањем дужине 

третмана плазмом. Осим текстуралних својстава третиране биомасе, на ефикасност ензимске 
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хидролизе утичу и промене у морфологији, као и модификације површине саме биомасе. 

Скенирајућа електронска микроскопија је коришћена за уочавање промена у морфологији 

узорка након 30-минутног плазма/Фентон третмана у односу на сирову биомасу. Добијене 

микрографије приказане су на слици 4.13. 

 
Слика 4.13. SEM микрографија сирове биомасе (А) и биомасе третиране комбинованим 

плазма/Фентон третманом током 30 min (Б) 

 Током комбинованог плазма/Фентон третмана дошло је до значајног повећања 

порозности биомасе. Истовремено су повећани и величина и број новонасталих пора. За 

разлику од сирове биомасе, распоред пора у третираној биомаси је униформнији, што је 

потврђено и применом порозиметрије са интрузијом живе. Осим порозности, на механизам 

ензимске хидролизе могу утицати и функционалне групе које се ослобађају услед кидања веза 

у присуству нетермалне плазме. Како би се утврдиле промене у структури биомасе применом 

различитих третмана, третирана биомаса је анализирана применом FTIR и Раман 

спектроскопије. FTIR спектри сирове биомасе и биомасе третиране Фентоновим реагенсом 

или комбинованим плазма/Фентон третманом приказани су на слици 4.14. 

 
Слика 4.14. FTIR спектри сирове биомасе, биомасе третиране Фентон третманом (F) и 

комбинованим плазма/Фентон третманом током 10 min (Fe 10’), 20 min (Fe 20’)                       

и 30 min (Fe 30’) 

 Промена облика и повећање интензитета пика на око 3 330 cm-1 указује да је применом 

комбинованог плазма/Фентон третмана дошло до слабљења и раскидања водоничних веза, 
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нарочито у узорку третираном 30 min. У овом узорку је вредност интензитета водоничних веза 

(HBI) најнижа и износила је 0,95, у поређењу са сировом биомасом у којој ова вредност износи 

1,01. Осим водоничних, применом третмана су ослабљене и -О-4 везе, које су 

карактеристичне за лигнин, а на спектру се уочавају као пик на око 1 505 cm-1 [348]. Изражен 

пик на око 1 040 cm-1 потиче од хемицелулозе и потврђује да је она доминантно изграђена од 

ксилана [334]. Интензитет другог пика карактеристичног за хемицелулозу на око 1 745 cm-1 

благо опада у третираним узорцима, сугеришући да је током третмана дошло до њене 

делимичне разградње [333]. Ово потврђује и принос ксилозе након ензимске хидролизе, који 

је за око 42% мањи у хидролизатима третираних узорака у односу на сирову биомасу. Пик на 

око 1 320 cm-1 односи се на сирингил јединицу лигнина, а пик на око 1 210 cm-1 се односи на 

гвајакил јединицу [335]. Пик на око 898 cm-1 потиче од β-гликозидних веза којима су међусобно 

повезане шећерне јединице [349]. Интензитет овог пика расте са продужавањем третмана 

плазмом, док је у случају третмана само Фентоновим реагенсом овај пик потпуно нестао, 

сугеришући да је током овог третмана дошло и до разградње угљено-хидратне компоненте. 

Ове промене сугеришу да је укључивањем плазме у третман ограничена разградња целулозе и 

чиме је обезбеђено остваривање и до 2,25 пута виших приноса глукозе након ензимске 

хидролизе, што је посебно важно за примену у биорафинерији. Сличан феномен уочен је и 

биомиметичким третманом пиринчане стабљике, заснованим на комбинацији Фентоновог 

реагенса и биолошког третмана помоћу Cupriavidus basilensis B-8 [350]. Ово би могло да 

објасни и већи принос глукозе након хидролизе Fe 10’ у односу на F, иако је текстура ова два 

узорка била готово идентична. Осим FTIR-а, разлике у структури третиране у односу на сирову 

биомасу испитиване су и применом Раман спектроскопије. Раман спектри сирове и третиране 

биомасе приказани су на слици 4.15.  

 
Слика 4.15. Раман спектри сирове биомасе, биомасе третиране Фентон третманом (F) и 

комбинованим плазма/Фентон третманом током 30 min (Fe 30’)  

 Присуство нецелулозних структурних полисахарида одликују пикови на око 503 cm-1  и 

573 cm-1 [337]. Значајно смањење интензитета ових пикова у F указује на то да су ови 

полисахариди разграђени током третмана биомасе Фентоновим реагенсом. Смањење 

интензитета пикова на око 1 231 cm-1 и 1 513 cm-1, који потичу од деформације прстена у 

молекулу лигнина [338], примећено је у биомаси третираној Фентоновим реагенсом, док су 

ови пикови готово нестали након комбинованог плазма/Фентон третмана, потврђујући 

делигнификацију третиране биомасе. Нешто интензивнији пикови на око 1 600 cm-1  и 1 669 
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cm-1 у третираној биомаси у односу на сирову биомасу, који потичу од вибрација ароматичног 

скелета и истезања веза у синапил и кониферил алкохолу, указују на присуство резидуалног 

лигнина и након третмана [338]. Већи интензитет пика на око 1 404 cm-1, који се односи на 

целулозу [351], у Fe 30’ у односу на F потврђује да је применом плазме спречена разградња 

целулозе, што је претходно уочено и помоћу FTIR спектроскопије. 

 Након издвајања третиране биомасе, из течне фракције која заостаје након третмана 

изоловане су лигнинска и хемицелулозна фракција, према протоколу описаном у одељку 3.5.2. 

Изоловану лигнинску фракцију карактерише јарко жута боја која потиче од гвожђа везаног за 

лигнин. Велики број -COOH група присутних у лигнину одговоран је за адсорпцију гвожђа на 

његовој површини [352]. За разлику од целулозне фракције, испирањем лигнинске фракције 

оксалном киселином није било могуће уклонити адсорбовано гвожђе, чиме је ограничена 

могућност искоришћења ове фракције. Да би лигнин могао да се користи у различитим 

козметичким и фармацеутским формулацијама, или у активним паковањима хране, потребно 

је да задовољава одређене критеријуме, укључујући органолептичка својствa [353,354]. 

Недовољна пречишћеност изоловане лингинске фракције и присуство адсорбованог гвожђа га 

сврставају у групу техничких лигнина, уз крафт лигнин. Изглед лигнинске фракције изоловане 

након комбинованог плазма/Фентон третмана и комерцијалног крафт лигнина приказан је на 

слици 4.16. 

 
Слика 4.16. Изглед комерцијалног крафт лигнина (лево) и лигнинске фракције изоловане 

након комбинованог нетермална плазма/Фентон третмана током 30 min (десно) 

Хемицелулозна фракција је окарактерисана са аспекта пречишћености од лигнина. 

Применом методе са ацетил бромидом утврђено је да је садржај резидуалног лигнина у 

изолованој хемицелулозној фракцији износио 12,4% ± 1,7%, што би могло да објасни и ниске 

приносе изоловане лигнинске фракције. Како би се уклонио лигнин из хемицелулозне 

фракције неопходно је увести нове кораке пречишћавања током раздвајања фракција. 

Међутим, како је принос ове фракције био низак, а њен садржај хетероген и несталан, даља 

карактеризација и пречишћавање нису вршени. Након третмана биомасе применом 

комбинованог плазма третмана у киселој средини, испитане су могућности третмана биомасе 

у базној средини. 

4.5. Комбиновани нетермална плазма/алкални третман 

 Алкални третман је заступљен у индустрији производње папира. Применом овог 

третмана долази до делигнификације и делимичног уклањања хемицелулозе, при pH12 

најчешће у присуству натријум хидроксида [355]. Да би се постигао висок степен 

делигнификације, овај третман се изводи на температурама вишим од 100 °C, често у трајању 

од неколико часова. У оквиру ове дисертације, третман биомасе алкалним раствором водоник 

пероксида комбинован је са нетермалном плазмом како би се испитала могућност унапређења 

конвенционалног алкалног третмана. Циљ развијања овог третмана је било постизање 

ефикасне делигнификације на умерено повишеним температурама (од 50 °C до 80 °C) и у 

краћем временском периоду, како би третман постао одрживији. Да би се утврдио допринос 
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плазме при различитим температурама, паралелно су извођени алкални (ALK 25 °C, ALK 50 °C, 

ALK 60 °C, ALK 70 °C и ALK 80 °C) и комбиновани плазма/алкални третман (ALP 25 °C, ALP 

50 °C, ALP 60 °C, ALP 70 °C и ALP 80 °C). Остварени степен делигнификације у третираним 

узорцима приказан је на слици 4.17. 

 
Слика 4.17. Степен делигнификације биомасе третиране алкалним третманом на различитим 

температурама (ALK 25 °C-80 °C) и биомасе третиране комбинованим плазма/алкалним 

третманом на различитим температурама (ALP 25 °C-80 °C). Шрафирани су узорци који су 

због највишег степена делигнификације одабрани као најпогоднији за даљу карактеризацију. 

 У свим узорцима је остварена значајна делигнификација, са уклањањем више од 60% 

лигнина. Ефикасност третмана је расла са повећањем температуре, при чему је највише 

лигнина, чак 86,0% ± 2,2%, уклоњено применом комбинованог плазма/алкалног третмана на 

80 °C (ALP 80 °C). Ефикасно уклањање лигнина резултат је одабира одговарајућег алкалног 

медијума за третман биомасе. Механизам делигнификације применом алкалног третмана 

заснива се на деполимеризацији и растварању лигнина, праћеног сапонификацијом 

интермолекулских естарских веза у молекулу хемицелулозе, што значајно доприноси њеној 

разградњи [356]. Када се за третман користи алкални раствор водоник пероксида у јако базној 

средини (pH  11,5-11,6) поспешује се стварање хидропероксил анјона (HOO-), у 

реверзибилној реакцији [357]: 

H2O2 + OH- 
 ↔ HОО- + H2O  pKα=11,6              (4.1) 

Због своје високе реактивности, овај неселективни анјон представља једну од најефикаснијих 

реактивних врста за разградњу лигноцелулозе. Деградациона моћ хидропероксил анјона може 

се повећати комбиновањем алкалног третмана са плазмом, која доприноси стварању овог 

анјона у бројним реакцијама између реактивних врста (табела 2.5.). Хидропероксил анјон, 

заједно са другим реактивним врстама насталим у третману плазмом, попут хидроксил 

радикала и водоник пероксида, омогућава ефикасну делигнификацију третиране биомасе, уз 

истовремену оксидацију лигнина [358], о чему ће бити речи касније. Детаљном претрагом 

литературе пронађена је само једна студија која је разматрала комбиновање плазме и алкалног 

третмана. Miranda и сар. (2019) су испитивали могућност употребе смеше натријум карбоната 

и натријум хидроксида, различитих pH вредности, у третману шећерне багасе плазмом [203]. 

Поменути третман је био ефикасан само при pH 12, када је уклоњено око 53% лигнина, док 

при нижим pH вредностима није дошло до делигнификације [203]. Степен делигнификације 

сличан оствареном у овој дисертацији потврђен је и применом других неконвенционалних 

третмана у алкалном медијуму. Синергистичким деловањем алкалног раствора водоник 

пероксида и накнадно примењене јонске течности уклоњено је 85% лигнина из кукурузне 

стабљике [315], док је експлозијом воденом паром, праћеном третманом стабљике натријум 
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хидроксидом остварен степен делигнификације од 72% [359]. Поменути третмани су извођени 

на умерено високим температурама (60 °C до 100 °C), али су трајали дуже од 24 h, док је 

третман развијен у овој дисертацији трајао свега 130 min. Осим дужине третмана, на 

ефикасност делигнификације се може утицати и правилним одабиром температуре. У студији 

коју су спровели Mierzejewska и сар. (2018), излагањем кукурузне стабљике алкалном раствору 

водоник пероксида 3,5 h на 50 °C, уклоњено је 69% лигнина [360]. Сличан степен 

делигнификације је потврђен и применом третмана развијеног у овој дисертацији на 50 °C 

(слика 4.17). Међутим, краткотрајно излагање узорака повишеним температурама (70 °C до    

80 °C) довело је до додатног повећања степена делигнификације, за 10% до 15%, у односу на 

третман на 50 °C. Применом плазме се може значајно  утицати на дужину и одрживост 

третмана са енергетског и економског аспекта, али су такође значајни и аспекти хемијско-

физичких карактеристика свих заосталих фракција. 

 Како је садржај лигнина био најнижи у узорцима третираним алкалним (ALК) и 

комбинованим плазма/алкалним (ALP) третманом на 70 °C, односно 80 °C, ови узорци су 

одабрани за даљу карактеризацију и валоризацију. Најпре је одређен садржај компоненти 

лигноцелулозе у сировој и третираној биомаси применом NREL протокола. Применом овог 

протокола одређује се садржај лигнина, као и шећера насталих хидролизом целулозе и 

хемицелулозе присутних у биомаси. Како су од шећера били детектовани само глукоза и 

ксилоза, садржаји ових шећера се могу користити за процену садржаја целулозе, односно 

хемицелулозе [302]. Садржај лигнина и структурних угљених хидрата приказан је на слици 

4.18. 

 
Слика 4.18. Садржај лигнина и структурних угљених хидрата у сировој биомаси, биомаси 

третираној алкалним третманом на 70 °C, односно 80 °C (ALK 70 °C и ALK 80 °C) и 

комбинованим плазма/алкалним третманом на 70°C, односно 80°C (ALP 70 °C и ALP 80 °C)  

 Након свих примењених третмана примећено је смањење садржаја хемицелулозе, које 

указује на њену делимичну разградњу током третмана. Ово потврђује и присуство 

олигосахарида и глукуронске киселине који потичу од хемицелулозе, а који су детектовани 

HPLC анализом у течној фракцији заосталој након третмана. Просечно око 57% хемицелулозе 

је уклоњено током третмана биомасе. Осим хемицелулозе, током третмана је уклоњена и 

значајна количина лигнина. Садржај лигнина растворљивог у киселинама је износио од 1,82 

до 1,89% након свих примењених третмана. Готово непромењени садржај лигнина 

растворљивог у киселинама сугерише да примењени третмани нису утицали на компоненту 

лигнина растворног у киселинама, већ су довели до промене у његовој структури и 

деполимеризације. Ово је и потврђено анализом структурних промена изолованих лигнинских 

фракција, које ће касније бити детаљно анализиране на основу FTIR спектара. Сличан феномен 
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уочили су и Yu и сар. (2010) [361]. Уклањање хемицелулозе и лигнина из биомасе резултовало 

је повећањем релативног садржаја целулозе у третираним узорцима за чак 30%. Захваљујући 

високом садржају целулозе (око 70%), очекивано је да се третирана биомаса може користити 

као супстрат у ферментационим процесима за производњу секундарних метаболита, попут 

биоетанола, млечне киселине и микробних липида који се могу користити за производњу 

биодизела [362,363], уколико се може остварити адекватна разградња доступне целулозе из 

третиране биомасе.  

