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Sinteza, karakterizacija i primena multifunkcionalnih bioc¢adi na bazi otpadne lignocelulozne
biomase

Sazetak

Istrazivanje u okviru ove doktorske disertacije usmereno je na odrzivo koris¢enje otpada iz
prehrambene industrije u cilju razvoja multifunkcionalnih bioc¢adi. Otpadne kostice voca: breskve
(KB), visnje (KV) i §ljive (KS), poreklom iz lokalne fabrike voéa, pirolizovane su kako bi se
proizvele biocadi KBB, KVB i KSB, redom. Dobijene biodadi su prosejane na Zeljene granulacije i
detaljno okarakterisane razli¢itim fizicko-hemijskim analizama kao i primenom: SEM-EDX, XRD,
FTIR-ATR, BET i TGA/DTG tehnike. Zahvaljuju¢i velikoj specifiénoj povrSini, razvijenoj
poroznoj stukturi i prisustvu velikog broja funkcionalnih grupa, sintetisane bioc¢adi su se pokazale
kao efikasni adsorbenti za uklanjanje toksi¢ne boje brilijantno zelene (BZ) u Sarznom sistemu. U
cilju optimizacije adsorpcionog procesa, ispitani su procesni parametri, pri ¢emu su optimalni uslovi
postignuti primenom adsorbenta pre¢nika 0,5-1 mm, na pH vrednosti 6, dozi adsorbenta od 2 g/L,
vremenu kontakta od 90 min, temperaturi od 35 °C i inicijalnoj koncentraciji boje od 50 mg/L.

Radi boljeg razumevanja mehanizma adsorpcije BZ primenom sintetisanih biocadi,
eksperimentalni podaci su analizirani primenom razli¢itih kineti¢kih (pseudo-prvi red, pseudo-drugi
red i Weber-Morrisov model) i izotermnih modela (Langmuirov, Freundlichov i Sipsov model).
Primenjene adsorpcione izoterme, potvrdile su visoke adsorpcione kapacitete bioc¢adi prema BZ, pri
c¢emu su najvisi kapaciteti ostvareni primenom Sipsovog modela: 114,46 mg/g za KVB, 101,11
mg/g za KBB i 100,38 mg/g za KSB. Da bi se ispitao uticaj me$anja na kinetiku adsorpcije,
eksperiment je dodatno izveden u air-lift reaktoru (ALR) pri dva razli¢ita protoka vazduha.
Rezultati su pokazali da je primenom KVB u ALR-u postignuta priblizno ista efikasnost uklanjanja
BZ kao u $arznom sistemu, ali za dvostruko kra¢e vreme, §to ukazuje na znacajan potencijal air-lift
sistema za efikasno uklanjanje boje uz zna¢ajno smanjenje trajanja procesa i energetskih troskova.

Na osnovu eksperimentalno dobijenih rezultata, primenom vestackih neruonskih mreZa,

razvijen je model koji omoguéava pouzdano predvidanje adsorpcionog kapaciteta sintetisanih
biofadi prema drugim katjonskim bojama. Model je pokazao dobru tacnost predikcije, ¢ime je
potvrden potencijal proizvedenih bioc¢adi za Siru primenu u tretmanu otpadnih voda.
Pored toga, proizvedene biocadi su hemijski aktivirane i ispitivane kao nosaci za imobilizaciju
lakaze iz Trametes versicolor. Uzorak KVB se pokazao kao najefikasniji nosa¢, a uspeSna
imobilizacija lakaze potvrdena je pomo¢u SEM-EDX i FTIR-ATR analiza. Imobilisana lakaza na
KVB uspesno je primenjena za razgradnju BZ, pri ¢emu je u SarZznom sistemu postignuta efikasnost
uklanjanja od 93% nakon 4 h, dok je u ALR-u ostvarena efikasnost od 98% za 2,5 puta krace
vreme. Imobilisana lakaza na KVB pokazala je efikasnost razgradnje boje vecu od 80% nakon
devet uzastopnih ciklusa u SarZnom sistemu, Sto ukazuje na dobru stabilnost imobilisanog enzima
na biocadi.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da se otpad iz prehrambene industrije moze
prevesti u multifunkcionalne bioc¢adi, koje su se pokazale kako ekoloski prihvatljivi i ekonomski
isplativi adsorbenti | nosaci za imobilizaciju enzima. Pretvaranjem otpada iz prehrambene industrije
u biocad, ne samo da se smanjuje njegovo talozenje po deponijama, ve¢ se istovremeno doprinosi i
ostvarivanju principa cirkularne ekonomije kroz razvoj novih proizvoda visoke upotrebne vrednosti
sa Sirokom potencijalnom primenom u razli¢itim oblastima.

Kljuéne reci: lignocelulozna otpadna biomasa, piroliza, biocad, adsorpcija, katjonske boje, air-lift
reaktor, imobilizacija, lakaza, ANN

Naucna oblast: TehnoloSko inzenjerstvo
UZa naucna oblast: Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija



Synthesis, characterization and application of multifunctional biochars based on waste
lignocellulosic biomass

Abstract

The research presented in this doctoral dissertation focuses on the sustainable utilization of
food industry waste for the development of multifunctional biochars. Waste fruit stones from peach
(KB), sour cherry (KV), and plum (KS), obtained from a local fruit processing factory, were
pyrolysed to produce the biochars KBB, KVB, and KSB, respectively. The obtained biochars were
sieved to the desired particle sizes and thoroughly characterized through various physico-chemical
analyses, as well as: SEM-EDX, XRD, FTIR-ATR, BET, and TGA/DTG techniques. Owing to
their high specific surface area, highly developed porous structure and the presence of numerous
surface functional groups, the synthesized biochars demonstrated high efficiency as adsorbents for
the removal of the toxic dye Brilliant Green (BZ) in a batch system. In order to optimize the
adsorption process, various operational parameters were investigated, and the optimal conditions
were achieved using an adsorbent with a particle size of 0.5-1 mm, at pH value of 6, an adsorbent
dose of 2 g/L, a contact time of 90 min, a temperature of 35 °C, and an initial dye concentration of
50 mg/L.

To gain a better understanding of the adsorption mechanism of BZ using the synthesized
biochars, experimental data were analyzed using various kinetic (pseudo-first order, pseudo-second
order and Weber—Morris model) and isotherm models (Langmuir, Freundlich, and Sips models).
The applied adsorption isotherms confirmed the high adsorption capacities of the biochars for BZ,
with the highest capacities obtained using the Sips model: 114.46 mg/g for KB, 101.11 mg/g for
KBB, and 100.38 mg/g for KSB. To examine the influence of mixing on adsorption kinetics, the
experiment was additionally conducted in an air-lift reactor (ALR) at two different air flow rates.
The results showed that the use of KVB in the ALR achieved approximately the same BZ removal
efficiency as in the batch system, but in half the time, indicating the significant potential of the air-
lift system for efficient dye removal with substantial reductions in both process duration and energy
consumption.

Based on the experimentally obtained results, the model was developed using artificial
neural networks to enable reliable prediction of the adsorption capacity of the synthesized biochars
for other cationic dyes. The model demonstrated good predictive accuracy, confirming the potential
of the produced biochars for broader application in wastewater treatment.

In addition, the produced biochars were chemically activated and investigated as carriers for
the immobilization of laccase from Trametes versicolor. The KVB proved to be the most efficient
carrier, and successful laccase immobilization was confirmed using SEM-EDX and FTIR-ATR
analyses. The immobilized laccase on KVB was successfully applied for the degradation of BZ,
achieving a removal efficiency of 93% after 4 hours in the batch system, while in the ALR, an
efficiency of 98% was achieved in 2.5 times shorter duration. The immobilized laccase on KVB
retained more than 80% degradation efficiency after nine consecutive cycles in the batch system,
indicating good stability of the immobilized enzyme on the biochar.

The results obtained in this doctoral dissertation indicate that food industry waste can be
converted into multifunctional biochars, which have proven to be both environmentally friendly and
economically viable as adsorbents and carriers for enzyme immobilization. Converting food
processing waste into biochar, not only is landfill disposal reduced, but the principles of the circular
economy are also supported through the development of new high-value products with broad
potential applications across various fields.

Keywords: lignocellulosic waste biomass, pyrolysis, biochar, adsorption, cationic dyes, air-lift
reactor, immobilization, laccase, ANN

Scientific Field: Technological engineering
Scientific subfield: Biochemical engineering and biotechnology
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1. UvOD

Porast broja stanovnika, zajedno sa neodrzivim obrascima potro$nje savremenog nacina
zivota, dovodi do zna¢ajnog povecanja koli¢ine otpada od hrane, koji predstavlja jedan od najvecih
izazova savremenog drustva. Pored toga §to dovodi do troSenja resursa ulozenih u proizvodnju,
transport i preradu hrane, ovaj otpad predstavlja i zna¢ajno opterecenje za zivotnu sredinu [1,2].
Neadekvatno zbrinjavanje otpada od hrane dovodi do ispustanja Stetnih materija u zemljiste, vodu i
vazduh, kao i do emisija gasova sa efektom staklene baste [3].

Otpad iz prehrambene industrije, koji je uglavnom lignocelulozne prirode, predstavlja jeftin,
dostupan, obnovljiv i potencijalno vredan resurs za dobijanje razli¢itih proizvoda. Upotrebom ovog
otpada, ne samo da bi se smanjilo njegovo talozenje i spaljivanje na deponijama, ve¢ bi se
omogucila njegova ponovna primena u cilju razvoja novih proizvoda, §to je u skladu sa principima
cirkularne ekonomije i ,,zero waste” strategije. Piroliza, termohemijska konverzija otpadne biomase
u inertnim uslovima, privlaci sve vise paznje za reciklazu otpada iz prehrambene industrije, jer
predstavlja jednostavan i prakti¢an na¢in za smanjenje vise od 80% ukupnog otpada [4]. Procesom
pirolize otpad od hrane se prevodi u vredan proizvod-bio¢ad, uz smanjenje negativnih uticaja na
zivotnu sredinu. BioCad predstavlja ugljeni¢ni materijal, koji zahvaljujuéi svojim karateristikama,
poput velike specificne povrsine i obilja funkcionlanih grupa, nalazi Siroku primenu u razli¢itim
oblastima, posebno u oblasti odrzivog upravljanja resursima. Upotreba bioc¢adi je u skladu sa
ciljevima odrzivog razvoja, ¢ime se potvrduje njegova primena kao efikasnog alata u reSavanju
klju¢nih globalnih problema, poput klimatskih promena, erozije i plodnosti zemljista i sveukupnog
zagadenja zivotne sredine. Procene ukazuju da piroliza otpadne biomase i proizvodnja bio¢adi moze
doprineti smanjenju emisije izmedu 66 i 130 milijardi metri¢kih tona ekvivalenta CO2 u periodu od
jednog veka. Priblizno 50% smanjenja emisije poti¢e od sposobnosti bio¢adi da dugoro¢no skladisti
ugljenik u zemljistu, 30% se odnosi na zamenu fosilnih goriva energijom dobijenom tokom pirolize,
dok se preostalih 20% pripisuje smanjenju emisije metana i azot-oksida [5].

Bioc¢ad se posebno efikasno pokazala kao adsorbent za precis¢avanje kontaminiranih voda,
naroc¢ito u uklanjanju boja koje se smatraju jednim od najopasnijih zagadujuc¢ih materija, usled
toksi¢nosti prema zivim organizmima i $tetnog uticaja na zivotnu sredinu [6]. Najvec¢i adsorpcioni
kapacitet biocad pokazuje prema katjonskim bojama, koje, u poredenju sa anjonskim, pokazuju
izraZenije kancerogeno, mutageno i toksi¢no dejstvo [7]. Ove boje se najces¢e primenjuju u
industriji papira, tekstila i koze, nakon ¢ega se ispustaju u vodotokove i dolaze u direktan kontakt sa
Zivim organizmima [8,9].