 Третирана биомаса је подвргнута ензимској хидролизи током 48 h, у циљу анализе 

доступности угљено-хидратне компоненте ензимима и даљег искоришћења у биотехнолошких 

поступцима. Принос глукозе у хидролизатима, добијен применом HPLC анализе, приказан је 

на слици 4.19.  

 
Слика 4.19. Принос глукозе након 48-часовне хидролизе сирове биомасе, биомасе третиране 

алкалним третманом на 70 °C, односно 80 °C (ALK 70 °C и ALK 80 °C) и комбинованим  

плазма/алкалним третманом на 70 °C, односно 80 °C (ALP 70 °C и ALP 80 °C)  

 Након 48-часовне хидролизе третиране биомасе остварени су значајно виши приноси 

глукозе у односу на сирову биомасу. Принос глукозе у хидролизатима третираних узорака се 

кретао у опсегу од 88% до 94%, што је око 3,5 пута више од приноса глукозе у хидролизату 

сирове биомасе (26% ± 2%). Ефикасна конверзија целулозе до глукозе је остварена уз употребу 

мале концентрацијее ензима. Наиме, у експерименталном раду је ензимска хидролиза након 

прелиминарне оптимизације извођена додавањем комерцијалне ензимске смеше Cellic CTec2 

у концентрацији која одговара 6 FPU по граму биомасе. Уобичајене колнцентрације ензима које 

се додају како би се добила одговарајућа концентрација шећера за потребе производње нпр. 

етанола крећу се у опсегу од 15 FPU до 20 FPU по граму биомасе [364]. Ефикасна конверзија 

целулозе до глукозе уз утрошак мале количине ензима је посебно важна при разматрању 

скалирања процеса до индустријских размера, јер би употреба мање количине ензима значајно 

редуковала трошкове.  

 Након хемијске карактеризације и ензимске хидролизе третиране биомасе, испитане су 

и промене у морфологији, кристалиничности и структури биомасе изазване током третмана. 

Морфолошке промене третиране биомасе су анализиране применом SEM. Добијене SEM 

микрографије сирове и третиране биомасе приказане су на слици 4.20. 
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Слика 4.20. SEM микрографија сирове биомасе (А, Г, Е), биомасе третиране алкалним 

третманом на 70 °C (Б, Д, Ж) и комбинованим плазма/алкалним третманом на 70 °C (В, Ђ, З), 

при увећањима 1 000, 2 000, односно 10 000 пута 

 Површина сирове стабљике је груба и компактна, уз постојање додатних структура 

мање величине које вероватно потичу од лигнина. Ове структуре нису примећене на глаткој 

површини третираних узорака на којој се целулозна влакна много јасније уочавају. Осим 

оксидације бочних ланаца лигнина, кисеоник који настаје током алкалног третмана има 

способност да реагује са лигнином из ћелијског зида, што доводи до веће изложености 

целулозних влакана [365]. На површини сирове стабљике могу се уочити плитке поре малог 

пречника. Број и величина ових пора се значајно повећавају применом алкалног и 

комбинованог плазма/алкалног третмана, при чему је њихова величина након комбинованог 

плазма/алкалног третмана и до десет пута  већа. Површинске промене узорка након третмана 

нетермалном плазмом уочене су и на третираној шећерној багаси [204]. Иако је плазма довела 

до повећања њене порозности, на SEM микрографији шећерне багасе третиране комбинованим 

аутохидролиза/плазма третманом уочена су оштећења целулозних влакана у виду дубоких 
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усека и нарушене структуре кроз неколико слојева влакна [204]. Комбинованим 

плазма/алкалним третманом кукурузне стабљике нису уочена драстична морфолошка 

оштећења. Поре настале на површини целулозног влакна имају униформнији распоред у 

односу на сирову стабљику или стабљику третирану само алкалним третманом. Ова 

униформност може бити и последица повећане кристалиничности услед третмана, која би 

омогућила примену третиране стабљике као микрокристалне целулозе. Третирани узорци су 

подвргнути рендгенској дифракционој анализи. Добијени спектри и индекси 

кристалиничности приказани су на слици 4.21. 

 
Слика 4.21. XRD спектри и индекс кристалиничности сирове биомасе, биомасе третиране 

алкалним третманом на 70 °C, односно 80 °C (ALK 70 °C и ALK 80 °C) и комбинованим 

плазма/алкалним третманом на 70 °C, односно 80 °C (ALP 70 °C и ALP 80 °C)  

 Реактивне врсте које настају током третмана нетермалном плазмом могу утицати на 

степен полимеризације целулозе, као и на њену уређеност. Карактеристични дифракциони 

пикови на око 16,2° и 22,5° потврђују да је третирана биомаса доминантно сачињена од 

целулозе I чија се кристална решетка не може пореметити у присуству алкалног водоник 

пероксида, али ни у присуству нетермалне плазме [315]. Међутим, индекс кристалиничности 

третиране биомасе је већи у односу на сирову биомасу, са тенденцијом раста са повишењем 

температуре. Овај пораст индекса кристалиничности је највероватније последица уклањања 

аморфних делова биомасе, тј. лигнина и хемицелулозе, а важно је да је показана неометанa 

хидролиза третиране биомасе [358]. Највећи индекс кристалиничности измерен у узорку 

третираном комбинованим плазма/алкалним третманом на 80 °C (ALP 80 °C) одговара највећем 

степену делигнификације, али и најнижем садржају хемицелулозе у том узорку. Индекс 

кристалиничности од 60,5% измерен у овом узорку одговара индексу кристалиничности 

микрокристалне целулозе добијене из коре диње [366], односно биљне биомасе (лат. 

Washingtonia filifera) [367]. Захваљујући повећаној порозности и кристалиничности, целулозна 

фракција добијена комбинованим плазма/алкалним третманом на 80 °C би могла бити кандидат 

за примену у прехрамбеној и фармацеутској индустрији, као и за развијање функционалних 

биоматеријала за потребе медицине, након даљих испитивања [368,369]. Повећање 
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кристалиничности третираних узорака одразило се и на укупни индекс кристалиничности 

прерачунат на основу FTIR спектара, који је порастао од почетних 0,93 у сировој биомаси до 

0,96 у третираној биомаси. FTIR спектри сирове и третиране биомасе приказани су на слици 

4.22. 

 
Слика 4.22. FTIR спектри сирове биомасе, биомасе третиране алкалним третманом на 70 °C, 

односно 80 °C (ALK 70 °C и ALK 80 °C) и биомасе третиране комбинованим плазма/алкалним 

третманом на 70 °C, односно 80 °C (ALP 70 °C и ALP 80 °C)  

 Примењени третмани су ослабили водоничне везе у узорцима (3 330 cm-1), смањујући 

HBI вредност са 1,01 у сировој биомаси до 0,96 у свим третираним узорцима. . Осим тога, при 

наведеним условима је дошло и до кидања -О-4 веза, доминантно присутних у лигнину, као 

и до уклањања ацетил група које улазе у састав хемицелулозе. Ове промене се на спектру 

уочавају као смањење интензитета пикова на око 1 505 cm-1 и 1 745 cm-1, респективно [348,370]. 

Трагови лигнина и хемицелулозе који су и даље присутни у третираној биомаси уочавају се као 

пикови на око 1 320 cm-1, односно на око 1 040 cm-1  [334,336]. Присуство резидуалног лигнина 

и хемицелулозе потврђено је и анализом хемијског састава третираних узорака применом 

NREL протокола (слика 4.18.). Такође, повећање интензитета пика на око 898 cm-1, који је 

карактеристика -гликозидне везе, сугерише да се третирана биомаса састоји доминантно из 

шећера [349], што је потврђено анализом хемијског састава. Осим целулозе, ове везе могу 

указивати и на присуство нецелулозних структурних полисахарида, што је такође утврђено 

применом Раман спектроскопије. Раман спектри сирове биомасе и третираних узорака 

приказани су на слици 4.23. 

Присуство не-целулозних структурних полисахарида у третираној биомаси примећено 

је у узорцима третираним комбинованим плазма/алкалним третманом (ALP 70 °C и ALP 80 °C), 

као пикови на око 503 cm-1 и 573 cm-1 [337]. Делигнификација биомасе током примењених 

третмана потврђена је смањеним интензитетом пика на око 1 231 cm-1, као и значајним 

смањењем интензитета пикова на око 1 600 cm-1 и 1 634 cm-1, карактеристичних за лигнин. 

Међутим, присуство пика на око 1 513 cm-1, који потиче од истезања арил прстена, као и пика 

на око 1 669 cm-1, који потиче од истезања веза у синапил и кониферил алкохолу, указују на 

присуство мањих количина резидуалног лигнина у третираној биомаси, што је претходно 

потврђено и FTIR спектроскопијом [338]. Интензитети ових пикова у третираној биомаси су 

највећи у случају комбинованог плазма/алкалног третмана на 70 °C, сугеришући да поменути 

третман има највећи утицај на деполимеризацију лигнина, што ће касније бити потврђено и 

анализом лигнинске фракције изоловане након тог третмана. Кондензација лигнина током 
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третмана може условити заустављање каталитичке разградње лигноцелулозе, чиме се смањује 

ефикасност примењеног третмана. Такође, кондензовани лигнин је теже изоловати, а његове 

лошије физичко-хемијске карактеристике ограничавају могућности даљег искоришћења [371], 

чиме се додатно истиче значај деполимеризације лигнина током третмана.  

 
Слика 4.23. Раман спектри сирове биомасе, биомасе третиране алкалним третманом на 70 °C, 

односно 80 °C (ALK 70 °C и ALK 80 °C) и биомасе третиране комбинованим плазма/алкалним 

третманом на 70 °C, односно 80 °C (ALP 70 °C и ALP 80 °C)  

 Након карактеризације третиране биомасе, испитана је могућност примене 

успостављеног третмана на различитим сировинама. Наиме, оптимизација алкалног и 

комбинованог плазма/алкалног третмана је вршена на кукурузној стабљици означеној као 

узорак 1 (табела 4.1.). Затим је комбиновани плазма/алкални третман на 70 °C (ALP 70 °C) 

извршен при истим условима и на стабљици означеној као узорак 2. Након третмана првог 

узорка, остварени степен делигнификације је износио 75,6% ± 0,7%, док је у случају другог 

узорка уклоњено 78,9% ± 1,8% лигнина. Тиме је потврђено да је развијени третман подједнако 

ефикасан на сировинама променљивог хемијског састава, што је један од главних услова за 

укључивање третмана у биорафинеријске поступке [22]. 

 Након издвајања третиране биомасе, из течне фракције заостале након третмана 

изоловане су лигнинска и хемицелулозна фракција, према протоколу описаном у одељку 3.5.2. 

Обе фракције су анализирана применом методе са ацетил бромидом како би се проценио 

степен пречишћености лигнинске фракције, односно утврдио садржај резидуалног лигнина у 

хемицелулозној фракцији. Добијени резултати приказани су на слици 4.24. 
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Слика 4.24. Садржај лигнина у хемицелулозној и лигнинској фракцији изолованим након 

алкалног третмана на 70 °C, односно 80 °C (ALK 70 °C и ALK 80 °C) и након комбинованог 

плазма/алкалног третмана на 70 °C, односно 80 °C (ALP 70 °C и ALP 80 °C)  

 Садржај лигнина у свим изолованим лигнинским фракцијама прелазио је 50%, док је у 

свим хемицелулозним фракцијама био нижи од 10%. Тиме је потврђено да су примењени 

третмани погодни за фракционисање лигноцелулозне биомасе и добијање раздвојених 

фракција високог степена пречишћености уз веома једноставну процедуру. Применом 

предложене процедуре могуће је изоловати 33-43% хемицелулозе иницијално присутне у 

сировој биомаси. Како је од 54 до 64% хемицелулозе и даље остало везано за целулозу након 

третмана (слика 4.19.), хемицелулозна фракција је изолована уз минималне губитке. Упркос 

високом степену делигнификације, из течне фракције заостале након третмана је изоловано 

мање од 10% лигнина иницијално присутног у биомаси. Највећи део лигнина уклоњеног 

третманом је највероватније остао „заробљен“ у течној фракцији заосталој након третмана, те 

би даље требало унапредити поступак изоловања фракција у циљу остваривања виших 

приноса лигнина. Примењена ABSL анализа је показала да је алкални третман на 70°C дао 

највиши садржај лигнина у лигнинској фракцији и најнижи садржај лигнина у хемицелулозној 

фракцији. Ипак, потребно је детаљније анализирати све добијене фракције како би се утврдио 

најпогоднији третман за даљи развој биорафинеријског поступака. За разлику од лигнинске 

фракције изоловане након комбинованог плазма/Фентон третмана (слика 4.16), фракције 

лигнина изоловане након алкалног и комбинованог плазма/алкалног третмана карактерише, 

светло браон боја, што их чини погоднијим за примену и представља погоднији 

органолептички профил. Изглед изоловане лигнинске фракције у односу на комерцијални 

крафт лигнин приказан је на слици 4.25. 

 
Слика 4.25. Изглед комерцијалног крафт лигнина (лево) и лигнинске фракције изоловане 

након комбинованог плазма/алкалног третмана на 70 °C (десно) 
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 Морфологија изолованих лигнинских фракција анализирана је применом ЅЕМ-а. 

Добијени микрографи приказани су на слици 4.26. 

 
Слика 4.26. SEM микрографија лигнинске фракције изоловане након алкалног третмана  

на 70 °C (А, В) и након комбинованог плазма/алкалног третмана на 70 °C (Б, Г), при 

увећањима 5 000, 10 000, односно 20 000 пута  

 Као резултат примене алкалног и комбинованог плазма/алкалног третмана изоловане су 

микро- и наночестице лигнина. Након алкалног третмана добијене су честице неправилне 

величине и облика, које су организоване у агломерате. Међутим, применом плазме, ове честице 

попримају сферичан облик, униформнију величину и виде се као засебне честице које нису 

слепљене. Агломерација је уобичајена појава приликом синтезе наночестица лигнина у 

киселим и базним условима. Овај проблем се превазилази додавањем агенаса за умрежавање, 

попут глутаралдехида, или применом брзе, тзв. „флеш“ преципитације (енгл. flash 

precipitation), нанопреципитације или надкритичних флуида, попут угљеник (IV) оксида [372]. 