Pored toga, poslednjih godina, bioad se razmatra i kao nosa¢ za imobilizaciju enzima.
Primena slobodnih enzima ima odredene nedostatke poput visokih operativnih troSkova, niske
stabilnosti, otezanog izdvajanja enzima i nemoguénosti ponovne upotrebe [10]. lako primena
komercijalnih nosaca moze efikasno prevazic¢i ove probleme, njihova visoka cena cesto predstavlja
ogranicavajuci faktor za Siroku primenu u industriji. Pored velike specificne povrSine, razvijene
porozne strukture, prisustva funkcionalnih grupa, inertne prirode i fizicko-hemijske stabilnosti,
biocad se izdvaja kao pristupacan, lako dostupan i odrziv materijal za imobilizaciju enzima [10].

Zbog svega prethodno navedenog, cilj ispitivanja sprovedenih i opisanih u ovoj disertaciji je
upotreba otpada iz prehrambene industrije za razvoj multifunkcionalnih biocadi. Proizvedene
bioc¢adi su detaljno okarakterisane primenom razli¢itih instrumentalnih i fizicko-hemijskih analiza,
nakon Cega je istraZivanje i8li u dva pravca. U prvodm delu, sintetisane biocadi su koriS¢ene kao
adsorbenti za uklanjanje katjonske boje brilijantno zelene u $arznom i air-lift sistemu, dok su u
drugom delu ispitivane kao nosa¢i za imobilizaciju komercijalne lakaze poreklom iz Trametes
versicolor. Imobilisana lakaza na biocadi dalje je primenjena za razgradnju brilijatno zelene boje u
Sarznom i air-lift sistemu.

Imajuéi u vidu da prehrambena industrija svakodnevno generiSe znacajne koli¢ine otpada,
njegova efikasna konverzija 1 upotreba predstavljaju znafajan doprinos odrzivom upravljanju
otpadom 1 razvoju ekoloski prihvatljivih tehnologija.
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Inovativnost ovog istrazivanja ogleda se u izboru sirovina za dobijanje bio¢adi, s obzirom da
u dostupnoj literaturi do sada nije zabelezeno nijedno istraZivanje koje se bavi primenom otpadnih
kostica voc¢a za proizvodnju bio¢adi namenjenih za adsorpciju katjonske boje BZ kako u $arznom
tako ni u air-lift reaktoru. Dodatnu nauc¢nu vrednost ove disertacije predstavlja ¢injenica da do sada
nisu dostupni podaci o imobilizaciji lakaze na bio¢adi iz ovih polaznih sirovina. Na taj nacin je
razvijeno ekonomicno i ekoloski prihvatljivo reSenje zbrinjavanja otpadnih koStica vocéa, uz
istovremenu sintezu novih funkcionalnih materijala, koji mogu imati Siroku primenu u razli¢itim
granama industrije. Ovakav pristup direktno doprinosi principima odrzivog razvoja, kroz smanjenje
otpada, unapredenje upravljanja resursima i promociju zelenih tehnologija u zastiti Zivotne sredine.

2. TEORIJSKI DEO
2.1. Lignocelulozna biomasa

Biomasa predstavlja organsku materiju bioloskog porekla, nastalu direktno ili indirektno
putem fotosinteze. Obuhvata Sirok spektar materijala, ukljucujuéi biljne i zivotinjske ostatke,
mikroorganizme, otpad iz poljoprivrede, Sumarstva, industrije i komunalnog otpada [11]. Biomasa
je vredan resurs zbog svoje Siroke dostupnosti, ekonomske isplativosti i raznovrsne primene, koja,
izmedu ostalog, ukljucuje proizvodnju toplote i elektri¢ne energije, kao i biogoriva poput bioetanola
i biodizela, ¢ime znacajno doprinosi razvoju odrzivih energetskih sistema. Kao obnovljiv izvor
energije s najduzom tradicijom kori$¢enja, biomasa ima znacajnu ulogu u odrzivom upravljanju
prirodnim resursima i smanjenju emisije gasova sa efektom staklene baste [12].

Lignocelulozni otpad predstavlja najobimniji i najve¢im delom neiskoris¢eni izvor biomase
na Zemlji, sa pribliznim prinosom od oko 200 milijardi tona godisnje [13]. lako se oko 8,2 milijarde
tona otpadne lignocelulozne biomase koristi u razli¢itim industrijskim oblastima, znacajan deo i
dalje zavrSava na deponijama, ¢ime dodatno optereCuje Zivotnu sredinu [14]. Lignocelulozna
biomasa (LB) moze se dobiti iz razli¢itih izvora (Slika 2.1), poput komunalnog i industrijskog
otpada, Sumske biomase, drvenastog otpada, poljoprivrednog otpada i poljoprivrednih ostataka [15].

U Srbiji se godisnje proizvede oko 12,5 miliona tona poljoprivredne LB, koja obuhvata
ostatke poljoprivrednih kultura, vocarstva, vinogradarstva, prerade voca... Ova koli¢ina proizvedene
biomase je ocekivana, uzimaju¢i u obzir da poljoprivreda predstavlja klju¢ni sektor srpske
ekonomije, pri ¢emu oko 55 % ukupne teritorije zemlje ¢ine poljoprivredna zemljista [12].
Najvazniji izvor poljoprivredne biomase u Srbiji predstavljaju Zetveni ostaci zitarica 1 industrijskih
biljaka, pri ¢emu su najzastupljeniji iz kukuruza i pSenice. Pored toga, otpad koji nastaje tokom
rezidbe voénjaka i vinograda, predstavlja jo$ jedan znacajan izvor biomase [12,16]. Proizvedena
biomasa u Srbiji uglavnom se koristi u domacinstvima za grejanje i proizvodnju elekti¢ne energije,
dok preostali deo ostaje neiskoriS¢en. Na primer, ukupna koli¢ina drvnih ostataka nastalih nakon
Sumskih seca procenjuje se na 1,1 milion m3, od ¢ega oko 0,6 miliona m* ostaje neiskori§¢eno kao
Sumski otpad [12]. Prema planu za 2025. godinu, predvida se da ¢e proizvodnja ¢vrste biomase
iznositi 1,700 miliona tona ekvivalenta nafte (Mtoe), od ¢ega ¢e 88% biti iskoriS¢eno za grejanje u
domacinstvima [17].



Otpad od hrane AmbalaZa
Komunalni otpad

]

&
\

Piljevina lverica

N

Lignocelulozna
biomasa

Kostice

Poljoprivredni ostaci

Pulpa Mulj
Industrijski otpad

Slika 2.1. Razli¢iti izvori otpadne lignocelulozne biomase

Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih Nacija, Food and Agriculture
Organization (FAO), belezi znaajan porast svetske potraznje, a samim tim i proizvodnje svezeg
voca i povréa. Prose¢na svetska godiS$nja proizvodnja voca iznosi oko 887 miliona metri¢kih tona
(MMT), pri ¢emu se najvise proizvode banane (119,83 MMT), lubenice (101,62 MMT), jabuke
(86,44 MMT) i grozde (78,03 MMT) [18]. Zbog kvarljive prirode i prisustva nejestivih delova,
tokom proizvodnje, skladiStenja, distribucije i konzumacije nastaju znacajne koli¢ine otpada, koji
¢ini 25-30% ukupne mase preradenih sirovina. Ovaj otpad najve¢im delom potice od kore (15-
60%), dok preostali deo ¢ine kostice, semenke, ljuske i drugi delovi [19]. Otpad od voca i povrca
sadrzi velike koli¢ine suspendovanih c¢vrstih materija i pokazuje visoke vrednosti bioloske i
hemijske potrosnje kiseonika, Sto znacajno uti¢e na izbor metoda za njegovo zbrinjavanje i na
troskove tretmana [2]. U Tabeli 2.1 prikazane su koli¢ine i sastav lignoceluloznog otpada koji
potice iz industrije prerade voca. Kao §to se moze videti iz prikazanih podataka, svake godine
generiSu se ogromne koli¢ine ovog otpada, koji se obi¢no spaljuje ili deponuje sto dovodi do
dodatnog opterecenja Zivotne sredine 1 stvaranja sekundarnog otpada.



Tabela 2.1. Lignocelulozni sastav i koli¢ina otpada iz industrije prerade voca

, Vi Lignocelulozne komponente, % Koli¢ina
Voce Otpada : — otpada, | Referenca
pa Celuloza | Hemiceluloza | Lignin MTG*
Banana Kora 11,45 25,52 9,82 9 [1,20]
Pomorandza Kora 11,93 14,46 2,17 25-30 [20,21]
Grozde Komina 10,50 6,10 31,9 5-9 [1,22]
Breskva Komina 58,05 5,10 16,54 2,4 [23,24]
Sljiva Kostica | 26,50 22,00 49,30 0,7** [25-27]

MTG*-Miliona tona godisnje
**|zracunato pomocu literaturnih podataka

Kosti¢avo voée predstavlja ¢etvrtu najzastupljeniju grupu voénih kultura po proizvodnji u
Evropi, sa 7,3 miliona tona, dok se po povrsini uzgoja nalazi na petom mestu (0,6 miliona hektara).
Najzastupljenije vrste su breskve, koje ¢ine 42% ukupne proizvodnje, a zatim slede §ljive sa 20%,
nektarine sa 16% i tre$nje sa 13% udela u ukupnoj proizvodnji kosti¢avog voca [25].

Industrija prerade voc¢a u Srbiji predstavlja jedan od klju¢nih sektora privrede, sa godiSnjom
proizvodnjom od priblizno 1,5 miliona tona [28]. Srbija je medu vode¢im svetskim proizvoda¢ima
§ljiva, sa prose¢nom godisnjom proizvodnjom od 380 hiljada tona. Takode, u Srbiji se, poslednjih
godina belezi rastué¢i trend u proizvodnji viSanja, koja se procenjuje na oko 136 hiljada tona
godisnje, kao i u proizvodnji breskvi, koja dostize prose¢nu godisnju proizvodnju od oko 25 hiljada
tona [29]. Na osnovu podataka o udelu kostice u masi ovog voca [27,30,31], moze se proceniti da
godisnje nastane vise od 47 hiljada tona otpadnih kostica, za koje trenutno ne postoji adekvatan
naCin za prikupljanje i dalju upotrebu, ve¢ se najceS¢e odlazu na deponije ili se uniStavaju
spaljivanjem.

2.1.1. Fizi¢ko - hemijske osobine lignocelulozne biomase

LB ima slozenu hemijsku strukturu, koja se vecinski sastoji od tri polimera: celuloze,
hemiceluloze i lignina, ¢ija koli¢ina i medusobni odnos varira, u zavisnosti od porekla biomase
[32]. Pored navedenih komponenti, LB sadrzi i male koli¢ine pektina, proteina, ekstrakata i
neorganskih jedinjenja, koje su rasporedene duz celijskog zida na nasumican nacin, formirajuci
strukturu koja podsec¢a na skelet [33]. Kristalna celuloza i polimerni okvir hemiceluloze su
prekriveni fenolnim ligninom sa visokim stepenom polimerizacije, $to znac¢ajno komplikuje procese
konverzije biomase. Celuloza i hemiceluloza obi¢no ¢ine vise od 70% ukupne LB i usko su
povezani sa ligninom kovalentnim i vodoniénim vezama. Ova Cvrsta povezanost daje
lignoceluloznom materijalu veliku otpornost na degradaciju [15]. Lignoceluloznu biomasu
karakterise znaCajna hemijska reaktivnost, koja je rezultat visoke donorske reaktivnosti hidroksilnih
grupa u molekulima celuloze i lignina. Pored hidroksilnih grupa, kod lignoceluloznih materijala
prisutan je i veliki broj drugih funkcionalnih grupa, kao $to su: fenolne, metoksidne, karbonilne i
karboksilne [34]. Na slici 2.2. prikazana je struktura lignocelulozne biomase.
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Slika 2.2. Struktura lignocelulozne biomase [15]

Celuloza, [(CsH100s)n], poznata i kao B-1-4-glukan, najzastupljeniji je polimer na Zemilji.
Ona predstavlja glavnu komponentu LB, zastupljenu u opsegu izmedu 40% i 45% suve mase [33].
Celuloza je linearni homopolimer, molekulske mase od 50 kDa do 2,5 x 10° kDa, koji se sastoji od
molekula D-glukoze, medusobno povezanih B-1,4-glikozidnim vezama [15]. Paralelni lanci glukoze
organizovani su u fibrilne strukture, koje se potom udruzuju u snopove i formiraju mikrofilamentnu
mrezu. U odredenim delovima celuloze, gde dolazi do formiranja vodoni¢nih veza medu fibrilama,
uspostavlja se kristalna struktura, dok ostali regioni ostaju amorfni. Zahvaljuju¢i jakim intra- i
intermolekulskim vodoni¢nim vezama koje povezuju lance, celuloza je nerastvorna u vodi i u veéini
organskih rastvaraca [23]. Pored toga, visoki stepen polimerizacije, stabilna kristalna struktura, i
povezanost sa hemicelulozom 1 ligninom, omogucavaju celulozi rezistentnost na enzimsku
razgradnju, kao i na dejstvo razli¢itih hemikalija, ¢ine¢i je najmanje reaktivnom komponentnom
LB. Celuloza se razgraduje u temperaturnom opsegu od 300 do 400 °C, pri ¢emu dostize
maksimalnu brzinu razgradnje na 355 °C [35,36]. lako se celuloza smatra homopolimerom, zbog
¢injenice da vise od 95% c¢ini glukoza, u manjim koli¢inama mogu biti prisutni i drugi Seceri, kao
Sto su galaktoza, manoza ili ksiloza [37].

Hemiceluloza je heteropolimer sa opstom formulom [(CsH100s),], sastavljen od kratkih,
razgranatih lanaca koji ukljucuju razlicite pentoze (ksiloza i arabinoza), heksoze (glukoza, manoza i
galaktoza) 1 Secerne kiseline. Najzastupljenija komponenta hemiceluloze je ksilan, homopolimer
izgraden od jedinica ksiloze [15]. U poredenju sa celulozom, hemiceluloza ima nizu molekulsku
masu i sastoji se od 150 do 200 monomernih jedinica [13]. Pored toga, u LB prisutna je u manjem
udelu od celuloze, ¢ine¢i 25-35% suve mase [33]. Hemiceluloze su povezane sa celuloznim
mikrofibrilima u kristalnu strukturu pomoc¢u nekovalentnih veza. Ove veze daju celulozi ¢vrstinu u
¢elijskom zidu i omogucavaju efikasan kontakt izmedu celuloznih mikrovlakana i drugih matri¢énih
polimera, ¢ime doprinose stabilnosti i funkcionalnosti ¢elijskog zida [32]. Hemicelulozni lanci su
kraéi 1 amorfniji u odnosu na celulozu, Sto je ¢ini podloznijom hidrolizi i enzimskoj razgradnji. U
poredenju sa ligninom 1 celulozom, hemiceluloza ima nizu temperaturu razlaganja koja se odvija na
temperature izmedu 220 1 315 °C, pri ¢emu maksimalan gubitak mase dostize na 268 °C [35]. Pored
toga, hemiceluloza ima 1 vec¢i kapacitet adsorpcije vode, §to je glavni faktor koji doprinosi
hidrofilnoj prirodi LB [38].

Lignin predstavlja najslozeniji i najmanji deo lignocelozne biomase. Udeo lignina u LB
varira u zavisnosti od njenog porekla i obi¢no iznosi izmedu 15-40% suve mase [33]. Lignin je
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slozen amorfni heteropolimer izgraden iz fenilpropanskih jedinica: p-kumaril, koniferil i sinapil
alkohola. Ovi monomeri, medusobno su povezani C-C i C-O vezama, a razlikuju se po broju
metoksi grupa u fenonlnim prstenovima. Njihov odnos unutar polimera varira u zavisnosti od vrste
biljaka, drvenih tkiva i slojeva celijskog zida [39]. Osim osnovnih fenilpropanskih jedinica, lignin
sadrzi 1 alifaticne 1 aromaticne komponente. Lignin omogucéava vezivanje hemiceluloze sa
celulozom, ¢ime povecava ¢vrstoéu, izdrzljivost i otpornost LB na biorazgradnju. Osnovna funkcija
lignina unutar LB je da pruzi strukturnu podrSku i ¢vrstocu biljnim c¢elijama, nepropusnost i
otpornost na dejstvo razli¢itih mikroorganizama. Ovaj trodimenzionalni polimer pokazuje stabilnost
u kontaktu sa vodom, slabim kiselinama i bazama, dok pod uticajem poviSene temperature, moze
do¢i do hemijskih promena. Smatra se termicki najstabilnijim polimerom LB, Koji se razlaze u
temperaturnom opsegu od 160 do 900 °C [35]. Izolacija lignina iz biomase je otezana zbog snaznih
interakcija izmedu fenilpropanoidnih jedinica, ligninskih molekula i polisaharida, a delignifikacija
ili modifikacija strukture lignina zahteva raskidanje jakih kovalentnih veza.

U kompleksnoj strukturi LB, prisutne su Cetiri glavne veze: etarske, estarske, ugljeni¢ne i
vodoni¢ne veze. Ove veze omogucavaju kako intrapolimerno vezivanje unutar svake od
komponenti, tako 1 interpolimerno izmedu razli¢itih komponenti, Sto doprinosi stabilnosti i ¢vrstoci
strukture LB [34].

Zahvaljuju¢i svojim osobinama, LB, kao obnovljiv, CO2-neutralan i odrZiv zeleni materijal,
privlaci sve vecu paznju i nalazi sve $iru primenu u razli¢itim granama industrije. Otpadna LB ima
potencijal da delimi¢no ili u potpunosti zameni plastiku i druge materijale na bazi nafte.
Biokompoziti dobijeni iz lignoceluloznih sirovina uspe$no se primenjuju u razli¢itim oblastima,
ukljucujuéi proizvodnju enzima, papira, ambalaze, bioplastike, kao i1 razli¢itih biorazgradivih
materijala za primenu u medicini [14,40]. Poslednjih godina, sve viSe se razmatra upotreba LB za
proizvodnju etanola i biogoriva, kao odrZiva alternativa te¢nim fosilnim gorivima i prirodnom gasu.
Primena LB za proizvodnju biogoriva, smanjuje emisiju gasova staklene baste, ¢ime se doprinosi
sprecavanju klimatskih promena [13]. Osim toga, LB ima znacajnu ulogu u adsorpciji, gde se,
zahvaljujuéi svojoj poroznoj strukturi i prisustvu funkcionalnih grupa, efikasno koristi za uklanjanje
razli¢itih zagadujuéih materija iz otpadnih voda. Niska cena, Siroka rasprostranjenost, dostupnost i
jednostavna regeneracija ¢ine LB obecéavaju¢im materijalom za proizvodnju adsorbenata [23].
Lignocelulozna biomasa moze se koristi u nativnom obliku ili se mozZe podvrgnuti odgovarajucoj
modifikaciji u cilju poboljsanja adsorpcionih osobina. Objavljen je veliki broj radova koji se bave
primenom razli¢itih oblika LB za uklanjanje polutanata iz kontaminiranih voda. Neomodifikovane
lignocelulozne komponente, poput lignina, imaju sposobnost vezivanja teSkih metala procesom
kompleksiranja [41]. Termi¢kom obradom lignocelulozne biomase moze se proizvesti aktivni ugalj
1 bio¢ad, materijali sa visokom specificnom povrSinom i razvijenom poroznom strukturom, koji se
intenzivno primenjuju za efikasno uklanjanje razli¢itih polutanata [42—44]. Daljim modifikacijama
moguce je dobiti nanocevCice 1 nanocestice, koje zbog svoje velike povrSine 1 prisustva
funkcionalnih grupa predstavljaju efikasne adsorbente za boje, farmaceutske komponente i druge
toksi¢ne materije [45,46]. Pored toga, kombinacija lignoceluloznih materijala sa oksidima metala ili
polimernim komponentama omogucava sintezu kompozitnih adsorbenata sa poboljSanom
selektivnoscu 1 kapacitetom adsorpcije.

Sve ove primene ¢ine LB kljuénim i1 odrzivim resursom u savremenim industrijskim
procesima, podrzavaju¢i principe cirkularne ekonomije. Upotrebom otpadne LB, podstice se
koris¢enje obnovljivih izvora energije, smanjuje se koli¢ina deponovanog otpada uz istovremenu
sintezu novih materijala sa novom upotrebnom vrednoscu.

2.1.2. Modifikacija lignocelulozne biomase

Zavisno od predvidene namene, LB se Cesto mora podvrgnuti procesu modifikacije.
Modifikacija je proces ili kombinacija procesa koji menjaju strukturu biomase, smanjuju¢i odnos
sadrzaja lignina, amorfne celuloze i hemiceluloze, dok je istovremeno ¢ine manje Kkristalnom.
Tokom modifikacije dolazi do depolimerizacije i1 delignifikacije, koje ukljucuju razgradnju
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estarskih 1 etarskih veza u strukturi biomase. Ove promene dovode do opustanja strukture matriksa
biomase i smanjenja kristalini¢nosti celuloze [47]. Prilikom razmatranja modifikacije, utroSak
energije 1 ekonomska isplativost predstavljaju kljucne faktore za definisanje odrzivosti samog
postupka. Pored toga, treba uzeti u obzir i slozenost i varijabilnost LB, kako bi se ocuvala
strukturna svojstva pojednih komponenti. LB Cesto pokazuje znacCajnu otpornost na razlicite tehnike
modifikacije. Ova otpornost potice od nekoliko faktora, ukljucujuéi kristalnu strukturu celuloze,
stepen lignifikacije, kao 1 strukturnu heterogenost i slozenost komponenata celijskog zida.
Prevazilazenje ovih izazova klju¢no je za efikasno iskori§¢avanje lignoceluloznih sirovina. Idealna
modifikacije LB treba da ispunjava sledece uslove: (1) ne stvara toksi¢ne inhibitore; (2) ima nisku
cenu; (3) niske energetske zahteve; (4) da je moguca reciklaza koriS¢enih hemikalija [48]. U
zavisnosti od namene i specifi¢nih ciljeva tretmana, postoji viSe razli¢itih klasifikacija metoda
modifikacije lignoceluloznih materijala. Prema Kucharskoj i saradnicima [47] metode modifikacije
LB mogu se podeliti na fizicke, hemijske, termohemijske i1 bioloSke, koje su prikazane na Slici 2.3.
U literaturi se ¢esto mogu pronaci kombinacije ovih metoda, koje sluze za poboljSanje efikasnosti
procesa. Neke od metoda modifikacije jo§ uvek su u fazi razvoja, a njihova primena zahteva dalja
istrazivanja i optimizaciju.

Lignocelulozna

bioTasa
T } }
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Celuloza Hemiceluloza Lignin

|
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Bazama
Oksidacionim
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Slika 2.3. Modifikacija lignocelulozne biomase

2.1.2.1. Fizicka modifikacija

Fizicka modifikacija podrazumeva promenu strukturnith 1 povrSinskih osobina
lignoceluloznih materijala usitnjavanjem, ultrazvu¢nim i mikrotalasnim zracenjem [49]. Ovaj
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proces dovodi do povecanja povrSine i1 poroznosti materijala, uz istovremeno uklanjanje necistoca,
¢ime se poboljSava dostupnost aktivnih mesta na njegovoj povrsini. Fizicka modifikacija je
efikasan, brz 1 ekoloSki prihvatljiv metod, koji se cCesto koristi u kombinaciji sa drugim
modifikacijama [15].