Применом нетермалне плазме се може спречити агломерација честица лигнина, при чему се 

облик и величина ових честица може контролисати подешавањем процесних параметара. Осим 

тога, плазма доводи и до оксидације лигнина, чинећи га погоднијим за примену као 

ароматичног прекурсора у производњи вештачких арома, фармацеутских производа и 

реагенаса добијених биорафинеријским поступцима [353]. Такође, оксидовани лигнин се може 

користити и за производњу материјала на бази угљеника који се користе за складиштење 

енергије [373]. Оксидација лигнина потврђена је FTIR анализом. FTIR спектри изолованих 

лигнинских фракција приказани су на слици 4.27. 
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Слика 4.27. FTIR спектри комерцијалног крафт лигнина, сирове биомасе и лигнинске 

фракције изоловане након алкалног третмана на 70 °C, односно 80 °C (ALK 70 °C и            

ALK 80 °C) и комбинованог плазма/алкалног третмана на 70 °C, односно 80 °C                   

(ALP 70 °C и ALP 80 °C) 

 Спектри свих изолованих фракција изгледају слично. У свим фракцијама примећено је 

присуство пикова на око 3 330 cm-1, 2 890 cm-1, 1 745 cm-1 и 1 040 cm-1, који потичу од целулозе 

и хемицелулозе које су остале везане за лигнин. Како је интензитет ових пикова у изолованим 

фракцијама значајно мањи у односу на сирову биомасу, лигнинске фракције садрже мале 

количине угљено-хидратне компоненте. Међутим, изоловане фракције карактерише и 

повећани број и интензитет пикова на делу спектра од 1 600 cm-1 до 1 700 cm-1  и од 1 000 cm-1 

до 1300 cm-1, који потичу од C=O веза у карбонилним групама и C-O веза у фенолима, 

алкохолима, етарским и естарским групама, респективно. Присуство ових пикова, као и 

повећање њихових интензитета, последица су стварања нових кисеоничних функционалних 

група изазваног нетермалном плазмом, односно оксидације лигнина [374]. Изоловани лигнин 

је током третмана трансформисан у једињења мање молекулске масе и јединствених хемијских 

својстава. Ово потврђују и интензивнији пикови на око 1 220 cm-1, 1 123 cm-1 и 833 cm-1, који 

потичу од сирингил јединице лигнина [359]. Деполимеризација лигнина је уочена и применом 

Раман спектроскопије. Раман спектри изолованих лигнинских фракција приказани су на слици 

4.28. 

На Раман спектру сирове лигнинске фракције уочавају се два карактеристична пика на 

1 604 cm-1 и 1 634 cm-1. Ови пикови потичу од ароматичних структура присутних у лигнину и 

веза присутних у конифериладехиду, синапилалдехиду и естрима фенола, респективно [351]. 

Ови пикови су уочени и у свим изолованим фракцијама. Значајно већи интензитет пика на око 

1 634 cm-1 у узорку ALP 70 °C потврђује да је овај третман изазвао највеће промене у структури 

лигнина. Осим тога, велики број нових пикова на делу спектра од 900 cm-1 до 1 300 cm-1 

потврђује да је у узорцима третираним нетермалном плазмом дошло до значајније 

деполимеризације и оксидације лигнина [351,375]. Ово је потврдила и PCA (енгл. Principal 

Component Analysis) спектара добијених Раман спектроскопијом [376]. Такође, потврђено је и 

присуство малих количина целулозе и хемицелулозе, као и применом FTIR спектроскопије. 

Карактеристични пикови за угљене хидрате уочавају се на око 1 104 cm-1 и 1 694 cm-1 [377].  
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Слика 4.28. Раман спектри сирове биомасе, сирове лигнинске фракције изоловане из 

стабљике (лигнин) и лигнинске фракције изоловане након алкалног третмана на 70 °C, 

односно 80 °C (ALK 70 °C и ALK 80 °C) и након комбинованог плазма/алкалног третмана на 

70 °C, односно 80 °C (ALP 70 °C и ALP 80 °C) 

Како би се утврдило како деполимеризација и оксидација лигнина утичу на његову 

биолошку активност, одређени су концентрација укупних полифенола и антиоксидативна 

активност екстраката изолованих фракција. Анализирани су екстракти лигнинских фракција у 

диметил-сулфоксиду, концентрациje 2 g L-1. Добијени резултати приказани су у табели 4.4. 

Табела 4.4. Биолошка активност изолованих лигнинских фракција 

Узорак 
GAE 

(µg mg-1) 

ABTS 

инхибиција (%) 

ABTS TE 

(mM mg-1) 

DPPH 

инхибиција (%) 

DPPH TE 

(mM mg-1) 

Крафт лигнин 181±18 25±1 1,1±0,0 53 ± 4 0,9±0,1 

ALK 70 °C 107±12 20±2 0,9±0,1 26 ± 3 0,4±0,1 

ALP 70 °C 140±20 20±1 0,9±0,0 26 ± 1 0,4±0,0 

ALK 80 °C 121±19 21±2 0,9±0,1 27 ± 2 0,5±0,1 

ALP 80 °C 120±7 19±1 0,8±0,0 25 ± 1 0,4±0,0 
ALK – алкални третман, ALP – комбиновани плазма/алкални третман, GAE – еквивалент галне киселине, TE – еквивалент Тролокса 

Екстракти изолованих лигнинских фракција су били богати полифенолима. 

Концентрације укупних полифенола у екстрактима лигнина изолованих из различитих 

лигноцелулозних сировина се крећу од 9 mg GAE g-1 до чак 303 mg GAE g-1, у зависности од 

методе изоловања и степена пречишћености [378–380], при чему су вредности веће од 200 mg 

GAE g-1 карактеристичне за лигнине изоловане из лишћа различитог порекла. Ниже 

концентрације укупних полифенола су добијене у изолованим фракцијама добијеним у 

поступцима са плазмом у односу на крафт лигнин. Садржај лигнина у изолованим фракцијама  

се кретао у опсегу од 52% до 66% (слика 4.24.), док је у случају комерцијалног крафт лигнина 

износио 94,7% ± 4,4%. Ово указује на потребу за унапређење поступка за изоловање и 

пречишћавање лигнина, али и на могућност добијања фракција богатијих полифенолима. 

Испитана је и могућност екстраховања више полифенола променом растварача. У ову сврху 

припремљени су екстракти изолованих лигнинских фракција у метанолу, при истој 

концентрацији као у случају диметил-сулфоксида. Међутим, метанол се показао као непогодан 

растварач, уз просечну концентрацију укупних полифенола од 64,2 mg GAE g-1 ± 1,0 mg GAE 
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g-1 у метанолним екстрактима [376].  Екстракти лигнина у диметил-сулфоксиду су показали и 

значајну антиоксидантну активност, у опсезима концентрација пријављиваним и у претходним 

студијма [378,381]. Међу биолошким својствима лигнина анализирана је и антимикробна 

активност. Испитан је утицај екстраката изолованих лигнинских фракција на четири одабрана 

представника патогених микроорганизама – B. cereus, C. alibcans, E. coli и S. aureus, али није 

показана значајна антимикробна активност. Пошто су лигнинске фракције екстраховане у 

диметил-сулфоксиду, који при високим концентрацијама и сам инхибира раст 

микроорганизама, неопходно је екстракте разблажити до концентрације диметил-сулфоксида 

од 2% [308]. Разблаживање екстраката је свакако довело и до смањења концентрације 

полифенолних једињења присутних у екстрактима. За добијање екстраката лигнинских 

фракција са јачом антимикробном активношћу, потребно је прилагодити услове третмана 

добијању чистијих фракција лигнина, а потом и извршити оптимизацију екстракције са овим 

циљем. Додатно, у наредним фазама истраживања би требало испитати и примену самих 

наночестица лигнина у ихибицији раста патогених микроорганизама. Постигнута оксидација 

лигнина, добијене фракције нано и микролигнина погодних органолептичких својстава и 

одређена антиоксидантна активност указују да развијени поступак са плазмом отвара нове 

могућности за искоришћење лигнинске фракције упоредо са искоришћењем угљених хидрата. 

Ово представља веома важан допринос и основ за даља испитивања и оптимизације поступака 

добијања чистијих  лигнинских фракција дефинисаних карактеристика. 

 Након карактерисања целулозне и лигнинске фракције, изоловане хемицелулозне 

фракције су окарактерисане применом FTIR и Раман спектроскопије. FTIR спектри изолованих 

хемицелулозних фракција приказани су на слици 4.29. 

 
Слика 4.29. FTIR спектри сирове биомасе и хемицелулозне фракције изоловане након 

алкалног третмана на 70 °C, односно 80 °C (ALK 70 °C и ALK 80 °C) и након комбинованог 

плазма/алкалног третмана на 70 °C, односно 80 °C (ALP 70 °C и ALP 80 °C)  

 Примењени третмани су изазвали веће промене у структури хемицелулозе на 70 °C у 

односу на 80 °C. Одсуство пика на око 1 720 cm-1, указује на то да је током примењених 

третмана дошло до потпуне сапонификације ацетил, уронских и естарских функционалних 

група, типичних за хемицелулозу [382]. Сапонификација је довела до разградње хемицелулозе 

током третмана, што потврђује и хемијски састав третираних узорака (слика 4.18.). Изражен 

пик на око 1 040 cm-1 потврђује да је хемицелулоза изграђена доминантно из ксилана [333]. 

Моно- и олигосахариди који улазе у састав хемицелулозе су међусобно повезани β-1,4-
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гликозидним везама, што се на спектру уочава као пик на око 898 cm-1 [349]. Пик на око 1 330 

cm-1 потиче од сирингил јединице лигнина [335] и потврђује да је мала количина лигнина 

остала везана за хемицелулозу, што је претходно утврђено и на основу садржаја резидуалног 

лигнина у изолованим фракцијама (слика 4.24.). Сличне промене у структури уочене су и 

применом Раман спектроскопије. Раман спектри изолованих хемицелулозних фракција 

приказани су на слици 4.30. 

 
Слика 4.30. Раман спектри сирове биомасе и хемицелулозне фракције изоловане након 

алкалног третмана на 70 °C, односно 80 °C (ALK 70 °C и ALK 80 °C) и након комбинованог 

плазма/алкалног третмана на 70 °C, односно 80 °C (ALP 70 °C и ALP 80 °C)  

 Разлике у изгледу Раман спектара изолованих фракција последица су хетерогеног и 

променљивог састава хемицелулозе, чиме се отежава њена валоризација. Добијени спектри 

указују на то да су нешто сличније промене у структури изазване применом комбинованог 

плазма/алкалног третмана (ALP 70 °C и ALP 80 °C), за разлику од FTIR спектара, на којима су 

већу сличност показали узорци третирани на 80 °C (ALK 80 °C и ALP 80 °C). Такође, структурне 

промене су интензивније у узорцима третираним комбинованим плазма/алкалним третманом. 

Присуство не-целулозних структурних полисахарида уочено је у свим фракцијама, осим у ALK 

80 °C, као пик на око 503 cm-1. Са друге стране, само у ALK 80 °C је примећен пик на око 880 

cm-1, који води порекло од целобиозе [351]. Пик на око 1 513 cm-1, који потиче од истезања 

арил прстена лигнина потврђује присуство мањих количина резидуалног лигнина у 

изолованим фракцијама [338], што је претходно утврђено применом методе са ацетил 

бромидом (слика 4.24.). Смањење интензитета пика на око 1 262 cm-1, карактеристичног за 

целулозу, у односу на сирову биомасу, сугерише да је хемицелулоза скоро потпуно одвојена од 

целулозе током третмана [383]. 

Добијене хемицелулозне фракције се могу користити у производњи биофилмова и 

хидрогелова који служе као носачи у фармацеутским формулацијама. Осим тога, захваљујући 

хидрофилном карактеру који потиче од ксилана, биофилмови на бази хемицелулозе могу бити 

коришћени у биоразградивим паковањима хране уз способност стварања баријере између 

самог паковања и липида присутних у храни [384]. Међутим, неопходно је оптимизовати 

развијене третмане у добијању што чистије хемицелулозе, високог квалитета и униформне 

структуре, како би њена валоризација била потпуна. Значајно уклањање хемицелулозе и њена 

ефикасна рекуперација, уз максимално искоришћење целулозне и лигнинске фракције може се 

постићи и третманом биомасе дубоким еутектичким смешама [385]. Стога је испитана 
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могућност повећања ефикасности третмана кукурузне стабљике природним дубоким 

еутектичким смешама у комбинацији са нетермалном плазмом. 

4.6. Комбиновани нетермална плазма/природне дубоке еутектичке смеше третман 

Природне дубоке еутектичке смеше (NADES) представљају биокомпатибилне и 

биоразградиве органске раствараче, што их чини погодним за примену у биорафинеријским 

поступцима. Могућност њихове рекуперације и поновне употребе је у складу са принципима 

одрживог развоја. Међутим, физичко-хемијске карактеристике ових смеша, а пре свега велика 

вискозност, ограничавају њихову примену у третману лигноцелулозне биомасе. Смањење 

вискозности ових смеша може се постићи загревањем или додатком воде, док извор топлотне 

енергије утиче на енергетску ефикасност процеса. Третман природним дубоким еутектичким 

смешама потпомогнут нетермалном плазмом је нов концепт развијен у оквиру ове дисертације 

како би се испитали ефекти на фракционисање лигноцелулозних супстрата.  

Оптимизацији комбинованог нетермална плазма/природне дубоке еутектичке смеше 

третмана претходило је испитивање могућности примене плазме на саму еутектичку смешу. 

Како би се утврдио утицај третмана плазме на структуру еутектичке смеше, смеша холин 

хлорида и млечнe киселинe у молском односу 1:2, уз додатак 10% (мас.) воде је третирана 

плазмом током 30 min. У овој фази истраживања одабрана је еутектичка смеша која је садржала 

најмањи проценат воде и главне компоненте у најближем односу погодном за формирање 

смеше, уз претпоставку да ће се промене најпре уочити при таквом саставу. Непосредно након 

третмана извршена је анализа применом FTIR спектроскопије, уз нетретирану еутектичку 

смешу као контролни узорак. Добијени спектри су приказани на слици 4.31. 

 
Слика 4.31. FTIR спектри нетретиране природне дубоке еутектичке смеше (NT NADES) и 

природне дубоке еутектичке смеше третиране плазма иглом током 30 min (TR NADES) 

 На основу FTIR спектара који изгледају готово идентично пре и након третмана плазма 

иглом, потврђено је да плазма нема негативан утицај на саму еутектичку смешу. 

Карактеристичан пик на око 1 720 cm−1 одговара карбонилној функционалној групи присутној 

у молекулу млечне киселине [386]. Истезање C-O-C везе се на спектру уочава у виду пика на 

око 1 495 cm−1, а истезање C=O везе као пик на око 1 580 cm−1 [387]. Широки пик који се 

простире између 3 000 cm−1 и 3 650 cm−1 потиче од водоничних веза које улазе у састав и млечне 

киселине и холин хлорида. Благо проширење и смањење интензитета овог пика након третмана 

плазмом резултат је стварања нових водоничних веза приликом излагања еутектичке смеше 

плазми. Сличан феномен уочен је услед формирања водоничних веза у еутектичким смешама 

сачињеним од холин хлорида и етилен гликола, односно холин хлорида и орцинола [388]. Како 
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се образовање еутектичких смеша заснива на стварању водоничних веза између компонената 

које улазе у састав смеше, излагање еутектичке смеше плазми би могло да доведе до повећања 

њене стабилности. Пикови на делу спектра од 900 cm−1 до 980 cm−1 односе се на кватернарна 

амонијумова једињења, док пикови на око 1 125 cm−1 и 954 cm−1 потичу од C-N групе присутне 

у молекулу холин хлорида [389]. Након што је потврђено да плазма не нарушава структуру 

дубоких еутектичких смеша уследила је оптимизација комбинованог плазма/NADES третмана. 