Mehanicko usitnjavanje predstavlja jedan od najcesce koriS¢enih metoda modifikacije
lignoceluloznih materijala. Ovaj proces ukljucuje tehnike poput mlevenja, seckanja i rasparcavanja
u zavisnosti od Zeljene veli¢ine Cestica. Na primer, mlevenjem LB dobijaju se ¢estice veli¢ine od
0,2 do 2 mm, dok se raspar¢avanjem dobijaju vece Cestice, veli¢ine od 10 do 30 mm [50]. Ovi
postupci poveéavaju specificnu povrSinu materijala i smanjuju stepen polimerizacije i
kristalini¢nosti celuloze. Zakaria i saradnici [51] su pokazali da je mlevenjem biomase uljane palme
u kuglicnom mlinu dovelo do smanjenja indeksa kristalnosti sa 56,1% na 9,3%. Mehanicko
usitnjavanje se vrsi koris¢enjem razlicitih tipova mlinova, kao $to su kugli¢ni, ¢ekicasti, valjkasti i
vibracioni mlinovi, u zavisnosti od zeljene veliCine i oblika Cestica. Karakteristike dobijenih Cestica
zavise od tipa materijala, primenjene metode i duzine obrade. Medutim, mehanicko usitnjavanje je
energetski zahtevan proces, a koli¢ina utroSene energije zavisi od karakteristika uredaja, svojstava
materijala i zeljene veliCine Cestica. Radi prevazilazenja ovog nedostatka, mehanicko usitnjavanje
se Cesto koristi u kombinaciji sa drugim predtretmanima. Istrazivanja pokazuju da se,
kombinovanjem fizicko-hemijske modifikacije, znatno smanjuje potro$nja energije U odnosu na
primenu samo fizicke modifikacije [52].

Ultrazvuéna modifikacija je tehnika koja se zasniva na primeni ultrazvucnih talasa visokih
frekvencija (20-40 kHz), pri ¢emu se tokom S$irenja talasa u medijumu javlja fenomen kavitacije.
Tokom kavitacije formiraju se mikromehuriéi, ¢ija implozija oslobada energiju koja izaziva pucanje
veza u biomasi [49]. Upotreba ultrazvucnih talasa pomaZe u razbijanju ¢vrstih struktura LB,
omogucavajuéi njeno bolje iskoriS¢enje. Efikasnost ultrazu¢nog tretmana zavisi od frekvencije
talasa, vremena tretmana, tipa materijala, koris¢enog rastvaraca i geometrije reaktora. Ova metoda
ima mnoge prednosti, poput kratkog vremena tretmana, velike energetske efikasnosti i boljeg
prenosa mase, §to omogucava efikasno razlaganje biomase [49]. Wang i saradnici [53] su pokazali
da tokom ultrazvucénog tretmana dolazi do pucanja a-O-4 i B-O-4 etarskih veza u ligninu, $to
rezultira oslobadanjem polisaharida 1 lignina, 1 olakSava razgradnju biomase. Ultrazvucni
pretretman je posebno atraktivan jer ne zahteva visoke temperature ili agresivne hemikalije, §to ga
¢ini ekoloski prihvatljivim reSenjem za modifikaciju lignoceluloznih materijala.

Mikrotalasno zracenje predstavlja tretman nejonizujué¢im elektromagnetnim talasima koji
izazivaju vibraciju polarnih molekula unutar biomase. Modifikacija mikrotalasnim zracenjem
dovodi do formiranja ,vru¢ih ta¢aka” unutar Cestica biomase usled toplote koju generisu
mikrotalasi, Sto uzrokuje razgradnju sloZenith molekula, naro€ito lignina i hemiceluloze, ¢ineci
celulozu pristupaénijom za enzime u kasnijim fazama razgradnje [54]. Primena ovog metoda ima
niz prednosti kao Sto su: kratko vreme reakcije, brzo 1 ravnomerno zagrevanje, niska aktivaciona
energija, visok prinos, i isplativost. Medutim, uprkos svojim prednostima, mikrotalasni pretretman
ima odredene nedostatke, kao S$to su potroSnja energije, visoki kapitalni troSkovi 1 potreba za
specifi¢nim sadrzajem vlage u uzorku i uslovima pritiska [49].

2.1.2.2. Hemijska modifikacija

Hemijska modifikacija podrazumeva primenu hemijskih agenasa s ciljem narusavanja
strukture lignocelulozne biomase. Ovim postupkom mogu se izmeniti odredena svojstva
lignoceluloznih materijala, poput hidrofilne/hidrofobne prirode, sposobnosti upijanja vode,
kapacitet adsorpcije ili jonske izmene, kao i otpornost na delovanje mikroorganizama. Hemijska
modifikacija se moze vrsiti primenom razli¢itih hemijskih reagensa kao Sto su kiseline, baze,
oksidaciona sredstva, organski rastvaraci i dr [15].

Modifikacija kiselinama predstavlja efikasnu hemijsku metodu za razgradnju LB
raskidanjem glukozidnih veza. Ovim postupkom dolazi do rastvaranja hemiceluloze i delimi¢ne
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degradacije lignina, ¢ime se povecava dostupnost celuloze za dalju razgradnju [55]. Primenom
kiselina poboljsava se hidrofilnost i uklanjaju se necisto¢e sa povrsine lignoceluloznih materijala
[56]. U ove svrhe, mogu se Kkoristiti razli¢ite neorganske i organske kiseline, a najcesce se
primenjuju sumporna, siréetna i fosforna kiselina [49]. Hemijska modifikacija kiselinama moze se
izvoditi primenom razblazenih ili koncentrovanih kiselina, pri ¢emu oba postupka imaju svoje
prednosti 1 nedostatke. Modifikacija razblazenim kiselinama (npr. 0,1%) zahteva manju potro$nju
kiseline, ali je postupak energetski zahtevniji usled visokih temperature [49]. S druge strane,
koris¢enje koncentrovanih kiselina (30-70%) smanjuje potro$nju energije, usled nize temperature
reakcije, ali veca kiselost moze dovesti do proizvodnje inhibitora fermentacije (furfural, 5-
hidroksimetilfurfural). Takode, primena koncentrovanih kiselina povecava rizik od korozije
reaktora. Modifikacija kiselinama pobolj$ava fizi¢ka i hemijska svojstva lignoceluloznih materijala.
Jain i saradnici [57] su pokazali da je modifikacija lis¢a Ficus racemose sumpornom kiselinom
dovela do povecanja specificne povrsine sa 21,177 na 41,796 m?/g, dok je ukupna zapremina pora
porasla sa 0,066 na 0,109 cm3¥(g. U drugom istrazivanju koje su sproveli Neris i saradnici [58],
modifikacija vlakana zumbula azotnom kiselinom dovela je do povecanja adsorpcionog kapaciteta
prema olovu sa 49,7 mg/g na 71,8 mg/g. Ovo povecanje kapaciteta rezultat je visoke koncentracije
H3O" u rastvoru nakon modifikacije kiselinom, $to omogucava protonaciju karboksilnih i acetatnih
grupa na povrsini materijala, ¢ime se poveéava broj dostupnih aktivnih mesta za vezivanje metala.

Modifikacija bazama smatra se jednom od najées$ée kori$éenih i najjeftinijih modifikacija
koja se zasniva na delignifikaciji i uklanjanju hemiceluloze [59]. Alkalni pretretman narusava
strukturu lignina i raskida veze izmedu lignina i drugih ugljenih hidrata, ¢ime se poveéava njihova
dostupnost. Za razliku od kiselinske, alkalna modifikacija se obi¢no izvodi pri blaZzim operativnim
uslovima, ¢ime se elimini$e potreba za skupim materijalima i specijalno dizajniranim reaktorima
otpornim na koroziju. NajceS¢e koriS¢eni alakalni reagensi su hidroksilni derivati natrijuma,
kalijuma, kalcijuma i amonijaka, pri ¢emu se NaOH pokazao kao najefikasniji. Modifikacija
bazama dovodi do bubrenja biomase, ¢ime se poveCava specifiéna povrSina i smanjuje stepen
polimerizacije i kristalini¢nost celuloze [47]. Jain i saradnici [57] su ispitivali uticaj modifikacije
lis¢a Ficus racemosa primenom NaOH i zakljuéili da se nakon modifikacije povecala poroznost
materijala, dok je specificna povrSina porasla sa 21,177 na 136,257 m?/g. Ovi rezultati su u skladu
sa istrazivanjima Ofudje i saradnika [60], koji su zaklju¢ili da je poveéanje adsorpcionog kapaciteta
prema Pb?* rezultat poboljsanih povrsinskih karakteristika kokosove stabljike nakon modifikacije
kalijum hidroksidom. Alkalna modifikacija je najpogodnija za LB sa niskim sadrzajem lignina,
poput biomase iz poljoprivredne proizvodnje, a efikasnost modifikacije opada sa povecanjem
sadrzaja lignina [48]. Glavni nedostatak ovog postupka je duzina trajanja, koja moze trajati i do
nekoliko dana.

Modifikacija oksidacionim sredstvima dovodi do rastvaranja lignina i amorfne celuloze,
dok se hemiceluloza rastvara tek nakon odvajanja od biopolimera [47]. Tokom ovog procesa dolazi
do raskidanja C-C i C-O veza, elektrofilnih supstitucija i uklanjanja bo¢nih lanaca [61].
Modifikacijom LB oksidacionim sredstvima, povecava se sadrzaj funkcionalnih grupa koje sadrze
kiseonik [56]. Ariyanto i saradnici [62] su u svojoj studiji pokazali da modifikacija nanoporoznog
ugljenika proizvedenog iz kokosove ljuske, primenom vodonik-peroksida, dovodi do povecanja
sadrzaja karboksilnih grupa. Najce$c¢e koriS¢eni oksidacioni reagensi su vodonik-peroksid, ozon,
kiseonik, vazduh i peroksi kiseline. Ozon predstavlja jedan od najacih oksidacionih agenasa.
Klju€an parametar koji uti¢e na efikasnost ozonolise je sadrzaj vlage u biomasi; Sto je veci sadrzaj
vlage, to je oksidacija lignina slabija [63]. Prednosti ozonolize ukljucuju efikasnu degradaciju
lignina, izvodenje na sobnoj temperaturi i atmosferskom pritisku, pri ¢emu ne dolazi do stvaranja
inhibitora. lako je ozonoliza efikasan metod modifikacije lignoceluloznih materijala, zahteva velike
koli¢ine ozona, §to znacajno povecava troskove procesa [63].

Modifikacija organskim rastvara¢ima podrazumeva tretman biomase pomoc¢u organskih
rastvaraca, kao $to su metanol, etanol, etilenglikol, aceton i drugi, pod kontrolisanim uslovima
temperature i pritiska [63]. Ova modifikacija se obi¢no izvodi u prisustvu katalizatora, poput
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kiselina, baza ili soli, ¢ime se postize veci prinos. Primenjena temperatura zavisi od vrste biomase i
koris¢enog katalizatora, a moze i¢i do 200 °C [34]. Tokom modifikacije organskim rastvara¢ima,
dolazi do raskidanja veza izmedu lignina i hemiceluloze putem solubilizacije, $to povecava
dostupnost celuloze i olakSava enzimsku hidrolizu. Jedna od glavnih prednosti ove modifikacije je
mogucnost izdvajanja lignina visoke Cistoce, koji se potom moZze koristiti u proizvodnji elektricne
energije, grejanju i drugim industrijskim aplikacijama. Nakon modifikacije, rastvara¢ je neophodno
ukloniti, Sto se najcesce vrsi isparavanjem i kondenzacijom. lako se ovaj metod modifikacije koristi
ve¢ godinama, proces ima odredene nedostatke, poput visokih troSkova, zapaljivosti i otezane
regeneracije rastvaraca, $to ga ¢ini energetski zahtevnim i skupim [49].

Modifikacija jonskim te¢nostima predstavlja inovativan pristup zasnovan na koris¢enju
organskih soli koje su u te¢nom stanju na sobnoj ili blago povisenoj temperaturi (<100 °C) [63].
Princip modifikacije jonskim te¢nostima zasniva se na bubrenju i rastvaranju celuloze i lignina.
Jonske te€nosti, najces¢e imidazolijumske soli, imaju niz prednosti, ukljucujuéi nisku tacku
topljenja, zanemarljiv pritisak pare i1 veliku termiCku stabilnost. Iako su efikasne u tretmanu
biomase, njihova §ira primena je ograni¢ena zbog visokih cena, problema oko regeneracije i
ponovne upotrebe, kao i potencijalnog stvaranja inhibitora [61].

Modifikacija dubokim eutekti¢kim rastvara¢ima (DES) nedavno je postala alternativa
tradicionalnim hemijskim metodama, poput tretmana kiselinama ili bazama, koji Cesto izazivaju
ekoloske i ekonomske probleme. DES su te¢ne smese koje se obi¢no sastoje od dve ili tri jeftine i
bezbedne komponente, koji se mogu samospojiti, ¢esto putem vodoni¢nih veza, formirajuéi
eutekticku smesu ¢ija je tacka topljenja niza od taCaka topljenja pojedina¢nih komponenti, §to
omogucava efikasnu i selektivnu modifikaciju biomase [63]. Jedna od glavnih prednosti primene
DES-a u modifikaciji lignoceluloze je njihova sposobnost da efikasno rastvore lignin i
hemicelulozu, ¢ime se povecava dostupnost celuloze za enzimsku hidrolizu. Modifikacija
lignoceluloznih materijala DES-om ekoloski je prihvatljivija od drugih metoda, jer se DES sastoji
od netoksi¢nih i biorazgradivih hemikalija [49]. Ipak, izazovi poput, sloZenosti procesa proizvodnje
1 problema sa reciklazom i ponovnom upotrebom jos uvek nisu istrazeni.

2.1.2.3. BioloSka modifikacija

Bioloska modifikacija podrazumeva primenu mikroorganizama, poput bakterija, gljiva ili
njihovih enzima, za razgradnju lignoceluloznog kompleksa [64,65]. Mikroorganizmi imaju
sposobnost da jedinjenja velike molekulske mase razgrade u komponente jednostavnije strukture,
koje se zatim mogu koristiti u procesu fermentacije [66]. Ovaj proces je mogu¢ zahvaljujuci
njihovoj sposobnosti da sintetiSu ekstracelularne enzime koji razgraduju sloZene polimere. BioloSka
modifikacija se odvija u blagim rekacionim uslovima, pri sobnoj temperaturi i atmosferskom
pritisku, bez potrebe za dodatnom energijom ili upotrebom hemikalija. Takode, tokom ove
modifikacije ne nastaju toksi¢ni nusproizvodi, $to je ¢ini ekoloSki prihvatljivom [59]. Ova
modifikacija obi¢no se koristi za obradu lignoceluloznih materijala sa visokim udelom vlage.
Medutim, bioloska modifikacija ima i odredene nedostatke. U poredenju sa drugim metodama,
bioloska modifikacija je izuzetno spora, obi¢no traje izmedu 2 i 5 nedelja, zahteva strogo
kontrolisane uslove za rasta mikroorganizama i dovoljno prostora [59]. Pored toga, mikroorganizmi
koji se koriste ne mogu koristiti ugljenik iz lignina, ve¢ se oslanjaju na oslobodene Secere, Sto moze
dovesti do gubitka dela ugljenih hidrata tokom bioloskog tretmana.

Bakterijski predtretman zasniva se na primeni bakterija iz razli¢itih rodova, koje su
sposobne da razgrade komponente LB. Kao inokulum mogu se koristiti bakterije jedne vrste,
bakterijski konzorcijum ili kombinacija bakterija i gljiva. Bakterije se mogu izolovati iz razli¢itih
izvora, poput mikrobnih kultura sa prethodnih fermentacija, mulja, supstrata sa lignoceluloznom
strukturom, kao i raznih nusproizvoda iz prehrambene i agroindustrije [66]. Bakterije se relativno
lako prilagodavaju novim uslovima i supstratima i nakon krace ili duze faze prilagodavanja (lag
faze), pocinju da se razmnozavaju. Nekoliko vrsta bakterija posebno su poznate po sposobnosti da

10



razgrade lignin, medu kojima se izdvajaju vrste Streptomycetes, Actinomycetes, Nocardia i
Eubacteria [66].

Predtretman gljivama zasniva se na upotrebi gljiva, koje su poznate po svojoj sposobnosti
razgradnje lignoceluloznih materijala zahvaljuju¢i enzimima koje proizvode. Gljive su Siroko
rasprostranjene u prirodi, a mnoge od njih proizvode razlic¢ite enzime, ukljucujuéi celuloliticke,
hemiceluloliticke i ligninoliticke enzime [40]. Gljive koje se koriste za pretretman biomase
ukljucuju gljive smedeg, belog 1 mekog truljenja, pri cemu se prvenstveno razgraduju lignin,
hemiceluloza i mali deo celuloze. Medu razli¢itim vrstama gljiva, gljive belog truljenja su posebno
efikasne u razgradnji lignina, zahvaljuju¢i svom specificnom enzimskom sistemu. Gljive belog
truljenja razlazu sve komponente Celijskog zida, S$to dovodi do postepenog omekSavanja i
posvetljivanja biljnog tkiva kako proces napreduje [67]. Wan i Li [68] su dokazali da su gljive
belog truljenja sposobne da potpuno razgrade lignin oksidacijom ligninskih molekula. Gljive su
bolji producenti ligninaza u odnosu na bakterije, zbog ¢ega su efikasnije u razlaganju LB sa visokim
udelom lignina.

Predtretman enzimima ukljucuje direktno dodavanje sirovih, precis¢enih ili delimi¢no
precis¢enih enzima u biomasu sa ciljem oslobadanja jednostavnih Secera iz kristalne celuloze i
hemiceluloze. Efikasnost enzimskog tretmana zavisi pre svega od vrste kori§¢enog enzima, odnosno
njegove specificnosti, kao i od sastava biomase [66]. Najcesce koris¢eni enzimi za predtretman LB
su celulaze, hemicelulaze i ligninoliticki enzimi, poput lakaze i peroksidaze. Predtretman enzimima
nije toliko efikasna kao mikrobioloski pretretman, uglavnom zbog slozenosti ligninolitickog
enzimskog sistema, koji obi¢no zahteva sinergiju nekoliko enzima 1 prisustvo medijatora za
efikasnu degradaciju lignina. Prednosti enzimskog pretretmana ogledaju se u kratkom reakcionom
vremenu i ¢injenici da inhibitori 1 mikrobioloSki metabolizam ne uti€u znacajno na aktivnost
enzima. Medutim, visoka cena enzima ¢esto ograni¢ava njihovu primenu [69].

2.1.2.4. Termohemijska modifikacija

Termohemijska modifikacija je metoda predtretmana biomase, koja se odvija pod dejstvom
toplotne energije. Prema razli¢itim autorima, termohemijski tretman obuhvata razli¢ite metode, a
prema Joshi i saradnicima [11] termohemijski tretman se moze podeliti na: direktno sagorevanje,
torifikaciju, hidrotermalnu karbonizaciju, gasifikaciju i pirolizu. Direktno sagorevanje pretvara
biomasu u toplotu, dok preostale metode omoguéavaju efikasniju modifikaciju materijala. Izbor
tretmana zavisi od brojnih faktora, poput vrste 1 koli¢ine LB, uticaja na Zivotnu sredinu, a pre svega
od zeljenih proizvoda. Tokom termohemijskog tretmana, zavisno od temperature, obi¢no dolazi do
razgradnje hemiceluloze i celuloze, dok se lignin delimi¢no depolimerizuje [70]. Toplota uzrokuje
raskidanje vodoni¢nih veza u kristalnom kompleksu, §to dovodi do Sirenja biomase i1 povecanja
dostupne povrSine [69]. Primena primenu visoke temperature, moze biti energetski zahtevna,
posebno kada se toplotna energija obezbeduje konverzijom elektri¢ne energije.

Torifikacija je proces termicke degradacije biomase u inertnoj atmosferi ili uz smanjeni
sadrzaj Kiseonika, u temperaturnom opsegu od 225 do 300 °C [11]. Na proces torifikacije utice
brzina zagrevanja, temperatura, vreme trajanja procesa, veli¢ina Cestica i sadrzaj vlage. Tokom
torifikacije dolazi do razgradnje hemiceluloze, uklanjanja kiseonika, oslobadanja vlage, CO, CO: i
isparljivih organskih komponenti, poput sir¢etne i mravlje kiseline [36]. Hemiceluloza se uglavnom
razgraduje na temperaturi neposredno ispod tacke torifikacije, Sto zna¢i da biomasa sa visokim
sadrzajem hemiceluloze prolazi kroz znacajan gubitak mase tokom ovog procesa. Rezultat je Cvrsti,
homogeni produkt sa smanjenim sadrZzajem vlage i povecanom energetskom vrednoscu. Ovaj
proces predstavlja obecavaju¢i metod za pretvaranje biomase u energetski guSéi i1 ekoloski
prihvatljiviji izvor goriva.

Hidrotermalna karbonizacija je blag termohemijski proces u kojem se suspenzija LB i
vode zagreva na temperaturi od 180 do 280 °C pod povisenim pritiskom [71]. Zbog svoje niske
viskoznosti 1 male dielektriéne konstante, primenom vode kao rastvaraca olaksavaju se reakcije
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kiselo-bazne katalize i pobolj$ava razgradnja biomase. Tokom hidrotermalne karbonizacije biomasa
prolazi kroz niz hemijskih procesa, ukljucuju¢i hidrolizu, dehidrataciju, dekarboksilaciju, a kao
glavni proizvod formira se ¢vrsti ugljeni¢ni materijal - hidro¢ad, bez direktnog ispustanja COg ili
CHs u atmosferu [11,36]. Proces traje izmedu 1 i 12 h, a dobijena hidrocad zadrzava 50-70%
ukupne mase [72]. Procesom hidrotermalne karbnozacije moze se tretirati biomasa sa visokim
sadrzajem vode, $to je cini odlicnom alternativom za tretiranje otpadnih tokova, poput
kanalizacijskog mulja. Usled izvodenja pri relativno niskim temperaturama, hidrotermalna
karbonizacija pokazuje znacajnu ekonomsku i energetsku efikasnost. Pored toga, ovaj proces
omogucava razgradnju toksi¢nih supstanci i eliminaciju rezidualnih mikroorganizama prisutnih u
biomasi [11]. Medutim, nakon hidrotermalne karbonizacije zaostaje procesna te¢nost koja otezava
odvajanje hidrocadi. Ova te¢nost sadrzi inhibitore i organske kiseline, poput mravlje i smatra se
toksicnom za zivotnu sredinu, pa zahteva dodatni tretman pre eventualnog ispustanja ili ponovne
upotrebe [70].