Оптимизација комбинованог плазма/NADES третмана вршена је применом Тагучијевог 

ортогоналног дизајна експеримената. Вариране су вредности три кључна фактора – однос 

холин хлорида и млечне киселине у еутектичкој смеши, садржај воде која се додаје смеши и 

дужина трајања третмана плазмом (табела 3.1.). Циљ оптимизације је било постизање највишег 

степена делигнификације, те је за прорачун S/N односа одабран „веће је боље“ критеријум. 

Процесни одговори за S/N однос при поменутом критеријуму приказани су у табели 4.5.   

Табела 4.5. Процесни одговори за S/N* однос 

Ниво ChCl:LA** однос Садржај воде (мас. %) Дужина третмана (min) 

1 36,15 35,53 35,21 

2 35,01 35,46 33,92 

3 33,47 33,65 35,50 

Делта 2,68 1,88 1,57 

Ранг 1 2 3 
*S/N критеријум: „веће је боље“  
**ChCl:LA – молски однос холин хлорида и млечне киселине у еутектичкој смеши  

Вредности означене као „делта“ представљају разлику највећег и најмањег S/N односа 

за сваки фактор. Веће вредности указују на већи утицај одговарајућег фактора на процесни 

одговор. Највећи утицај на ефикасност делигнификације има састав еутектичке смеше, тј. 

молски однос холин хлорида и млечне киселине, док је дужина третмана нетермалном плазмом 

најмање утицала на степен делигнификације. Утицај одабраних фактора на ефикасност 

третмана приказан је на слици 4.32.  

 
Слика 4.32. Утицај састава NADES, садржаја додате воде и дужине трајања третмана на 

делигнификацију биомасе 

Оптималне вредности сва три фактора при којима се постиже највећа делигнификација 

одговарају највећој вредности S/N односа. Оптимални услови за извођење комбинованог 

плазма/NADES третмана су: молски однос холин хлорида и млечне киселине 1:2 (ниво 1), уз 

додавање 10% (мас.) воде (ниво 1) и третирање смеше NADES/биомаса плазмом током 30 min 

(ниво 3). Наведена комбинација процесних параметара се не налази ни у једном од девет 
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претходно изведених експеримената, те је изведен и валидациони експеримент. Валидационим 

експериментом је потврђено постизање највишег степена делигнификације третиране биомасе 

од 75,5% ± 1,3%. Степен делигнификације биомасе третиране комбинованим плазма/NADES 

третманом при процесним условима дефинисаним у табели 3.1. и при оптималним условима 

приказани су на слици 4.33. 

  
Слика 4.33. Степен делигнификације биомасе третиране комбинованим плазма игла/NADES 

третманом при различитим процесним условима (1-9, табела 3.1.) и при оптималним 

условима (OPT). Шрафирани узорак је одабран као најпогоднији за даљу карактеризацију. 

 Анализа варијансе је примењена као статистички алат како би се додатно проценио 

утицај и значај сваког од кључних фактора на ефикасност третмана. Добијене вредности 

ANOVA параметара су приказане у табели 4.6. Иако нису уочене статистички значајне разлике 

међу факторима (P>0,05 за сва три фактора), потврђено је да највећи утицај на ефикасност 

третмана има молски однос холин хлорида и млечне киселине у еутектичкој смеши, са 

доприносом од чак 50,8%, док најмањи утицај има дужина трајања третмана, што је 

усаглашено са вредностима наведеним у табели 4.5. 

Табела 4.6. Анализа варијансе S/N односа 

 DF Seq SS Adj SS Adj MS SS’ F P C (%) 

ChCl:LA однос 2 384,9 384,9 192,5 369,0 3,38 0,104 50,8 

Садржај воде (мас.%) 2 206,7 206,7 103,3 190,8 1,19 0,366 26,2 

Дужина третмана (min) 2 119,1 119,1 59,6 103,2 0,59 0,584 14,2 

Резидуална грешка 2 15,9 15,9 8,0 63,9   8,8 

Укупно 8 726,6      100 
DF – степени слободе; Seq SS – секвенцијална сума квадрата; Adj SS – прилагођена сума квадрата; Adj MS – 

прилагођена средња вредност квадрата; SS’ – чиста сума квадрата; F – Фишерова вредност; P – вредност вероватноће; 

C – допринос 

 

Како су „делта“ вредност и вредност доприноса за дужину трајања третмана плазмом 

биле најниже, а процесни одговори S/N односа били блиски при све три дужине трајања 

третмана, испитана је и могућност примене плазме у краћим временским интервалима, у циљу 

повећања укупне енергетске ефикасности третмана. Иако је нешто мање лигнина уклоњено 

након 10 min (72,5% ± 0,9%) и након 20 min (71,5% ± 4,3%) у односу на 30-минутни третман 

(75,5% ± 1,3%), разлике у вредностима оствареног степена делигнификације нису статистички 

значајне. Стога је могуће постићи високу ефикасност третмана и за само 10 min, чиме се 

смањују потребе за потрошњом енергије. Механизам делигнификације биомасе применом 

смеше на бази холин хлорида и млечне киселине заснива се на стварању високо реактивних 

бензил радикала у бочном ланцу лигнина. Истовремено долази и до оксидације, чиме се 
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поспешује деполимеризација лигнина [95,97]. Исте промене у структури лигнина се могу 

уочити и применом плазме [194], те је синергистичким деловањем плазме и еутектичке смеше 

могуће постићи ефикасну делигнификацију и при краћим дужинама третмана. Синергистичко 

дејство еутектичке смеше могу испољити и са третманом микроталасима или применом 

ултразвука. Feng и сар. (2024) су потврдили да се десетоминутним третманом мосо бамбуса у 

микроталасном реактору на 120 °C може уклонити од 65% до 80% лигнина, применом смеша 

сачињеним од глицерола и гуанидин-хидрохлорида у молском односу 2:1, уз додатак 

различитих Луисових киселина као треће компоненте смеше [390]. Третман шећерне багасе 

применом смеше сачињене од холин хлорида и млечне киселине у микроталасном реактору на 

135°C довео је до уклањања 84% лигнина за свега 20 min [101]. Док се третмани у 

микроталасним реакторима изводе у кратким временским интервалима и на повишеној 

температури, примена ултразвука захтева продужавање третмана. Ma и сар. (2022) су 

третирали кукурузни окласак најпре ултразвуком на собној температури, а затим и 

конвенционалним загревањем у уљаном купатилу [93]. При оптималним условима, који су 

подразумевали 60-минутни третман ултразвуком, праћен загревањем на 120 °C током 3 h, из 

окласка је уклоњено 87,5% лигнина [93]. Веома важна предност третмана развијеног у оквиру 

ове дисертације је да се десетоминутним третманом плазмом постиже изузетно висока 

вредност делигнифиције, упоредива са третманима који захтевају загревање на температурама 

преко 70 °C често и током неколико часова.  

Након утврђивања оптималних услова за третман плазма иглом (PI/NADES), исти 

услови су коришћени за третман биомасе у нетермалном плазма реактору са диелектричним 

баријерним пражњењем (PR/NADES), како би се испитала могућност скалирања процеса. Осим 

тога, као контролни узорак је припремљена биомаса која је третирана само еутектичком 

смешом (NADES), без плазме, да би се утврдио допринос плазме ефикасности 

делигнификације. У овим узорцима је најпре одређен садржај резидуалног лигнина и 

одговарајући степен делигнификације, након чега је уследила комплетна карактеризација 

структурних и морфолошких карактеристика, као и испитивање могућности валоризације 

добијених фракција. Остварени степен делигнификације приказан је на слици 4.34. 

 

Слика 4.34. Степен делигнификације биомасе третиране еутектичком смешом (NADES) и 

комбинованим плазма игла/NADES третманом (PI/NADES) и плазма реактор/NADES 

третманом (PR/NADES) 

 Више од половине количине лигнина присутног у сировој биомаси може се уклонити 

применом третмана еутектичком смешом или применом комбинованог плазма реактор/NADES 

третмана. Ипак, значајно већа количина лигнина је уклоњена применом комбинованог плазма 

игла/NADES третмана, који је и извођен при оптималним условима. За постизање веће 
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ефикасности третмана у плазма реактору неопходно је спровести засебну оптимизацију овог 

третмана. Током третмана, лигнин се одваја од угљено-хидратне компоненте услед кидања -

O-4 етарских веза и преводи се у једињења мање молекулске масе. Ове везе одликује висок 

садржај енергије, у опсегу од 218 kJ mol-1 до 314 kJ mol-1, те је неопходно уложити више 

енергије у сам процес да би се постигла ефикаснија делигнификација веће масе узорка [391]. 

Како је скалирањем третмана у плазма реактору количина третиране биомасе повећана 15 пута, 

претпоставља се да процесни услови коришћени у случају третмана плазма иглом не 

обезбеђују довољну количину енергије потребну за постизање истог степена ефикасности. За 

постизање веће ефикасности делигнификације у плазма реактору, неопходно је извршити 

оптимизацију пре свега дужине трајања третмана, врсте и протока доводног гаса. Осим 

лигнина, третман биомасе еутектичким смешама на бази холин хлорида и млечне киселине 

утиче и на угљено-хидратну компоненту. Наиме, током третмана долази и до деполимеризације 

целулозе, као и до њеног делимичног растварања у еутектичкој смеши. До сличних промена 

долази и у случају хемицелулозе. Садржај основних компоненти лигноцелулозе у сировој и 

третираној биомаси приказан је на слици 4.35.  

 
Слика 4.35. Садржај лигнина и структурних угљених хидрата у сировој биомаси, биомаси 

третираној еутектичком смешом (NADES), биомаси третираној комбинованим плазма 

игла/NADES третманом (PI/NADES) и биомаси третираној комбинованим нетермални плазма 

реактор/NADES третманом (PR/NADES)  

 Након третмана садржај лигнина је био мањи у свим узорцима у односу на сирову 

биомасу, при чему је највише лигнина уклоњено у PI/NADES узорку, што је претходно 

утврђено применом методе са ацетил бромидом (слика 4.34.). Садржај лигнина растворљивог 

у киселинама, одређеног NREL методом, у сировој биомаси, NADES, PI/NADES и PR/NADES 

износио је 1,4% ± 0,1%, 1,3% ± 0,3%, 0,6% ± 0,1% и 1,1% ± 0,2%, респективно. За разлику од 

алкалног, комбиновани плазма/NADES третман је значајно утицао на растворљивост лигнина. 

Мањи садржај лигнина растворљивог у киселинама у узорцима изложеним плазми указује на 

промене у структури резидуалног лигнина изазваних реактивним врстама насталим током 

третмана плазмом, које су допринеле његовој растворљивости [195]. Ово је посебно изражено 

у узорку третираном плазма иглом под оптимизованим условима, из којег је уједно и уклоњено 

највише лигнина. Настале реактивне врсте су довеле до додатног закишељавања медијума и 

слабљења веза између лигнина и угљено-хидратне компоненте. Ниска pH вредност је утицала 

и на растворљивост целулозе и хемицелулозе. Током третмана плазмом хемицелулоза је 

делимично разграђена, при чему је чак 53% хемицелулозе уклоњено када је за третман 

коришћена плазма игла (PI/NADES), док је у плазма реактору уклоњено око 37% (слика 4.35). 

Такође, излагање биомасе плазми је довело и до уклањања значајне количине целулозе. 
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Конкретно, применом плазма игле уклоњено је чак 59% целулозе, док је применом плазма 

реактора уклоњено 30% целулозе. Целулоза и хемицелулоза које су током третмана уклоњене 

из биомасе заостају у течној фракцији. Разградња угљено-хидратне компоненте у киселој 

средини може довести и до стварања тзв. псеудо лигнина. Псеудо лигнин је ароматично 

једињење структуре сличне лигнину, богато карбонилним, карбоксилним и метокси групама 

[392]. У јако киселој средини (pH 1-2), карактеристичној за третман киселим еутектичким 

смешама, целулоза и хемицелулоза се разлажу до фурфурала и 5-хидроксифурфурала који се 

даље преводе у 3,8-дихидрокси-2-метил-хромон и 1,2,4-бензентриол, најзначајније прекурсоре 

за стварање псеудо лигнина [393]. Присуство псеудо лигнина, уз смањени садржај угљено-

хидратне компоненте у третираној биомаси може утицати и на приносе редукујућих шећера 

добијених хидролизом третиране биомасе. Третирана биомаса је подвргнута 48-часовној 

ензимској хидролизи како би се испитала могућност примене ових третмана за повећање 

доступности угљено-хидратне компоненте ензимима. Принос глукозе у хидролизатима, 

добијен HPLC анализом, приказан је на слици 4.36. 

 

Слика 4.36. Принос глукозе након 48-часовне хидролизе сирове биомасе, биомасе третиране 

еутектичком смешом (NADES) и биомасе третиране комбинованим плазма игла/NADES 

третманом (PI/NADES) и плазма реактор/NADES третманом (PR/NADES)  

 Иако је очекивано да уклањање лигнина допринесе ензимској хидролизи повећавајући 

принос шећера, приноси глукозе у хидролизатима третиране биомасе нису били виши у односу 

на хидролизат сирове биомасе. Овакав резултат последица је разградње угљено-хидратне 

компоненте услед третмана киселом еутектичком смешом (слика 4.35), али и присуства псеудо 

лигнина. Међутим, иако је у узорку третираном у плазма реактору остало више целулозе него 

у узорку третираном плазма иглом, принос глукозе у хидролизату PR/NADES је скоро три пута 

нижи од приноса глукозе у PI/NADES. Овај феномен је највероватније последица структурних 

промена које је проузроковао третман биомасе у плазма реактору. Како би се утврдиле 

структурне промене изазване сваким од примењених третмана, узорци су анализирани помоћу 

FTIR спектроскопије. Добијени спектри приказани су на слици 4.37.  
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Слика 4.37. FTIR спектри сирове биомасе, биомасе третиране еутектичком смешом (NADES) 

и биомасе третиране комбинованим плазма игла/NADES третманом (PI/NADES) и плазма 

реактор/NADES третманом (PR/NADES) 

 У узорку третираном само еутектичком смешом (NADES) није дошло до значајних 

промена у структури у односу на сирову биомасу, док су ове промене веома јасно изражене у 

узорцима третираним комбинованим плазма/NADES третманима. Ово објашњава и готово 

исти принос шећера и хемијски састав сирове биомасе и биомасе третиране применом 

еутектичке смеше (NADES). Повећање интензитета пика на око 3 330 cm−1 у узорцима 

третираним комбинованим плазма/NADES третманима указује на то да је у овим узорцима 

дошло до кидања водоничних веза, највероватније узрокованог применом плазме. Како је 

интензитет пика на око 3 330 cm−1 највећи након третмана нетермалном плазма иглом, у овом 

узорку је раскинуто највише водоничних веза. Ово потврђује и најнижа вредност HBI у овом 

узорку (0,93) у односу на сирову биомасу (1,01) и преостале третиране узорке (0,99). Кидање 

водоничних веза довело је и до разарања кристалне структуре целулозе, односно смањења 

вредности TCI, која је била нижа у узорцима третираним нетермалном плазмом и износила је 

0,90 у PI/NADES, односно 0,93 у PR/NADES, у односу на сирову биомасу у којој је овај индекс 

износио 0,98. Утицај нетермалне плазме на кристалиничност третиране биомасе је додатно 

испитан и применом XRD-ја, о чему ће бити речи касније. Пикови  на око 1 745 cm−1 и 1 040 

cm−1 потврђују присуство хемицелулозе у третираним узорцима, која је изграђена доминантно 

од ксилана [333,334]. Осим тога, пикови на око 1 200 cm−1 и 1 495 cm−1 потичу од резидуалног 

лигнина који заостаје у биомаси након третмана, при чему се пик на 1 200  cm−1 односи на 

примарне алкохоле, а пик на 1 495 cm−1 на вибрације унутар ароматичног прстена лигнина 

[394]. Присуство хемицелулозе и лигнина у третираној биомаси претходно је потврђено и 

одређивањем садржаја главних компоненти лигноцелулозе применом NREL протокола (слика 

4.35.). Већи интензитети карактеристичних пикова на 3 330 cm−1, 1 745 cm−1 и 1 040 cm−1 у 

PI/NADES узорку у односу на PR/NADES узорак указују на нарушавање структуре третиране 

биомасе применом нетермалне плазма игле у већој мери. Ово може бити резултат ефикасности 

примењеног третмана у мањим системима какви су коришћени у третманима са нетермалном 

плазма иглом. Осим тога, третман у плазма реактору је извођен при условима оптимизованим 

за употребу плазма игле, те би додатна оптимизација овог третмана за потребе реактора могла 

да доведе до погоднијих промена у структури биомасе током третмана. Осим структурних 

промена, на ефикасност ензимске хидролизе утиче и индекс кристалиничности третиране 



Резултати и дискусија                 Јована Грбић 

 

126 

 

биомасе. Утицај примењених третмана на кристалиничност третиране биомасе испитан је 

применом рендгенске дифракционе анализе. Добијени спектри приказани су на слици 4.38. 

 
Слика 4.38. XRD спектри и индекс кристалиничности сирове биомасе и биомасе третиране 

комбинованим плазма игла/NADES третманом (PI/NADES) и плазма реактор/NADES 

третманом (PR/NADES) 

 Карактеристични дифракциони пикови на око 16,2° и 22,5° потврђују да је сирова 

биомаса доминантно сачињена од целулозе I. Применом комбинованих плазма третмана долази 

до разарања кристалне решетке, смањујући индекс кристалиничности у овим узорцима у 

односу на сирову биомасу. Индекс кристалиничности је био најнижи у узорку третираном 

плазма иглом (PI/NADES), што је последица раскидања највише водоничних веза применом 

плазма игле. Највеће структурне промене у PI/NADES су претходно потврђене применом FTIR 

спектроскопије (слика 4.37.). Захваљујући нарушавању кристалног дела молекула целулозе, 

олакшан је продор ензима и омогућена несметана хидролиза, уз високим приносима глукозе у 

хидролизату PI/NADES, иако је у овом узорку садржај целулозе био најнижи. Разарање 

кристалне структуре целулозе у биомаси третираној комбинованим плазма/NADES 

третманима довело је и до промена у морфологији и порозности третиране биомасе. Ове 

промене испитиване су применом ЅЕМ-а, при различитим увећањима. Добијена микрографија 

приказана је на слици 4.39.  

На површини сирове стабљике уочавају се додатне мање структуре неправилног 

облика, које највероватније представљају делове лигнина. Након сва три примењена третмана, 

већина ових структура је уклоњена. Осим тога, примећен је и повећан број пора на површини 

третиране биомасе у односу на сирову биомасу. Код узорака третираних само еутектичком 

смешом (NADES) и еутектичком смешом у плазма реактору (PR/NADES), ове поре су 

неправилног облика и променљиве величине, док се на неким местима уочавају и трагови 

„пуцања“. Када је узорак третиран применом плазма игле (PI/NADES), распоред, облик и 

величина пора присутних на површини биомасе су униформнији. Такође, током третмана 

биомасе само еутектичком смешом, повећана порозност биомасе је примећена само локално, 

док применом плазме долази до стварања нових пора по читавој површини третираних 

узорака. 
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Слика 4.39. SEM микрографија сирове биомасе (А), биомасе третиране еутектичком смешом 

(NADES, Б) и биомасе третиране комбинованим плазма игла/NADES третманом (PI/NADES, 

В) и плазма реактор/NADES третманом (PR/NADES, Г), при увећању 2 000 пута 

 Након што је потврђено да нижи приноси шећера у хидролизатима третираних узорака 

нису последица структурних и морфолошких промена изазваних третманом, течне фракције 

заостале након третмана подвргнуте су анализи. Уобичајено се након третмана биомасе и 

сепарације фаза, еутектичке смеше изолују и рекуперишу, а потом поново употребљавају у 

третману биомасе. На овај начин могуће је једну исту смешу користити и до пет пута [395], 

чиме се посебно истиче одрживост третмана. Међутим, када се за третман користе смеше на 

бази киселина, током третмана долази и до делимичне хидролизе угљено-хидратне компоненте 

биомасе, што је претходно потврђено применом NREL протокола (слика 4.35). Укључивање 

ових смеша у нови циклус третмана биомасе би могло да доведе до даље разградње шећера, уз 

настанак инхибиторних једињења, попут фурфурала и 5-хидроксиметил фурфурала [396]. Иако 

су ова једињења вредни биорафинеријски полу-производи, уколико не настају у 

контролисаним условима као чиста једињења, већ у смеши инхибиторних споредних 

производа током третмана, значајно губе на квалитету и вредности. Стога у овој дисертацији 

није даље разматрана употреба исте еутектичке смеше у више циклуса третмана, како би се 

постигло максимално искоришћење биомасе. Пречишћавање смеша је заустављено након 

изоловања лигнина који је уклоњен током третмана и упаравања вишка воде и етанола 

коришћених у процесу раздвајања фаза. Као резултат тога добијене су рекуперисане смеше 

обогаћене шећерима. Изглед смеша рекуперисаних након третмана кукурузне стабљике само 

NADES-ом и након комбинованог плазма игла/NADES третмана приказан је на слици 4.40.  
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Слика 4.40. Изглед чисте природне дубоке еутектичке смеше (лево) и рекуперисане природне 

дубоке еутектичке смеше богате шећерима након третмана биомасе еутектичком смешом 

(средина), односно комбинованим плазма игла/NADES третманом (десно) 

 HPLC анализом је потврђено да смеше рекуперисане након NADES третмана и 

PI/NADES третмана садрже 138,9 g L-1 и 175,1 g L-1 глукозе, респективно. Рекуперисане смеше 

су затим подвргнуте ферментацији, како би се испитала могућност њиховог искоришћења за 

производњу секундарних метаболита. Zhang и сар. (2022) су раније потврдили овакав начин 

валоризације DES-а сачињеног од холин хлорида и глицерола, рекуперисаног након третмана 

тополе [397]. У њиховој студији је смеша ферментисана помоћу Rhodotorula glutinis, у циљу 

производње микробних липида [397]. Смеше рекуперисане у оквиру ове дисертације 

инокулисане су бактеријом млечне киселине, како би се њиховом ферментацијом обезбедила 

производња млечне киселине која би могла да се искористи за припрему нове смеше. 

Неутралисане и разблажене смеше су инокулисане и испитана је могућност раста L. rhamnosus 

у њима. Након 24 h, у смеши рекуперисаној након NADES третмана било је 8,2±0,2 log CFU 

mL-1 бактерија, док је PI/NADES смеша садржала 7,4±0,1 log CFU mL-1 бактерија. Иста култура 

је у MRS бујону, као контролном ферментационом медијуму, након 24 h достигла раст од 

8,5±0,1 log CFU mL-1 бактерија, полазећи од 7,1±0,2 log CFU mL-1 у нултом часу у свим 

узорцима. Иако је L. rhamnosus показао слабији раст у PI/NADES смеши, могућност његовог 

преживљавања у рекуперисаним смешама је веома значајан. Такође, треба нагласити да су 

остварени резултати добијени без претходне оптимизације рекуперисаних смеша, као и без 

додавања извора азота или соли, који су неизоставни састојци стандардних хранљивих 

подлога. Како су рекуперисане смеше садржале високе концентрације шећера, а разблажене су 

свега три пута, могуће је да је дошло до делимичне инхибиције раста супстратом, нарочито у 

случају PI/NADES смеше. Оптимизацијом састава рекуперисаних смеша и услова 

ферментације, као примењеног инокулума може се додатно поспешити раст одабраних 

бактерија млечне киселине и тиме потенцијално повећати принос млечне киселине. Додатно, 

оптимизацијом смеша за раст других микробних врста могуће је добити спектар различитих 

високо вредних производа. Употребом рекуперисаних смеша као ферментационог медијума, 

вода и етанол коришћени за раздвајање фаза и изоловање лигнинске фракције заостају као 

једини отпадни токови третмана. И вода и етанол се могу рекуперисати и поново користити 

као растварачи техничког квалитета, било за раздвајање фаза у следећем циклусу третмана или 

у припреми биомасе за третман. На овај начин развијени третман се приближава тзв. „zero 

waste“ и “zero pollution” концепту, који  су међу основним принципима савремених 

биорафинеријских поступака [6]. Полазећи од сирове кукурузне стабљике, након третмана се 

добијају три фракције које је потенцијално могуће валоризовати – заостала третирана биомаса 

богата целулозом, рекуперисана смеша богата шећерима и лигнинска фракција. 
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 Лигнинске фракције изоловане након третмана биомасе еутектичком смешом и 

комбинованим плазма игла/NADES третманом су светло браон боје. Иако су нешто тамније 

боје од лигнинских фракција изолованих након комбинованог плазма/алкалног третмана 

(слика 4.25), ове фракције су такође погодне за примену са органолептичког аспекта. Изглед 

фракције лигнина изоловане након комбинованог плазма игла/NADES третмана у односу на 

крафт лигнин приказан је на слици 4.41. 

 
Слика 4.41. Изглед комерцијалног крафт лигнина (лево) и лигнинске фракције изоловане 

након комбинованог плазма игла/NADES третмана (десно) 

Морфологија изолованих лигнинских фракција анализирана је применом ЅЕМ-а. 

Добијена микрографија приказана је на слици 4.42. 

 
Слика 4.42. SEM микрографија лигнинске фракције изоловане након третмана биомасе 

еутектичком смешом (NADES) и након комбинованог плазма игла/NADES третмана 

(PI/NADES), при увећању 500 пута 

 Применом третмана еутектичком смешом, самостално или у комбинацији са 

нетермалном плазмом, није дошло до стварања микро- и наночестица лигнина, као у случају 

примене алкалног и комбинованог плазма/алкалног третмана. Изоловане лигнинске фракције 

карактеришу структуре неправилних облика и глатке површине. На SEM микрографији 

лигнинских фракција уочавају се и структуре чија је површина порозна.  Наиме, применом 

методе са ацетил бромидом утврђено је да изоловане фракције садрже 35,9% ± 0,8% лигнина 

у случају третмана еутектичком смешом, односно 37,6% ± 2,2% у случају комбинованог плазма 

игла/NADES третмана што је доста мали садржај лигнина у фракцији. Преосталих 62% до 64% 

чине угљено-хидратне компоненте, сугеришући да је током издвајања раствореног лигнина 

неопходно увести додатне кораке пречишћавања како би се добила што квалитетнија и чистија 

лигнинска фракција. Претходно је NREL протоколом (слика 4.35) и HPLC анализом потврђено 

да је угљено-хидратна компонента делимично растворена током третмана. Приликом 

изоловања лигнинске фракције према поступку описаном у одељку 3.5.4. дошло је и до 
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таложења дела растворене угљено-хидратне компоненте, која је затим изолована заједно са 

лигнином као лигнинска фракција. Присуство угљено-хидратне компоненте у изолованим 

лигнинским фракцијама се може потврдити применом FTIR спектроскопије. FTIR спектри 

комерцијалног крафт лигнина и лигнинских фракција изолованих након третмана биомасе 

еутектичком смешом и комбинованим плазма игла/NADES третманом приказани су на слици 

4.44. 

 
Слика 4.43. FTIR спектри комерцијалног крафт лигнина, лигнинске фракције изоловане 

након третмана биомасе еутектичком смешом (NADES) и након комбинованог плазма 

игла/NADES третмана (PI/NADES)  

 FTIR спектри лигнинских фракција изолованих након третмана биомасе еутектичком 

смешом (NADES) и након комбинованог плазма игла/NADES третмана (PI/NADES) се у великој 

мери поклапају са спектром комерцијалног крафт лигнина у опсегу од 700 cm−1 до 4 000 cm−1, 

уз изузетак у пиковима на око 3 300 cm−1, 1 740 cm−1 и 1 040 cm−1. Повећани интензитети ових 

пикова у изолованим лигнинским фракцијама потичу од присуства хидроксилних група и 

ксилана, указујући на присуство целулозе и хемицелулозе у изолованим фракцијама које су 

остале везане за лигнин. Ово је потврђено и одређивањем садржаја лигнина у изолованим 

фракцијама применом методе са ацетил бромидом, али и применом ЅЕМ-а (слика 4.42.). Како 

би се испитао утицај овакве структуре и састава изолованих лигнинских фракција на биолошку 

активност, одређени су укупна концентрација полифенола и антиоксидативна активност 

изолованих фракција. Добијени резултати приказани су у табели 4.7. 