Gasifikacija je termohemijska modifikacija biomase primenom visokih temperatura u
opsegu od 700-1400 °C u prisustvu agensa za gasifikaciju, kao $to su para, kiseonik, vazduh ili
njihova kombinacija [36,73]. Agensi za gasifikaciju uti¢u na reaktivnost procesa, a najces$ce se
koristi vazduh, zbog svoje niske cene i lake dostupnosti. Procesom gasifikacije biomasa se prevodi
u gorivi gas, koji sadrzi CHs i manju koli¢inu Ny, ili u sintezni gas koji se sastoji od Hz> i CO, a
moze da sadzi i CH4, CO2 i druge lake ugljovodonike [36]. Sastav sinteznog gasa zavisi od uslova
gasifikacije, karakteristika biomase, sadrzaja vlage u biomasi i nac¢inu dovodenja u gasifikator.
Nakon $to se precisti, nastali gas se moze koristiti za proizvodnju energije. Pored sinteznog gasa,
gasifikacijom nastaje i katran, kao i razli¢ita azotna i sumporna jedinjenja [36].

Piroliza je najées$¢e primenjivana termohemijska metoda modifikacije biomase, koja se
odvija na poviSenim temperaturama u inertnoj atmosferi. Ovaj proces zahteva visoku temperaturu,
od 300 do 900 °C i umereni pritisak od 0.1-0.5 Mpa, pri ¢emu dolazi do nepovratnih hemijskih
promena u biomasi [74]. Atmosfera bez kiseonika omogucava zagrevanje biomase iznad njene
termicke stabilnosti, Sto dovodi do formiranja stabilnijih proizvoda i ¢vrstog ostatka. Pored toga,
odsustvo kiseonika spre¢ava sagorevanje biomase [75]. Kao krajnji proizvodi pirolize dobijaju se
bioc¢ad, bio-ulje i smesa pirolitickih gasova (Slika 2.4).

Biocad predstavlja ¢vrsti ugljeni¢ni ostatak, dok je bio-ulje tamna organska tecnost koja
nastaje istovremenom fragmentacijom i depolimerizacijom glavnih komponenti LB. Bio-ulje obi¢no
sadrzi visok sadrzaj vode i razlicite organske komponente poput: Kiselina, alkohola, ketona, furana,
fenola, etara, estara, azotna i jedinjenja koja sadrze kiseonik. Glavni gasovi koji nastaju tokom
pirolize su ugljen-dioksid, ugljen-monoksid, vodonik, metan, etan, etilen, propan, oksidi sumpora i
azota, kao i amonijak [76]. Na sastav krajnjih proizvoda uticu razli¢iti procesni parametri pirolize,
poput konfiguracije reaktora, brzine zagrevanja, radne temperature, protoka inertnog gasa i velicine
Cestica biomase [77].
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Slika 2.4. Proizvodi pirolize LB

Piroliza je kompleksan proces, koji obuhvata veliki broj rekacija, ukljucujuéi dehidrataciju,
depolimerizaciju, izomerizaciju, aromatizaciju, dekarboksilaciju i karbonizaciju [77]. Piroliza
biomase sastoji se od tri medusobno isprepletanih faza: 1) pocetnog isparavanja vlage, 2) primarne
razgradnje i 3) sekundarnih reakcija, ukljucujuéi krekovanje i repolimerizaciju. Razgradnja biomase
obi¢no se odvija tokom primarne razgradnje na temperaturi od 200 do 400 °C, pri ¢emu se formiraju
glavni proizvodi, dok se sekundarne reakcije odvijaju unutar nastalih porizvoda i intenziviraju se sa
porastom temperature [78].

U inertnoj atmosferi, sa postepenim zagrevanjem, dolazi do uklanjanja vlage iz biomase.
Nakon isparavanja vlage dolazi do raskidanja slabijih hemijskih veza i formiranja hidroperoksida,
karboksilnih i karbonilnih grupa [79]. Daljim povecanjem temperature, pocinje razgradnja
hemiceluloze, koja se odvija na temperaturi izmedu 220 i 315 °C. Tokom ovog procesa oslobadaju
se isparljive komponente, $to dovodi do ekspanizije povrSine i povecanja poroznosti. Celuloza, koja
je termicki stabilnija, razlaze se pri viSim temperaturama, pocevsi od 300 do 400 °C. Celuloza se
raspada na manja jedinjenja poput levoglukozana, furfurala i hidroksiacetaldehida, uz formiranje
bio-ulja i gasova [33]. Lignin, koji je izuzetno termicki stabilan, razgraduje se postepeno na
aromati¢ne komponente u temperaturnom intervalu od 160 do 900 °C, pri ¢emu se njegova brzina
razgradnje smanjuje sa porastom temperature [35,80].

Na osnovu operativnih uslova piroliza se moze podeliti na [63]:

1. Sporu pirolizu;
2. Brzu pirolizu.

Kljuéne razlike izmedu spore i brze pirolize odnose se na brzinu zagrevanja i temperaturu
reakcije. Spora piroloza se odvija na nizim temperaturama (300-500 °C), sa sporijom brzinom
zagrevanja (1-20 °C/s) i duzim vremenom procesa (0d nekoliko sati do nekoliko dana) [33,81].
Ovaj proces favorizuje stvaranje biocadi u vecem udelu (50-60%), dok je proizvodnja bio-ulja
manja. S druge strane, brza piroliza se izvodi pri visokim temperaturama (450 i 600 °C), sa vrlo
kratkim vremenom kontakta (0,5-10 s) i veoma brzim zagrevanjem biomase (10-200 °C/s) [4,82].
Ovaj proces favorizuje proizvodnju bio-ulja, koje ¢ini oko 60-75% proizvoda, uz manji udeo
biocadi i pirolitickih gasova.

Jedna od klju¢nih prednosti pirolize predstavlja njena fleksibilnosti, kako u pogledu vrste
biomase, tako i operativnih uslova. Optimizacijom procesnih parametara moguce je dobiti proizvod
zeljenih karakteristika. Kvalitet proizvoda dobijenih pirolizom ¢ini ovu tehnologiju superiornom u
odnosu na druge procese.
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2.2. Biocad - pojam i karakteristike

Biocad je materijal bogat ugljenikom, koji se dobija termiC¢kom razgradnjom biomase ili
drugih organskih materijala u odsustvu kiseonika. Prema Internacionalnoj inicijativi za biocad [83],
pored ugljenika, bio¢ad sadrzi i pepeo, vodonik, Kiseonik, azot i sumpor. Zahvaljuju¢i hemijskom
sastavu, prisustvu funkcionalnih grupa, visoko razvijenoj poroznoj stukturi, velikoj specifi¢noj
povrsini, dobroj elektricnoj provodljivosti i velikoj termic¢koj i hemijskoj stabilnosti, bio¢ad je u
poslednjih nekoliko godina postala privlacan i koristan materijal u razli¢itim oblastima industrije
[82].

Fizicko-hemijske osobine biocadi zavise od karakteristika polazne sirovine i procesnih
parametara pirolize. Prvi korak u proizvodnji bio¢adi je izbor odgovarajuce lignocelulozne biomase.
Glavna svojstva biomase koja uti¢u na osobine bioc¢adi su: sastav biomase, sadrzaj vlage i veli¢ina
Cestica [75,79]. Sastav biomase znacajno utiCe na prinos i Kkarakteristike proizvedene biocadi.
Relativni maseni odnos organskih i neorganskih komponenti varira u zavisnosti od porekla
biomase, a piroliza svakog pojedina¢nog sastojka LB odvija se kroz specifi¢ne reakcione puteve U
zavisnosti od termohemijskih karakteristika, pri ¢emu nastaju razliciti proizvodi [78]. Celuloza i
hemiceluloza doprinose proizvodnji bio-ulja i pirolitickih gasova, dok lignin povecava prinos
bio¢adi. Osim toga, veci sadrzaj lignina moze povecéati molekulsku masu i viskoznost bio-ulja, ali i
smanjiti sadrzaj vode. Ekstraktivne materije u LB takode mogu uticati na karakteristike bioc¢adi, jer
njihovo prisustvo podstice proizvodnju bio-ulja, a smanjuje prinos biocadi i gasova [84]. Zbog toga
se za proizvodnju biocadi preporucuje upotreba biomase sa visokim sadrzajem lignina i niskim
sadrzajem ekstraktivnih materija.Sadrzaj vlage u biomasi ima znac¢ajan uticaj na formiranje biocadi.
Visok udeo vlage podstice stvaranje katrana, dok istovremeno inhibira formiranje bioc¢adi [79].
Pored toga, energija koja se dovodi tokom pirolize trosi se na uklanjanje vlage, umesto na
postizanje Zeljene temperature. Lignocelulozna biomasa uvek sadrzi odredenu koli¢inu vlage, koja
moze biti prisutna u hemijski vezanom ili slobodnom obliku [33]. Za proizvodnju bio¢adi potrebno
je Koristiti biomasu sa niskim sadrzajem vlage ¢ime se znacajno smanjuje koli¢ina potrebne energije
vlage nije pogodna za pirolizu [85], ve¢ se za termicki tretman takve biomase koristi hidrotermalna
karbonizacija.

VeliCina Cestica polazne sirovine takode ima uticaj na prinos proizvedene biocadi, jer utice
na brzinu prenosa toplote tokom pirolize. Ogunkanmi i saradnici [84] ispitivali su uticaj veli¢ine
Cestica ljuske palmine kostice na prinos porizvoda tokom pirolize i zakljucili da se pirolizom veéih
Cestica dobija veci prinos bio¢adi, dok se primenom cestica manje veli¢ine dobija veci prinos bio-
ulja i gasova. Cestice manje veliine se zagrevaju ravnomerno u toku pirolize, §to dovodi do
otpustanja vise isparljivin materija, kao i ve¢im prinosom bio-ulja i gasova. Suprotno tome, vece
Cestice imaju veci temperaturni gradijent, Sto otezava prenos toplote prema unutra$njoj povrSini
Cestice 1 smanjuje koli¢inu isparljivih materija, a povecava prinos bio€adi

Za dobijanje biocadi visokog prinosa i Zeljenih 0sobina, pored odabira odgovarajuée polazne
sirovine, potrebno je i optimizovati procesne parametre pirolze. Temperatura pirolize jedan je od
najbitnijh parametara koji uticu na promene u stukturi i fizicko-hemijske osobine bioc¢adi [79].
Povecanje temperature pirolize uzrokuje intenzivnije termicko razlaganje biomase, §to dovodi do
veceg prinosa bio-ulja i gasova, a menjeg prinosa bio¢adi. Ogunkanmi i saradnici [84] su u svom
istrazivanju pokazali da povecanje temperature pirolize sa 350 na 550 °C smanjenjuje prinos
bioCadi iz ljuske palmine koStice za 19%. Visoke temperature pirolize dovode do poveéanja
specificne povrSine 1 zapremine pora, Sto je rezultat termicke razgradnje biomase. Takode,
povecanje temperature rezultira veéim sadrzajem vezanog ugljenika i pH vrednosti [86]. Tokom
pirolize, usled visoke temperature dolazi do dehidracije, isparavanja i preuredenja molekula u
lignoceluloznoj biomasi. Alifati¢ne strukture iz hemiceluloze i lignina transformiSu se u aromatic¢ne,
$to dovodi do povecanja broja fenolnih i etarskih grupa u bioc¢adi. Zhang i saradnici [86] su u svom
istrazivanju ispitivali uticaj temperature pirolize (200-800 °C) na sadrzaj funkcionalnih grupa u
biocadi bambusa i ljuske pirin¢a. Na nizim temperaturama (200 °C i 300 °C), bile su prisutne:
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hidroksilne, karboksilne, karbonilne i metoksilne funkcionalne grupe, koje su postepeno nestajale sa
poveéanjem temperature do 400 °C. Kako se temperatura dalje povecavala, ove funkcionalne grupe
su se termicki razgradile, Sto je dovelo do oslobadanja gasovitih i te¢nih komponenti. Na
temperaturama od 700 °C i 800 °C, pomenute funkcionalne grupe su bile gotovo potpuno
eliminisane i transformisane u stabilne, manje reaktivne strukture. Pored toga, visoke temperature
pirolize utiu pozitivno na elektricnu provodljivost. Neki autori ovo ponasanje povezuju sa
smanjenjem procenta kiseonika, dok drugi smatraju da je to posledica povecanja sadrzaja
rastvorljivih soli i smanjenja kiselih funkcionalnih grupa [79,82].