Табела 4.7. Биолошка активност изолованих лигнинских фракција 

Узорак 
GAE 

(µg mg-1) 

ABTS 

инхибиција (%) 

ABTS TE 

(mM mg-1) 

DPPH 

инхибиција (%) 

DPPH TE 

(mM mg-1) 

Крафт лигнин 181±18 25±1 1,1±0,0 53 ± 4 0,9±0,1 

NADES 18±2 9±3 0,4±0,1 11 ± 3 0,2±0,1 

PI/NADES 33±1 9±2 0,4±0,1 12 ± 1 0,2±0,0 
NADES – третман еутектичком смешом, PI/NADES – комбиновани плазма игла/NADES третман, GAE – еквивалент галне киселине, TE 

– еквивалент Тролокса 

 Концентрација укупних полифенола у екстрактима обе изоловане лигнинске фракције 

је значајно нижа у односу на екстракт крафт лигнина, али и у односу на екстракте лигнинских 

фракција изолованих након алкалног и комбинованог плазма/алкалног третмана (табела 4.4). 
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Нижа концентрација укупних полифенола је последица нижег садржаја лигнина у самим 

фракцијама, али и немогућности таложења лигнина мале молекулске масе, који остаје 

растворен у течној фракцији након третмана еутектичким смешама [398]. Ово се одразило и на 

антиоксидативну и антимикробну активност изолованих фракција. Лигнинске фракције нису 

инхибирале раст патогених микроорганизама. Остварени резултати указују на потребу за 

оптимизацијом изоловања и екстраховања лигнина на начин предложен у одељку 4.5. или 

применом другачијих приступа. Лигнинске фракције бољег квалитета се могу добити 

променом састава еутектичке смеше [399,400] или синергистичким деловањем смеша и 

лигнинолитичких ензима [401]. Лигнинолитички ензими се могу користити и као самостални 

третмани за делигнификацију биомасе, али су у оквиру дисертације  испитане могућности 

комбиновања лигнолитичког ензима манган пероксидазе са нетермалном плазмом за 

постизање ефикасне делигнификације кукурузне стабљике.  

4.7. Комбиновани нетермална плазма/ензимски третман 

 Након испитивања утицаја различитих растварача, као и њиховог комбиновања са 

нетермалном плазмом, на делигнификацију кукурузне стабљике испитана је и ефикасност 

биолошког третмана, али и потенцијални синергизам овог третмана са нетермалном плазмом. 

Комбиновање плазме и ензимског третмана вршено је како би се испитала могућност примене 

различитих извора водоник пероксида неопходног за каталитички циклус манган пероксидазе 

(MnP). Плазма је примењена на два начина – за активацију воде током 0,5 min (PAW 0,5’) и 1 

min (PAW 1’), која је затим коришћена у супстрату уместо пуфера и за директан третман 

воденог медијума у трајању од 10 min (NTP 10’), односно 30 min (NTP 30’), како би се у самом 

медијуму генерисао водоник пероксид. Осим тога, испитан је и утицај обогаћивања медијума 

0,62 mM раствором водоник пероксида (H2O2) на ефикасност делигнификације. Остварени 

степен делигнификације након поменутих третмана приказан је на слици 4.44. 

 
Слика 4.44. Степен делигнификације биомасе третиране манган пероксидазом на 35 °C, 

односно 50 °C, при чему је као извор водоник пероксида коришћен 0,62 mM водоник 

пероксид (H2O2), плазма активирана вода (PAW 0,5’, PAW 1’) и водоник пероксид настао 

током третмана воденог супстрата плазмом (NTP 10’, NTP 30’) 

Током ензимског третмана биомасе у присуству водоник пероксида из различитих 

извора, извођеном на 35 °C, до делигнификације је дошло само у узорку у коме је коришћен 

додати водоник пероксид у концентрацији 0,62 mM. Утврђено је да употреба плазме као извора 

водоник пероксида, било кроз активацију воде или директан третман супстрата, нема 

задовољавајућу ефикасност, што може бити последица недовољне концентрације водоник 

пероксида који је произведен у наведеним временским периодима или потенцијалног 

инхибиторног дејства других реактивних врста насталих током третмана плазмом на MnP. 

Могућност повећања ефикасности третмана је испитана и излагањем ензима оптималној 
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температури. У ову сврху одабран је узорак у коме је коришћен додати водоник пероксид и 

узорак који је претходно третиран плазмом 30 min (NTP 30’), као узорак у којем је генерисано 

највише водоник пероксида. Излагањем ензима оптималној температури уклоњено је свега 

1,5% ± 0,8% лигнина у случају додатог водоник пероксида, док је у узорку претходно 

третираном плазмом уклоњен додатни део угљено-хидратне компоненте. Како на ефикасност 

третмана није утицала ни промена извора водоник пероксида ни промена температуре, за 

повећање ефикасности требало би испитивати даље повећање концентрације ензима и 

обогаћивање медијума. Додавање других ензима из групе лигнинолитичких ензима, додавање 

медијатора попут калцијум хлорида и сл., су неке од примењиваних стратегија у радовима 

других аутора. Chen  и сар. (2023) су постигли уклањање око 65,9% лигнина из кукурузне 

стабљике након три дана на 40 °C, комбинованим третманом са манган пероксидазом, лаказом, 

глукоза окидазом, уз додатну суплементацију калцијум хлоридом, манган сулфатом, 

полисорбатом 80 и оксалном киселином [402]. Zhang и сар. (2022) су испитивали могућност 

употребе комерцијалних лигнинолитичких ензима за разградњу лигнина изолованог из 

кукурузне стабљике [403] Након инкубирања на 30 °C током 24 h применом манган 

пероксидазе разграђено је мање од 8% лигнина, док је применом лаказе уклоњено око 11,7% 

лигнина. Нешто ефикаснија делигнификација од 25,8% остварена је применом смеше ензима 

која је садржала лаказу, лигнин и манган пероксидазу. Синергистичко дејство 

лигнинолитичких ензима уочено је и применом сировог ензимског екстракта за 

делигнификацију шећерне багасе [404]. Додавањем 8% (v/v) сировог екстракта ензима, 

произведеног од стране Pleurotus ostreatus, у супстрат који се састојао од шећерне багасе и 

натријум малонатног пуфера уклоњено је око 33,5% лигнина током инкубације 48 h на 35 °C 

[404].  

Иако почетна хипотеза о доприносу плазме ензимској делигнификацији кукурузне 

стабљике није доказана, добијени резултати указали су на могућност другачијег приступа у 

третману биомасе помоћу MnP. Применом ензимског третмана при предложеним процесним 

условима дошло је до делимичне разградње угљено-хидратне компоненте, уочене као 

негативна вредност степена делигнификације (слика 4.45). Иако спада у лигнинолитичке 

ензиме, MnP показује и целулазну и хемицелулазну активност. Min и сар. (2022) су потврдили 

ефикасну разградњу карбоксиметил целулозе (CMC) применом MnP у комбинацији са 

ацетатом [405], док су Liu и сар. (2023) показали да MnP испољава целулазну и хемицелулазну 

активност када се помеша са јабучном киселином [406]. Значајна разградња угљено-хидратне 

компоненте након овог третмана примећена је када је као извор водоник пероксида коришћена 

вода активирана 30 ѕ (PAW 0,5’), у третману извођеном на 35 °C, и када је узорак претходно 

третиран плазмом 30 min (NTP 30'), у третману извођеном на 50 °C. Како би се утврдило да за 

разградњу угљено-хидратне компоненте одговорна MnP, експерименти су поновљени при 

истим условима, али без додатка ензима. Одређивањем степена делигнификације у овако 

третираним узорцима добијене су 50% ниже вредности него у присуству MnP, чиме је 

потврђена њена способност разградње угљено-хидратне компоненте. Ови резултати 

представљају основу за додатна испитивања и развој нових ензимских третмана 

лигноцелулозне биомасе, применом смеше целулолитичких ензима, попут Cellic CTec 2, и 

лигнинолитичких ензима, попут MnP. Синергистичким дејством примењених ензима, при 

одговарајућим процесним условима, угљено-хидратна компонента би могла да буде потпуно 

хидролизована или би могло да дође до промене кинетике хидролизе. Примењеним третманом 

би се потенцијално добила течна фракција богата шећерима, која би одмах могла да се 

подвргне ферментацији, док би као чврст остатак заостала фракција богата лигнином. 

Синергистичко дејство MnP и целулаза је већ потврђено на целулозним супстратима [405], док 

у доступној литератури нема навода за употребу поменуте смеше ензима на лигноцелулозној 

биомаси. 

Даље развијање синергистичког ензимског третмана лигноцелулозне биомасе 

превазилази оквире ове докторске дисертације, те је оно планирано за будућа истраживања. 
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Пошто су претходно развијени третмани при којима је остварен врло висок степен 

делигнификацији, одабрани су најпогоднији узорци на којима је испитана даља биотехнолошка 

валоризација угљено-хидратне фракције. 

4.8. Валоризација третиране биомасе 

 Главни критеријум за процену ефикасности третмана развијених у овој дисертацији 

било је уклањање што веће количине лигнина присутног у сировој биомаси. Највиши степен 

делигнификације остварен је применом комбинованог нетермална плазма/алкалног и 

нетермална плазма/природне дубоке еутектичке смеше третмана. Иако максимални 

постигнути степени делигнификације нису нужно узроковали остваривање највиших приноса 

шећера након 48-часовне ензимске хидролизе, при одабиру најбољих узорака за даљу 

валоризацију у обзир је узето још неколико фактора. Наиме, као два репрезентативна узорка 

одабране су биомаса третирана применом комбинованог плазма/алкалног третмана на 70 °C 

(ALP 70 °C) и комбинованог плазма игла/NADES третмана (PI/NADES). Критеријум за њихов 

одабир је био и висок принос лигнинских фракција изолованих након третмана. Осим бољих 

морфолошких и структурних карактеристика, ове фракције су биле погодније и са аспекта 

биолошке активности. На овај начин омогућена је валоризација свих фракција лигноцелулозне 

биомасе добијених након третмана потпомогнутих нетермалном плазмом. Валоризација 

третиране биомасе вршена је кроз ферментационе процесе, у циљу производње млечне 

киселине, биоетанола и биометана. 

4.8.1. Млечно-киселинска ферментација 

 Одабрани узорци третиране биомасе подвргнути су млечно-киселинској ферментацији, 

у циљу процене њиховог искоришћења као супстрата за производњу млечне киселине. Сирова 

биомаса је истовремено ферментисана како би се испитао утицај примењених третмана на 

повећање приноса млечне киселине. Ферментацији је претходила ензимска хидролиза узорака, 

на начин описан у одељку 3.6. Добијени хидролизати су обогаћени изворима азота и солима, 

неопходним за раст бактерија млечне киселине, а затим су инокулисани преконоћном културом 

L. rhamnosus, према протоколу описаном у одељку 3.8.1. MRS бујон, као стандардна подлога 

за раст бактерија млечне киселине, инокулисан је при истим условима и коришћен као 

контролни узорак. Ферментација је трајала 24 h, на 37 °C, уз контролисање и подешавање pH 

вредности. Концентрација редукујућих шећера, број живих ћелија, концентрација и принос 

млечне киселине одабрани су као параметри процене ефикасности млечно-киселинске 

ферментације. Добијени резултати приказани су на слици 4.45. 

 
Слика 4.45. Промена концентрација редукујућих шећера и принос млечне киселине добијен 

ферментацијом хидролизата сирове биомасе, биомасе третиране комбинованим 

плазма/алкалним третманом на 70 °C (ALP 70 °C) и комбинованим плазма игла/NADES 

третманом (PI/NADES), у односу на контролни узорак (MRS) 
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Највећи принос млечне киселине (0,8 g g-1 ± 0,0 g g-1) остварен је у MRS бујону, што је 

било и очекивано за стандардну подлогу која обезбеђује оптималне услове за раст и 

метаболизам бактерија млечне киселине. Ферментацијом PI/NADES хидролизата произведено 

је 0,7 g g-1 ± 0,1 g g-1 млечне киселине, док је ферментацијом ALP 70 °C хидролизата 

произведено 0,6 g g-1 ± 0,1 g g-1 млечне киселине. Наведени приноси су нижи од приноса 

оствареног у MRS бујону, иако је ферментацијом PI/NADES и ALP 70 °C хидролизата добијена 

готово иста концентрација млечне киселине као и ферментацијом MRS бујона. Ове разлике 

потичу од врсте и удела шећера присутних у ферментационим медијумима. Приноси су 

рачунати и изражени на основу концентрације редукујућих шећера. У MRS бујону је од 

редукујућих шећера присутна само глукоза, док су у хидролизатима третиране биомасе 

присутне и пентозе настале хидролизом хемицелулозе. Како би се добила реалнија слика о 

оствареном приносу, требало би анализирати ферментационе медијуме применом HPLC 

анализе, те приликом израчунавања приноса узети у обзир само концентрацију глукозе. 

Међутим, детаљна анализа састава хидролизата није разматрана у оквиру ове дисертације, јер 

је циљ млечно-киселинске ферментације било само испитивање могућности оваквог 

искоришћења третиране биомасе, али не и њена даља оптимизација. Такође, у току 

експерименталног рада није извршена комплетна оптимизација састава подлоге нити услова 

ферментације. У односу на MRS бујон као стандардни хемијски дефинисан медијум, 

хидролизати и подлоге на бази хидролизата нису у потпуности дефинисаног састава и могуће 

је присуство једињења која смањују ефикасност конверзије ферментабилних шећера у млечну 

киселину. У литератури нису испитиване млечно-киселинске ферментације на 

лигноцелулозним супстратима добијеним комбинованим третманима са плазмом, али 

одређени резултати су доступни за третмане са NADES и алкалним растворима. Након 

третмана стабљике раствором натријум хидроксида у високопритисном реактору, у 

ферментацији је остварен је принос млечне киселине од 0,92 g g-1 [267], док је третманом 

еутектичком смешом на бази холин хлорида и глицина у наредном кораку ферментације 

произведено 0,96 g g-1 млечне киселине [269]. Наведени резултати потврђују да је применом 

одабраних третмана могуће постићи скоро потпуну конверзију глукозе до млечне киселине. 

Нижи приноси млечне киселине остварени у овој дисертацији у односу на поменуте последица 

су услова при којима је ферментација извођена. Циљ подвргавања хидролизата млечно-

киселинској ферментацији било је испитивање могућности искоришћења третиране биомасе 

за добијање млечне киселине, као примера биотехнолошког поступка са бактеријама у којима 

би се искористили хидролизати добијени у развијеним поступцима. Ферментација је извођена 

при условима који су претходно оптимизовани за млечно-киселинску ферментацију на 

скробним и отпадним супстратима из прехрамбене индустрије [307]. Међутим, за постизање 

максималне конверзије глукозе и добијање виших приноса млечне киселине, потребно је 

прилагодити сам поступак ферментације одговарајућим узорцима. Након 24-часовне 

ферментације при условима коришћеним у овој дисертацији, просечан број живих ћелија L. 

rhamnosus износио је 9,3±0,4 log CFU mL-1, али продужење трајања ферментације до 48 h није 

допринело повећању приноса млечне киселине. Ферментацијом хидролизата биомасе 

третиране плазма/алкалним третманом (ALP 70 °C) произведено је 25% више млечне киселине 

у односу на сирову биомасу, док је применом плазма игла/NADES третмана (PI/NADES) принос 

млечне киселине повећан за чак 48% у односу на хидролизат сирове биомасе. Иако нису 

остварени виши приноси млечне киселине, потврђено је да се применом третмана унапређује 

искоришћење биомасе и да су приноси слични са резултатима на супстратима друге генерације 

који се разматрају за индустријску намену. Такође, развијени третмани су значајно краћи, што 

доприноси свеукупној одрживости производње млечне киселине.   

4.8.2. Алкохолна ферментација 

 Биоетанол друге генерације (2Г), тј. биоетанол произведен на сировинама друге 

генерације је један од најважнијих биорафинеријских производа. Како се и кукурузна стабљика 
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убраја у ове сировине, њени хидролизати су коришћени у алкохолној ферментацији применом 

S. cerevisiae. Хидролизати добијени након ензимске хидролизе биомасе третиране 

плазма/алкалним и плазма/NADES третманом су обогаћени изворима азота потребним за раст 

квасаца, а потом и инокулисани преконоћном културом S. cerevisiae, према протоколу 

описаном у одељку 3.8.2. Хидролизат сирове биомасе је ферментисан како би се испитао утицај 

примењених третмана на повећање приноса биоетанола, док је сладни бујон коришћен као 

контролни узорак. Ферментација је извођена 24 h на 30 °C, уз контролу pH вредности, при 

претходно дефинисаним условима [318]. Концентрација редукујућих шећера, број живих 

ћелија, концентрација и принос биоетанола одабрани су као параметри процене ефикасности 

алкохолне ферментације. Добијени резултати приказани су на слици 4.46. 

 
Слика 4.46. Промена концентрације редукујућих шећера и принос биоетанола добијен 

ферментацијом хидролизата сирове биомасе, биомасе третиране комбинованим 

плазма/алкалним третманом на 70 °C (ALP 70 °C) и комбинованим плазма игла/NADES 

третманом (PI/NADES), у односу на контролни узорак (SB) 

Оба испитивана третмана  су се показали упоредивим у погледу ефикасности алкохолне 

ферментације, уз остварени принос биоетанола од 0,3 g g-1 ± 0,1 g g-1 у оба случаја. Остварени 

приноси биоетанола након ферментације третираних узорака су 1,2 пута већи у односу на 

сирову биомасу, чиме је потврђен значај примене третмана који претходе искоришћењу 

биомасе. Као и у случају млечно-киселинске ферментације, неслагања у односу остварене 

концентрације и приноса биоетанола добијених ферментацијом хидролизата третиране 

биомасе и сладног бујона као стандардне подлоге потичу од различитог састава и врсте шећера 

у ферментационим медијумима. За постизање максималне конверзије ферментабилних шећера 

у хидролизату неопходно је спровести оптимизацију услова ферментације, на шта указује и 

принос биоетанола у сладном бујону (0,4 g g-1 ± 0,0 g g-1), који је износио 80% теоријског 

приноса. Такође, одабиром генетички модификованих микроорганизама, способних да 

ферментишу и пентозе, могуће је додатно повећати приносе биоетанола и тиме поспешити 

искоришћење третиране биомасе. Ипак, остварени приноси су били у складу са литературним 

приносима оствареним када је кукурузна стабљика третирана при сличним процесним 

условима. Подвргавањем стабљике алкалном третману у присуству натријум хидроксида и 

даљој хидролизи, произведено је 0,46 g g-1 биоетанола [272]. Третманом стабљике еутектичком 

смешом која се састојала од холин хлорида и глицерола остварен је принос биоетанола од 

54,86%, који је највиши у односу на смеше у чији су састав улазили други HBD [275]. Имајући 

у виду све погодности развијених третмана, ово истраживање је показало да би уз одговарајуће 

повећање размера производње хидролизати кукурузне стабљике могли да буду погодан 

супстрат за ферментацију бактеријама и/или квасцима са циљем производње хемикалија и 

биогорива. 
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4.8.3. Анаеробна дигестија 
 Након потврђивања могућности употребе одабраних третираних узорака као извора 

угљеника у ферментационим процесима, за добијање млечне киселине и биоетанола, 

третирана биомаса је коришћена и као супстрат за добијање биометана у процесу анаеробне 

дигестије. За разлику од млечно-киселинске и алкохолне ферментације, анаеробна дигестија 

није захтевала претходну хидролизу третираних узорака, већ су ови узорци коришћени као 

чврсте фракције. За анаеробну дигестију је коришћен инокулум из постројења за третман 

отпадних вода. Након одређивања садржаја укупних и испарљивих чврстих материја у 

инокулуму и одабраним узорцима, узорци су помешани са инокулумом и анаеробна дигестија 

је покренута према протоколу описаном у одељку 3.8.3. Дигестија је трајала 30 дана и извођена 

је у аутоматизованом систему, те су температура и pH вредност одржаване константним. 

Сирова биомаса је такође подвргнута дигестији, како би се испитао утицај примењених 

третмана на повећање приноса биометана, док је целулоза коришћена као контрола. 

Специфичан принос биометана током 30 дана приказан је на слици 4.47. 

 
Слика 4.47. Специфични принос биометана током 30 дана анаеробне дигестије сирове 

биомасе, биомасе третиране комбинованим плазма/алкалним третманом на 70 °C (ALP 70 °C) 

и комбинованим плазма игла/NADES третманом (PI/NADES) 

Анаеробном дигестијом третиране биомасе остварени су високи приноси биометана. 

Применом комбинованог плазма/алкалног третмана, принос биометана остварен након 30 дана 

(365,7±8,8 N mL g-1 VS) био је свега 7% нижи од приноса оствареног дигестијом чисте целулозе 

(365,7±8,8 N mL g-1 VS), док је комбиновани плазма игла/NADES третман довео до повећања 

приноса биометана у односу на целулозу (369,4±2,9 N mL g-1 VS). Иако је PI/NADES третманом 

остварен висок степен делигнификације, у третираној биомаси је осим целулозе била присутна 

и мања количина лигнина (слика 4.35) који није могуће превести у биометан. Производња 

готово исте количине биометана дигестијом овако третиране биомасе као у случају чисте 

целулозе могућа је захваљујући псеудо лигнину присутном у третираној биомаси. Иако 

механизам интеракције псеудо лигнина и микроорганизама одговорних за анаеробну дигестију 

није потпуно познат, његов позитиван утицај на производњу биометана је и раније потврђен 

[407]. За разлику од псеудо лигнина, лигнин природно присутан у биомаси негативно утиче на 

анаеробну дигестију, ограничавајући доступност угљено-хидратне компоненте 

микроорганизмима продуцентима биометана. Применом одговарајућег третмана може се 

повећати индекс биодеградабилности (BDI) биомасе и тиме остварити већи принос биометана. 

Третмани развијени у оквиру ове дисертације значајно су повећали BDI, чиме је принос 

биометана након ALP 70 °C третмана повећан за 9%, а након PI/NADES третмана за 18%, у 
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односу на сирову биомасу. Сличан ефекат третмана на повећање приноса биометана постигнут 

је и применом алкалне еутектичке смеше, сачињене од етилен гликола, натријум хидроксида и 

урее [279]. Принос биометана добијеног анаеробном дигестијом кукурузне стабљике 

третиране овом смешом повећан је за 16% у односу на сирову кукурузну стабљику [279]. 

Теоријски и остварени приноси биометана, као и BDI сирове и третиране биомасе коришћене 

у овој дисертацији приказани су у табели 4.8. 

Табела 4.8. Теоријски и остварени принос биометана и индекс биодеградабилности сирове 

биомасе, биомасе третиране комбинованим плазма/алкалним третманом на 70 °C (ALP 70 °C) 

и комбинованим плазма игла/NADES третманом (PI/NADES) 

Узорак TBMP (N mL g-1 VS) BMP (N mL g-1 VS) BDI (%) 

Биомаса 451,2±5,1 313,7±8,8b 69,5±1,9d 

ALP 70 °C 419,2±14 342,6±20ab 81,7±4,9c 

PI/NADES 461,4±3,3 369,4±2,9a 80,1±1,2c 
TBMP – теоријски принос биометана; BMP – специфични принос биометана након 30 дана; BDI – индекс биодеградабилности 

За разлику од млечно-киселинске и алкохолне ферментације које, у зависности од 

процесних услова, представљају брзе процесе и веома ретко трају дуже од пет дана [408], 

анаеробна дигестија се одвија дуже, од 30 дана до чак 60 дана [409]. Дуго трајање овог процеса 

негативно утиче на свеукупну енергетску ефикасност биорафинеријског поступка, 

резултирајући повећањем оперативних трошкова. Увођењем појма „техничко време дигестије“ 

олакшана је процена одрживости биорафинеријског поступка још у фази његовог развоја. 

Техничко време дигестије представља време потребно да се произведе 80% максималне 

количине произведеног биометана [410]. Мања вредност овог параметра указује на већу 

ефикасност самог процеса. На слици 4.48 приказана је акумулирана запремина произведеног 

биометана по данима, на основу које је одређено и техничко време дигестије сваког од узорака. 

 
Слика 4.48. Акумулирана запремина биометана по дану током анаеробне дигестије сирове 

биомасе, биомасе третиране комбинованим плазма/алкалним третманом на 70 °C (ALP 70 °C) 

и комбинованим плазма игла/NADES третманом (PI/NADES) 

Да би се произвело 80% укупне запремине биометана из сирове биомасе, анаеробна 

дигестија треба да траје 13 дана. Применом третмана, дужина трајања анаеробне дигестије се 

може преполовити. Техничко време дигестије биомасе третиране ALP 70 °C третманом 

износило је 5 дана, док је применом PI/NADES третмана износило 7 дана. Ови резултати 

потврђују могућност развијања нових биорафинеријских поступака заснованих на примени 
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третмана развијених у оквиру ове дисертације. Међутим, успостављању нових 

биорафинеријских поступака претходи детаљна процена одрживости свих фаза процеса.   

4.9. Процена одрживости развијених третмана 

Након развијања и оптимизације третмана кукурузне стабљике и процене њихове 

ефикасности са аспекта делигнификације, извршена је и процена енергетске ефикасности и 

исплативости ових третмана. Процесни параметри при којима је постигнут највиши степен 

делигнификације су узети као репрезентативни пример за сваки од развијених третмана. 

Третман кукурузне стабљике Mn пероксидазом није узет у разматрање због изузетно ниске 

ефикасности. Најпре је одређена количина енергије коју је потребно уложити у извођење 

третмана. Затим је извршена процена трошкова извођења третмана на основу цене струје и 

реагенаса који су коришћени у третману. Све вредности су прерачунате и изражене за третман 

1 g биомасе. Добијени резултати приказани су у табели 4.9. 

Табела 4.9.  Процена трошкова третмана потпомогнутих нетермалном плазмом за 

делигнификацију кукурузне стабљике 

Третман* 
Уложена 

енергија (kW·h) 

Цена уложене 

енергије (рсд) 

Цена 

утрошеног 

аргона (рсд) 

Цена 

утрошених 

реагенаса 

(рсд) 

Укупна цена 

третмана** 

(рсд) 

Водени 9,26 119,71 29 538 1,52 29 668,5 

Фентон 9,25 119,58 14 769 7,01 14 904,8 

Алкални 1,10 14,22 4 923 1,91 4 940,2 

NADES 0,0085 0,11 14 769 166,0 14 935,1 
* Комбиновани плазма/водени третман (60 min); комбиновани плазма/Фентон третман (FeCl3·6H2O:Н2О2=1:25, 30 min); комбиновани 

плазма/алкални третман (70°C, 10 min); комбиновани плазма/NADES третман (ChCl:LA=1:2, 10% воде, 30 min) 

** Укупна цена за третман 1 g кукурузне стабљике 

 Када је реч о енергији коју је потребно уложити за извођење третмана, комбиновани 

нетермална плазма/NADES третман се показао као најефикаснији. Овај третман је извођен на 

собној температури и трајао је само 30 min. Са друге стране, комбиновани третмани са водом 

и са Фентоновим реагенсом су значајно захтевнији, са хиљаду пута више уложене енергије. 

Ово је последица накнадне инкубације након третмана плазмом, која је трајала 24 h, уз благо 

загревање на 35 °C. Иако је сам третман плазма иглом енергетски повољан (0,3-2 W·h), 

најзначајнији удео у укупној цени третмана има утрошени аргон. Аргон се користи као доводни 

гас током третмана плазмом, те се на укупну цену третмана може утицати скраћењем дужине 

третмана плазмом. Захваљујући три пута краћем третману плазмом током комбинованог 

нетермална плазма/алкалног третмана у односу на комбиновани нетермална плазма/NADES и 

нетермална плазма/Фентон третман, укупна цена алкалног третмана је три пута нижа у односу 

на друга два третмана. Такође, на укупну цену третмана значајан утицај има и одабир 

реагенаса. Еутектичке смеше представљају комплекснији медијум од воде и водених раствора 

водоник пероксида и соли гвожђа, те су и трошкови употребљених реагенаса највећи у 

плазма/NADES третману. Међутим, осим економског, одабир реагенаса је важан и са 

еколошког аспекта.  

Еколошки аспект се односи пре свега на количину отпада и загађење који настају током 

извођења третмана [411]. Третирана биомаса се након третмана Фентоновим реагенсом и 

алкалног третмана испира оксалном, односно хлороводоничном киселином. Додатно, 

изоловање хемицелулозне и лигнинске фракције захтева подешавање pH вредности, чиме се у 

систем уводе нови реагенси. На овај начин настаје отпадна вода коју је потребно неутралисати 

пре одлагања. Употребом еутектичких смеша је омогућено искоришћење свих фракција након 

третмана. Наиме, за рекуперацију угљено-хидратне компоненте и издвајање лигнинске 

фракције се у систем уводе 96% етанол и вода. Након изоловања лигнина, вода и етанол се 
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могу уклонити упаравањем и користити у новом циклусу третмана. Истовремено, 

рекуперисана еутектичка смеша се користи као ферментациони медијум, чиме се обезбеђује 

циркуларност процеса. Третман еутектичким смешама развијен у овој дисертацији је 

најједноставнији за извођење, најкраћи, енергетски најмање захтеван и еколошки прихватљив. 

Осим тога, након овог третмана остварен је највиши принос биометана. Стога је овај третман 

одабран као модел за скалирање процеса у плазма реактору и процену утицаја скалирања на 

укупне трошкове самог процеса. 