Brzina zagrevanja igra vaznu ulogu u pirolizi biomase, jer brzina promene temperature utice
na prirodu i sastav krajnjih proizvoda. Pored toga §to uti¢e na prinos, brzina zagrevanja moze da
uti¢e i na morfolo$ke osobine bio¢adi. Angin i saradnici [87] su u svojoj studiji pokazali da je pri
pirolizi semena Safranike, u temperaturnom opsegu od 400 do 600 °C, poveéanje brzine zagrevanja
sa 10 na 50 °C/min dovelo do smanjenja povrSine i zapremine pora bio¢adi. Pri nizim brzinama
zagrevanja isparljive materije imaju dovoljno vremena da difunduju iz Cestica, dok se pri vis$im
brzinama to vreme znacajno skracuje, §to dovodi do njihove akumulacije izmedu i unutar Cestica.
Ova pojava moze dovesti do smanjenja zapremine pora i specificne povrsine biocadi.

Duzina trajanja pirolize usko je povezana sa temperaturom i brzinom zagrevanja, $to otezava
precizno definisanje trajanja pirolize. Wang i saradnici [88] su ispitivali uticaj duzine trajanja ko-
pirolize pri 600 °C na prinos i karakteristike bioc¢adi proizvedene iz otpadnog mulja i stabljike
pamuka. Prinos bioc¢adi se smanjivao sa produzavanjem vremena pirolize sa 30 na 90 min, dok
izmedu uzoraka tretiranih na 120 i 150 min nije uo¢ena znacajna razlika. Ovi rezultati ukazuju da je
nakon 120 min zavrSen proces konverzije, te da dalje produzenje vremena pirolize ne utiCe na
prinos biocadi. Produzavanjem vremena pirolize sa 30 na 90 min, specifi¢na povrsina je porasla sa
9,17 na 23,59 m%g, §to se moze objasniti intenzivnijom termiCkom razgradnjom LB i povec¢anim
oslobadanjem isparljivih komponenti. Ovi procesi doprinose Stvaranju porozne strukture biocadi,
¢ime se povecava njena ukupna specificna povrSina. Medutim, pri daljem produzetku pirolize na
150 min, specifi¢na povrsina je opala na 21,48 m#/g, $to sugerise da je produzeno vreme pirolize
dovelo do naruSavanja porozne strukture bio¢adi 1 smanjenja njene specificne povrsine.

Pritisak unutar reaktora takode igra znacajnu ulogu u prinosu proizvoda. Kada se piroliza
obavlja pod pritiskom vec¢im od atmosferskog, prinos bioc¢adi se povecava. Visok pritisak utice i na
sadrzaj ugljenika, pa se koncentracija ugljenika u biocadi povecava kada se biomasa pirolizuje pod
visokim pritiskom [75].

Protok inertnog gasa tokom pirolize moze uticati na prinos bio¢adi. Tokom pirolize biomase
dolazi do formiranja odredene koli¢ine gasova, koji mogu ucestvovati u sekundarnim reakcijama i
tako promeniti prirodu i sastav proizvoda pirolize [75]. Saif i saradnici [76] su u svojoj studiji
pokazali da se pirolizom Sec¢erne trske na 500 °C prinos bio¢adi smanjio sa 36% na 24% pri
povecanju protoka azota sa 100 na 500 mL/min. Povecéanje portoka ubrzava eliminaciju gasova iz
reakcione zone Cime se spreCavaju sekundarne reakcije i smanjuje prinos biocadi. Kao inertni
gasovi, naj¢eSce se koriste azot, argon i vodena para, pri ¢emu je azot najpopularniji zbog svoje
inertnosti i niske cene [75].

2.2.1. Aktivacija biocadi

Cak i uz preciznu kontrolu definisanih procesnih parametara pirolize, nije uvek moguée
posti¢i Zeljena svojstva biocadi, §to Cesto zahteva dodatnu aktivaciju. Aktivacijom biocadi mogu se
znacajno unaprediti poroznost, specifiéna povrsina i elektri¢éna svojstva. Pored toga, primenom
odgovaraju¢ih metoda aktivacije mogu se modifikovati i funkcionalne grupe na povrsini biocadi,
¢ime se povecavaju adsorpciona svojstva prema specificnim jedinjenjima [82]. Ova mogucénost
prilagodavanja ¢ini bioc¢ad izuzetno svestranim materijalom, ¢ija se svojstva mogu optimizovati radi
poboljsanja performansi u specificnim primenama. Metode aktivacije se generalno klasifikuju na
hemijske 1 fizicke, pri ¢emu svaka od njih nudi specificne prednosti u zavisnosti od ciljanih
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svojstava biocadi [89]. Efikasnost aktivacije zavisi od karakteristika biocadi, temperature, prirode i
koncentracije koriS§¢enih hemikalija.

Hemijska aktivacija je najéesce koris¢en metod aktivacije biocadi, koji se zasniva na
primeni hemijskih reagenasa poput kiselina, baza, soli metala ili oksidacionih sredstava [90].
Glavne prednosti hemijske aktivacije su visoka efikasnost, visok prinos ugljenika, povecanje
specificne povrsine i poroznosti, kao i nizi temperaturni opseg rada u poredenju sa fizickom
aktivacijom [91]. Medutim, rizici povezani sa hemijskom aktivacijom veci su nego kod fizicke
aktivacije, jer vrsta i1 koli¢ina koris¢enog hemijskog agensa moraju biti pazljivo kontrolisani.
Primena hemijskih reagenasa moze dovesti do korozije opreme i zagadenja Zivotne sredine, a
visoka cena i otezana reciklaza hemikalija predstavljaju dodatne izazove [89].

Kiselinskom aktivacijom uklanjaju se prisutne necisto¢e sa povrSine biocadi, dok se
istovremeno uvode nove funkcionalne grupe koje sadrze kiseonik [90]. Za Kiselinsku aktivaciju
najéesce se koriste hlorovodoni¢na, sumporna, fosforna, azotna i limunska kiselina. Yu i saradnici
[92] su u svojoj studiji modifikovali bio¢ad kukuruznog klipa primenom sumporne kiseline, za
uklanjanje natrijumovih jona. Njihovo istrazivanje je pokazalo da je tokom modifikacije doslo do
formiranja —SOsH grupa, koje znacajno poboljSavaju adsorpciju katjona. Pored toga, specifi¢na
povrsina biocadi se prakticno udvosturcila, dok je SEM analiza otkrila pojavu velikih pora koje nisu
bile prisutne u netretiranom uzorku.

Bazna aktivacija obi¢no povecava hidrofobnost bioc¢adi i dovodi do promena u njenoj
specifi¢noj povrsini i poroznosti [10]. Najcesce koris¢ene baze za ovaj proces su natrijum, kalijum i
amonijum hidroksid. Aktivacijom biocadi ljuske kikirikija primenom kalijum-hidorkisda, Han i
saradnici [93] su potvrdili da se alkalnom aktivacijom znafajno menja specificna povrSina i
poroznost bio¢adi. Specifi¢na povrsina netretiranog uzorka povecala se sa 12,28 na 640 m?/g nakon
aktivacije, dok se zapremina pora poveéala sa 0,017 na 0,76 cm®/g, omogucavajuéi efikasniju
adsorpciju Metilen plavog. Ove promene nastale su kao posledica prodiranja kalijum hidroksida u
unutras$nju strukturu biocadi, gde je regovao sa ugljenikom, omogucavajuéi otvaranje i prosirivanje
postoje¢ih pora. U poredenju sa aktivacijom kiselinama, primena baza dovodi do znacajnijeg
povecanja specificne povrsine biocadi, veceg H/C i N/C odnosa, dok se O/C odnos smanjuje [94].

Aktivacija bio¢adi pomocu soli polivalentnih metala ili metalnih oksida moze znacajno
poboljsati njene karakteristike, kao Sto su adsorpcioni kapacitet, kataliticka svojstva i magnetizam
[90]. Biocad, zbog negativnog povrSinskog naelektrisanja, pokazuje nizak adsorpcioni kapacitet
prema anjonima. Modifikacija metalima menja povrSinske osobine biocadi, $to dovodi do
povecéanja adsorpcionog kapaciteta prema ovim jonskim vrstama. Long i saradnici [95] su ispitivali
adsorpciju nitrata koriS¢enjem biocadi kukuruznog klipa, aktivirane razliCitim solima metala
(MgCl,, ZnCl,, AICIs, FeCls). Najbolji rezultati postignuti su aktivacijom sa FeCls, ¢ime je
dobijena biocad sa najvisSim zeta potencijalom (+42,67 mV), §to je ¢ini najpovoljnijim za adsorpciju
anjona, kao $to su nitrati. Aktivacija metalima olaksava ponovnu upotrebu (reciklazu) biocadi, S
obzirom da sitne ¢estice bio¢adi dovode do otezanog uklanjanja iz vodenih rastvora. Upotrebom
soli gvozda ili oksida gvozda, biofad postaje magnetiCan, Sto omogucava lakSu separaciju 1
reciklazu [10]. Takode, aktivacija metalnim solima ili oksidima doprinosi formiranju metal-biocad
kompozita. Aktivacija pomoc¢u metala ili metalnih soli moze se izvesti na dva nacdina: u prvom,
metalne soli ili oksidi se meSaju sa biomasom pre pirolize, dok se u drugom sluc¢aju biocad prvo
pirolizuje, a zatim tretira rastvorom metalnih soli ili oksida [96]. Ovi pristupi omoguéavaju
optimizaciju svojstava biocada, a najceS¢e koriS¢eni metali ukljuCuju gvozde, magnezijum,
aluminijum i mangan.

Aktivacija oksidacionim reagensima, poput vodonik-peroksida i kalijum-permanganata,
povecéava sadrzaj funkcionalnih grupa koje sadrze kiseonik, posebno karboksilnih, sto poboljsava
adsorpcione karakteristike bio¢adi prema razli¢itim zagaduju¢im materijama [94]. Visoka cena i
potreba za zbrinjavanjem oksidacionih sredstava nakon upotrebe predstavljaju prepreke za njihovu
Siru primenu kao agensa za aktivaciju.
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Fizicka aktivacija bioc¢adi podrazumeva upotrebu fizickih agenasa kao $to su para, ugljen-
dioksid, vazduh ili azot, na razli¢itim temperaturama [90]. Veci deo isparljivih materija, ukljucujuéi
ugljen-dioksid, koji nastaju tokom karbonizacije, moze se ukloniti fizickom aktivacijom. Tokom
ovog procesa, zatvorene pore u matrici bio¢adi se otvaraju i povezuju sa drugim porama, ¢ime se
znaajno moze povecati specificna povrSina i formirati mikroporozna struktura [97]. Efikasnost
fizicke aktivacije zavisi od temperature, stepena aktivacije, karakteristika materijala i aktivacionog
agensa. Ove metode aktivacije su ekoloski prihvatljivije u poredenju sa hemijskim metodama, jer
smanjuju upotrebu hemikalija, ali su energetski zahtevnije [92].

Aktivacija parom predstavlja najeSce korisS¢enu metodu fizicke aktivacije. Obicno se
sprovodi na visokim temepraturama, u opsegu od 500 do 850 °C, sa vremenom obrade od 1 do 7
sati. Tokom ovog procesa, dolazi do niza rekacije izmedu biocadi, pare i meduproizvoda nastalih u
toku aktivacije, koje dovode do povecanja postojecihi 1 stvaranja novih pora. U svojoj studiji,
Rajapaksha i saradnici [98] aktivirali su bio¢ad dobijenu iz otpada ¢aja koriS¢enjem pare, §to je
dovelo do povecanja specificne povrsine sa 342 na 576,1 m?g i znacajnog poboljSanja adsorpciono
gkapaciteta prema sulfametazinu.
sa drugim aktivacionim agensima. Medutim, ukoliko se proces ne kontroliSe pazljivo, reakcija
izmedu vazduha i bio¢adi moze preéi u sagorevanje, $to dovodi do stvaranja pepela [97].