Применом плазма реактора, размере третмана су увећане 15 пута. Третман је извођен 

при истим условима као и применом плазма игле, на начин описан у одељку 3.5.4. Укупни 

трошкови извођења третмана у плазма реактору су израчунати на исти начин као у случају 

плазма игле (табела 4.9). За третман 15 g  кукурузне стабљике у плазма реактору неопходно је 

издвојити 112 743,73 рсд, што је дупло мање новца него што би било потребно издвојити за 

третман исте количине стабљике применом плазма игле. Анаеробном дигестијом биомасе 

третиране у плазма реактору произведено је 483,76  N mL g-1 VS, што је за 54% више у односу 

на сирову биомасу.  Енергија биометана износи 35,8 Ј mL-1, док је за третман једног килограма 

стабљике у плазма реактору неопходно уложити 0,465 kW·h, односно 1,67 МЈ [282]. На основу 

ових параметара израчуната је количина енергије коју је могуће произвести анаеробном 

дигестијом третиране биомасе. Добијене вредности приказане су у табели 4.10. 

Табела 4.10. Енергетски биланс производње биометана из третиране кукурузне стабљике 

Супстрат 
Произведена 

енергија (MJ kg-1) 

Енергија уложена у 

третман (MJ kg-1) 

Нето енергија  

(MJ kg-1) 

Сирова биомаса 10,18 - 10,18 

PR/NADES 15,69 1,67 14,02 

Применом третмана остварен је пораст произведене енергије од 38% у односу на сирову 

кукурузну стабљику. Такође, нето енергија добијена анаеробном дигестијом третиране 

стабљике је 8,4 пута већа од количине енергије коју је потребно уложити у третман. Иако су 

остварени резултати задовољавајући, даљом оптимизацијом самог третмана је могуће 

повећати принос биометана, односно произведене енергије. Комбинованим плазма/Фентон 

третманом у истом реактору, остварен је пораст производње енергије од 25% у односу на 

сирову биомасу [412], док је воденим третманом у овом реактору принос енергије повећан за 

18% [282]. Овим је потврђен значај употребе еутектичких смеша у третману биомасе. 

Анализирани критеријуми представљају оквирну процену одрживости комбинованог 

нетермална плазма/NADES третмана при наведеним условима.  За детаљну процену применом 

техно-економске анализе и анализе животног циклуса неопходно је  додатно скалирање 

процеса.
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5. ЗАКЉУЧАК 

 У оквиру ове докторске дисертације развијена су четири третмана лигноцелулозне 

биомасе потпомогнута нетермалном плазмом. Третмани су развијени тако да се њиховом 

применом оствари највиши степен делигнификације третиране биомасе. Након третмана 

извршено је фракционисање и издвајање добијених фракција. Изоловане целулозна, 

хемицелулозна и лигнинска фракција су окарактерисане са аспекта хемијског састава, 

структурних и морфолошких промена изазваних третманом. Потом су одабране целулозне и 

лигнинске фракције погодне за валоризацију. Искоришћење целулозне фракције је потврђено 

кроз ензимску хидролизу, млечно-киселинску ферментацију, алкохолну ферментацију и 

анаеробну дигестију. Лигнинске фракције су окарактерисане са аспекта биолошке активности, 

одређивањем антиоксидативне и антимикробне активности. Затим је одабран модел третман 

који је скалиран применом нетермалног плазма реактора са диелектричним баријерним 

пражњењем (DBD). По завршетку третмана, процењена је његова ефикасност 

карактеризацијом третиране биомасе и њеним искоришћењем као супстрата за добијање 

биометана. На крају, извршена је оквирна процена одрживости развијених третмана. 

Одрживост је процењена са економског и енергетског аспекта, имајући у виду потрошњу 

енергије и реагенаса потребних за третман, као и  количину произведене енергије. 

 Први део истраживања подразумевао је хемијску карактеризацију нетермалне плазме 

на атмосферском притиску, која је у овој дисертацији коришћена у конфигурацији плазма игле. 

Утврђен је профил стабилности најзначајнијих карактеристика плазма активиране воде током 

различитих временских интервала. Утврђено је да се применом плазме добија активирана вода 

обогаћена реактивним врстама, пре свега хидроксил радикалом и водоник пероксидом, док су 

јони нитрита и нитрата присутни у нижим концентрацијама. Овиме је потврђена могућност 

употребе плазме као in situ извора реактивних врста у воденим медијумима које су значајне за 

разградњу лигноцелулозне биомасе, пре свега за уклањање лигнина. 

 Производњом реактивних врста in situ у воденом медијуму може се уклонити и до 49% 

лигнина из кукурузне стабљике за 1 h, без додавања реагенаса. Ипак, овакав третмана не 

доприноси биотехнолошком искоришћењу пре свега угљено-хидратне компоненте сировине 

значајно, јер ензимском хидролизом третиране биомасе није уочено повећање приноса шећера 

у односу на сирову биомасу. Закључено је да је неопходно извршити модификације третмана 

комбиновањем плазме са реагенсима који су се претходно показали погодним за 

делигнификацију.  

 У наредном кораку истраживања, развијен је биомиметички третман биомасе заснован 

на синергистичком дејству плазме и Фентон третмана, по узору на разградњу лигнина коју у 

природи врше гљиве беле трулежи. Употребом Фентоновог реагенса, сачињеног од Fe3+ јона и 

водоник пероксида (FeCl3:H2O2=1:25) и излагањем биомасе плазми у трајању од 30 min 

уклоњено је 53,5% лигнина. Остварени резултати истакли су значај примене плазме као 

додатног извора водоник пероксида и других реактивних врста које учествују у Фентон 

реакцији. Континуалним увођењем водоник пероксида у реакциону смешу применом плазме 

остварен је 1,98 пута виши степен делигнификације у односу на Фентон третман без излагања 

плазми. Комбиновани плазма/Фентон третман је довео до повећања порозности биомасе, 

резултирајући повећањем приноса глукозе 2,25 пута у односу на сирову биомасу, чиме је 

потврђен допринос овог третмана искоришћењу биомасе у биотехнолошким процесима. 

Приликом фракционисања биомасе након третмана утврђено је да заостаје значајна количина 

гвожђа у лигнинској фракцији што отежава даљу валоризацију, па су разматране друге 

могућности унапређења третмана. 

Највиши степен делигнификације од чак 86% остварен је применом комбинованог 

нетермална плазма/алкалног третмана. Употреба алкалног раствора водоник пероксида била је 

погодна за стварање хидропероксил јона који примарно доводи до делигнификације. Излагањe 
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овог раствора плазми допринело је повећању концентрације хидропероксил јона. Третман је 

развијен тако да се изводи у краћим временским интервалима и на температурама нижим од  

уобичајених за алкалне третмане, што представља унапређење конвенционалних алкалних 

третмана и доприноси њиховој одрживости. Ефикасност третмана је потврђена не само у 

делигнификацији биомасе, већ и са аспекта добијања чистих фракција. Третирана биомаса је 

доминантно сачињена од целулозе, уређене кристалне структуре, која је потврђена применом 

SEM микрографије и рендгенске анализе. Захваљујући побољшаним морфолошким и 

структурним карактеристикама, овако добијена целулозом богата фракција се, уз мање 

модификације, може  превести и у микрокристалну целулозу и као таква користити у 

фармацеутској или прехрамбеној индустрији, или потенцијално и у биомедицини. Третирану 

биомасу карактерише висок степен конверзије током ензимске хидролизе, уз просечан принос 

шећера од 94% и при нижој концентрацији ензима од уобичајено коришћене у 

биотехнолошким поступцима. Ово је посебно значајно за искоришћење биомасе у 

ферментационим процесима. Примењени третман је довео до деполимеризације лигнина и 

његовог издвајања у виду честица микро и нано величине. Применом плазме добијене су 

честице правилног облика и униформне величине, при чему је спречена њихова агломерација, 

без додавања стабилизатора. Добијена лигнинска фракција светло браон боје је показала и 

антиоксидативну активност, те се може разматрати њена примена у козметичким и 

фармацеутским формулацијама. Такође, развијени поступак се показао као једнако ефикасан у 

третману сировина различитог хемијског састава. Остварени резултати истичу значај примене 

комбинованог плазма/алкалног третмана као јединственог поступка за истовремено добијање 

целулозне и лигнинске фракције високог квалитета. Укључивањем оваквог третмана у 

биорафинеријске поступке може се успоставити веза између биорафинерије на бази целулозе 

и биорафинерије на бази лигнина. 

 Третман кукурузне стабљике природним дубоким еутектичким смешама (NADES) 

потпомогнут плазмом је био други по ефикасности. Оптимизацијом третмана су утврђени 

процесни услови за постизање максималног степена делигнификације, при чему је чак 76% 

лигнина уклоњено током 30-минутног третмана. Степен делигнификације применом 

плазма/NADES третмана је био 1,3 пута већи од степена делигнификације оствареног када је 

за третман коришћена само еутектичка смеша, без плазме. Овиме је потврђен значај плазме као 

технике за постизање ефикаснијег уклањања лигнина, за шта се уобичајено користе ултразвук 

и микроталаси. Такође, по први пут је испитан утицај плазме на структуру саме смеше. FTIR 

спектроскопија је потврдила да излагањем смеше плазми долази до стварања нових 

водоничких веза, чиме се повећава стабилност смеша. Позитиван утицај плазме на смеше 

омогућио је ефикасно третирање биомасе при амбијенталним условима. Додатним 

испитивањима утврђено је да се слична ефикасност може постићи и при третманима краћим 

од 30 min, што значајно доприноси енергетској ефикасности процеса. Предложен је и нови 

приступ искоришћењу рекуперисане смеше након третмана, чиме је спречен губитак угљено-

хидратне компоненте која се делимично разграђује применом киселих NADES. Рекуперисана 

смеша богата шећерима који потичу од разградње целулозе и хемицелулозе искоришћена је 

као супстрат за раст L. rhamnosus, чиме је показано да током третмана не долази до стварања 

инхибиторних једињења, која би неповољно утицала на раст микроорганизама. До сада није 

испитивана могућност извођења млечно-киселинске ферментације у NADES растварачима, 

док је висока виабилност бактерија од 8,2±0,2 log CFU mL-1 потврдила валидност предложене 

хипотезе. Ензимском хидролизом третиране биомасе потврђено је да делимична разградња 

угљено-хидратне компоненте, до које је дошло током третмана, није имала негативан утицај 

на принос шећера, који је у третираној биомаси износио око 50%. Након третмана је изолована 

и лигнинска фракција, погодних органолептичких својстава, која је након екстраховања у 

диметил-сулфоксиду  показала антиоксидативну активност. Примењеним третманом добијене 

су три фракције – третирана биомаса доминантно сачињена од целулозе, лигнинска фракција 

и рекуперисана NADES богата шећерима. Искоришћењем све три фракције развијени третман 

приближава „zero waste“ и „zero pollution“ концептима, који представљају основна начела у 
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развоју биорафинеријских поступака. Такође, развијени поступци прате важне принципе 

безбедности и одрживости кроз дизајн (енгл. Safety and Sustainability by Design (SSbD)).   

 На основу претходно остварених резултата, узорци третирани комбинованим 

плазма/алкалним и плазма/NADES третманом су одабрани као најпогоднији за искоришћење у 

млечно-киселинској ферментацији, алкохолној ферментацији и анаеробној дигестији. 

Остварени приноси потврдили су могућност примене третиране биомасе, односно 

хидролизата третиране биомасе, као супстрата за производњу млечне киселине, биоетанола и 

биометана. Такође, потврђен је допринос примењених третмана у остваривању виших приноса 

у односу на сирову биомасу. Конкретно, примењени третмани су омогућили производњу 25% 

више млечне киселине у случају плазма/алкалног третмана и 48% више млечне киселине у 

случају плазма/NADES третмана. Хидролизати третиране биомасе погодовали су расту 

производног микроорганизма, што је потврдио и висок просечан број живих ћелија L. 

rhamnosus 24 h након почетка ферментације (9,3±0,4 log CFU mL-1). Сличан ефекат третмана 

је уочен и након алкохолне ферментације, уз 1,2 пута више приносе биоетанола остварене 

ферментацијом хидролизата третиране биомасе у односу на сирову биомасу. У следећој фази 

истраживања требало би извршити оптимизацију услова за одвијање оба типа ферментације у 

циљу повећања приноса млечне киселине и биоетанола. Специфичан хемијски састав биомасе 

третиране плазма/алкалним и плазма/NADES третманом омогућио је ефикасну конверзију 

биомасе до биометана, уз значајне приносе остварене након 30 дана. Принос биометана 

насталог дигестијом узорка третираног плазма/алкалним третманом био је свега 7% нижи од 

приноса оствареног дигестијом чисте целулозе, док се биомаса третирана плазма/NADES 

третманом показала као погоднији супстрат од целулозе, уз остваривање нешто вишег 

приноса. Примењени третмани су допринели и смањењу техничког времена дигестије 

биомасе, те је 80% укупног биометана произведено за свега 5 дана након плазма/алкалног 

третмана, односно за 7 дана након плазма/NADES третмана. Када је за производњу биометана 

коришћена сирова биомаса, техничко време дигестије износило је 13 дана. Ово доводи до 

закључка да се енергетска ефикасност производње биометана може повећати укључивањем 

предложених третмана као неизоставног корака који би претходио анаеробној дигестији.  

 Оквирна процена одрживости третмана развијених у оквиру ове дисертације показала 

је да је комбиновани плазма/NADES третман захтевао најмањи утрошак енергије, захваљујући 

најкраћој дужини третмана. Међутим, као најисплативији третман истакао се комбиновани 

плазма/алкални третман. Овај исход последица је висине трошкова који потичу од аргона 

потрошеног током третмана плазмом, као и трошкова употребљених реагенаса. Иако су 

варијабилни трошкови плазма/NADES третмана виши, применом овог третмана омогућено је 

потпуно искоришћење свих фракција биомасе, уз воду и етанол као једине отпадне токове, који 

се и сами могу поново користити као раствори техничке чистоће. Такође, биокомпатибилност 

и биоразградивост еутектичких смеша, уз минималан утрошак енергије, чине овај третман 

атрактивним за скалирање, што је испитано у оквиру дисертације у DBD плазма реактору са 

микромехурићима. Анаеробном дигестијом биомасе третиране еутектичком смешом у 

поменутом реактору произведена је енергија довољна за осам наредних циклуса третмана. Ово 

је важан допринос и изузетно унапређење у односу на конвенционални процес, и представља 

основ за  свеобухватна испитивања са циљем примене на вишем технолошком нивоу. 

 Током испитивања у оквиру ове докторске дисертације показана је могућност употребе 

лигнинолитичког ензима манган пероксидазе за развијање новог поступка тзв. „lignin first“ 

биорафинерије. Наиме, резултати остварени након комбиновања плазме са манган 

пероксидазом указују на потенцијалну целулазну и хемицелулазну ефикасност оваквог 

система. Укључивањем одговарајућих ензима из групе целулаза у овај систем, потенцијално се 

може разградити угљено-хидратна компонента лигноцелулозе, при чему би заостала третирана 

биомаса била доминантно изграђена од лигнина. Испитивање синергизма плазма третмана и 

ензима је нов концепт уведен у оквиру ове дисертације и представља значајан допринос који 

може отворити нове правце истраживања у биорафинерији. 
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