2.2.2. Primena biodadi

Poslednjih godina, biocad privlaci sve vise paznje, kako zbog moguénosti proizvodnje iz
Sirokog spektra sirovina, ukljuujué¢i otpadne materijale, tako i zbog fizicko-hemijskih
karakteristika. Zahvaljujué¢i svojoj velikoj specificnoj povrSini, mikroporoznosti, stabilnoj
ugljeni¢noj strukturi i specificnim funkcionalnim grupama, bioc¢ad, je pronasla Siroku primenu u
razli¢itim oblastima, koje su prikazane na Slici 2.5. Danas, bio¢ad predstavlja obecavajuci materijal,
a istrazivanja se i dalje usmeravaju na otkrivanje novih mogucénosti njene primene, narocito u
kontekstu odrzivih tehnologija i zastite Zivotne sredine.

Adsorbent

Nosac za
enzime

Katalizator

Slika 2.5. Primena bioc¢adi

2.2.2.1. Primena u zemljiStu

Zahvaljujuéi svojim osobinama, bio¢ad je nasla raznovrsnu primenu u tretmanu zemljista.
Pokazala se kao efikasan dodatak za poboljsanje kvaliteta, plodnosti i strukture zemljista, ¢ime
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doprinosi rastu biljaka i povecanju prinosa useva. Osim toga, istrazivanja ukazuju na znaajnu
ulogu biocadi u ublazavanju klimatskih promena i remedijaciji kontaminiranih zemljista [90].

Purakayastha i saradnici [99] su objasnili da dodavanje bio¢adi u zemljiSte poboljsava
kvalitet zemljista, smanjuje zapreminsku gustinu, povecava poroznost, kapacitet zadrzavanja vode i
hidraulicku provodljivost. Pored toga, biocad sadrzi visok udeo neorganskih elemenata, poput K,
Ca, Mg i Na, koji mogu posluziti kao makro i mikro nutrijenti za biljke, deluju¢i kao dubrivo i
podstic¢uci njihov rast [84]. Na taj nacin smanjuje se upotreba hemijskih dubriva, ¢ime se doprinosi
oCuvanju zivotne sredine. Pored toga, biocad moze stimulisati mikrobnu populaciju i njihovu
aktivnost u zemljiStu, posebno mikorizne gljive, koje su od sustinskog znacaja za ciklus hranljivih
materija [90].

Biocad se pokazala izuzetno efikasno u remedijaciji kontaminiranog zemljista, jer moze da
imobiliSe 1 transformiSe zagadujue komponente poput organskih jedinjenja, teskih metala,
metaloida, policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika i drugih toksi¢nih supstanci. Proces remedijacije
primenom bioc¢adi uglavnom se odvija putem adsorpcije. Burachevskaya i saradnici [100] ispitivali
su upotrebu biocadi iz ljuske suncokreta, ljuske pirin¢a i drveta za adsorpciju teskih metala (Pb, Cu
I Zn) iz zemljista. Oni su pokazali da se primenom sve tri vrste bio¢adi ukolonilo vise od 77%
teSkih metala, pri ¢emu se najviSe adsorbovalo Pb. Medu ispitivanim uzorcima, bio¢ad drveta
pokazala je najveéi adsorpcioni kapacitet, zahvaljujuéi najvecoj specificnoj povrsini i najveéem
sadrzaju aromati¢nih funkcionalnih grupa.

Efekti primene biocadi u zemljistu zavise od brojnih faktora, kao $to su polazna biomasa,
uslovi pirolize, karakteristike biocadi, osobine zemljiSta 1 vremenski uslovi. Biofad sa velikom
specifiénom povr$inom i razvijenom porozno$¢u pokazuje veci afinitet prema vlagi i hranljivim
materijama, omogucéavajuéi njihovo efikasno zadrzavanje u zemljistu [90]. Funkcionalne grupe na
povrsini biocadi mogu ucestvovati u difuziji hranljivih materija u zemljistu. S obzirom da je bio¢ad
obi¢no alkalna, moZe se koristiti za smanjenje kiselosti zemljiSta. Bio¢ad proizvedena na visokim
temperaturama pokazuje visoku efikasnost u neutralizaciji kiselosti i poboljSanju zadrzavanja
hranljivih materija, dok bioad dobijen na nizim temperaturama uglavnom doprinosi povecanju
kapaciteta razmene katjona u zemljistu. Pored toga, starost biocadi moze uticati na njeno ponasanje
u zemljiStu. Starija bio¢ad pokazuje ve¢i stepen mineralizacije, kao 1 ve¢u mikrobnu i enzimsku
aktivnost u poredenju sa svezom biocadi [90].

2.2.2.2. PreciS¢avanje otpadnih voda

Zbog svojih specificnih osobina, biofad ima sposobnost uklanjanja Sirokog spektra
zagaduju¢ih materija iz otpadnih voda, putem razli¢itih mehanizama, od kojih je najcesca
adsorpcija. Efikasnost adsorpcije bioc¢adi zavisi od polazne sirovine i procesnih parametara pirolize
[101].

Teski metali nisu biorazgradivi, a zbog svoje toksi¢nosti i kancerogenosti u visokim
koncetracijama, predstavljaju ozibljnu pretnju kako za Zivotnu sredinu, tako i za zdravlje ljudi.
Zbog velike specificne povrSine, poroznosti, obilja funkcionalnih grupa i mineralnog sastava,
bio¢ad se pokazala kao efikasan adsorbent za uklanjanje teskih metala iz otpadnih voda [43].
Funkcionalne grupe koje sadrze kiseonik, poput karboksilnih 1 hidroksilnih grupa, pokazuju
elektrostati¢ku privlacnost, sposobnost za razmenu jona ili povrSinsko kompleksiranje sa teskim
metalima. Samsuri [102] i saradnici su u svojoj studiji ispitivali fizicko-hemijske osobine bio¢adi
dobijene iz biomase palme zaostale nakon cedenja ulja kao i pirincanih ljuski, kao i njihove
adsorpcione kapacitete prema Zn, Cu i Pb. Rezultati su pokazali da, uprkos manjoj specifi¢noj
povrsini, bio¢ad palme ima znatno ve¢i adsorpcioni kapacitet za ispitivane metale u poredenju sa
biocadi iz pirincane ljuske. Autori su zakljucili da su hemijske osobine bio¢adi, poput funkcionalnih
grupa koje sadrze kiseonik, molarnog odnosa O/C i indeksa polariteta [(O+N)/C], mnogo znacajniji
za adsorpciju metala nego povrsina biocadi.

Organske zagaduju¢e materije U otpadnim vodama obuhvataju boje, fenole, pesticide,
polinuklearne aromati¢ne supstance i antibiotike. Efikasnost bio¢adi u uklanjanju organskih
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jedinjenja u velikoj meri zavisi od njegovih morfoloskih i fizickih osobina, povrSinskih
funkcionalnih grupa i hidrofoobnih karakteristika, kao i od karakteristika polutanta. Usled velike
specificne povrsine i zapremine mikropora, organske zagaduju¢e materije mogu se adsorbovati na
biocadi fizickim vezivanjem, talozenjem i popunjavanjem pora. Tokom ovog procesa, zagadujuce
materije formiraju sloj na povrSini bio¢adi, dok njihova kondenzacija dodatno doprinosi
ispunjavanju mikropora [98]. Liu i saradnici [42] su zakljucili da su velika specifi¢na povrsina i
visokorazvijena porozna struktura biocadi klju¢ni faktori za brzu i efikasnu adsorpciju antibiotika.
Pored toga, funkcionalne grupe takode igraju znacajnu ulogu u adsorpciji organskih jedinjenja. Saif
Ur Rehman i saradnici [101] su pokazali da hidroksilne i karboksilne grupe prisutne u biocadi
dobijene hidrolizom pirin¢ane slame, imaju znacajnu ulogu u adsorpciji brilijantno zelene boje. Ove
grupe doprinose negativnom naelektrisanju povrsine bio¢adi, §to omogucava adsorpciju katjonskih
molekula boje putem elektrostatic¢kih interakcija.

BioCad se moze koristiti i za uklanjanje nutrijenata, poput azota i fosfora, Cije visoke
koncentracije mogu biti Stetne za vodene ekosisteme. Njihovo uklanjanje moze se posti¢i razli¢itim
mehanizmima, ukljuéujuéi precipitaciju sa Mg?* ili Ca?', elektrostaticke interakcije, razmenu
liganda i anjonsku razmenu [44]. Karakteristike bio¢adi, kao i vrsta sirovine iz kojih se proizvodi,
igraju klju¢nu ulogu u uklanjanju azota 1 fosfora.

Prilikom razmatranja biocadi za preciS¢avanje otpadnih voda, pored visoke efikasnosti od
klju¢ne je vaznosti razmotriti moguénost reciklaZze i ponovne upotrebe ovog materijala, ¢ime se
doprinosi odrzivosti procesa.

2.2.2.3. PreciScavanje gasova

Zbog svojih adsorpcionih osobina, niske cene, visoko specificne povrSine i poroznosti,
biocad se moze koristi za precis¢avanje gasova. PreCi§¢avanje gasova, poput NOyx, SOz i HzS
primenom biocadi odvija se na sledeci nacin: transport gasova do Cestica biocadi, ulazak u pore,
adsorpcija na aktivnim mestima i reakcija adsorbovanih gasova na povrsini bio¢adi u proizvode Kkoji
ostaju adsorbovani na njenoj povrsini [84]. Bio¢ad sa vecom specificnom povr§inom i zapreminom
pora obi¢no ima bolji kapacitet adsorpcije gasova, jer omogucava vecu difuziju gasova u pore i
njihovu adsorpciju fizickim i hemijskim putem. Za adsorpciju gasova, ¢esto je potrebno dodatno
aktivirati povrSinu bio¢adi. Choudhury i Lansing [103] istrazivali su efekat dodataka bio¢adi od
kukuruzne slame i javorovog drveta impregniranih gvozdem, na uklanjanje H>S u anaerobnim
digestorima. Rezultati su pokazali da pri odnosu 0,5 g bio¢adi/g stajnjaka nije detektovan HS u
sistemu.Takode, pH vrednost bio¢adi utice na adsorpciju i disocijaciju odredenih gasova, posebno
kiselih gasova. Osim NOy, SOz i HzS, biocad moze biti efikasna u uklanjanju i drugih gasova poput
CHas, NH3s, COzi organskih isparenja [90].

2.2.2.4. SkladiStenje ugljen-dioksida

Prose¢na globalna godisnja koncentracija CO2 u atmosferi iznosila je 442 ppm u 2020.
godini, a predvida se da bi do 2030. godine mogla dosti¢i vrednosti znatno vise od 600 ppm [104].
Ovako visoke koncentracije CO: u atmosferi, pored toga Sto uti¢u na klimatske promene, mogu
imati Stetan uticaj na ljudsko zdravlje, kao Sto je smanjenje kognitivnih funkcija, smanjenje
mineralne gustine kostiju, formiranje kalcijumskih naslaga u bubrezima, povecani oksidativni stres 1
druge negativne posledice [104]. Zemljiste, kao vazan rezervoar ugljenika, igra znac¢ajnu ulogu u
ciklusu kretanja ugljenika. Kao strategija za smanjenje emisije CO., predlozeno je skladistenje
ugljenika u zemljiStu. Biocad, zahvaljujuéi svojoj aromati¢noj stukturi, poseduje veliku otpornost
na biorazgradnju, zbog Cega se smatra da ima pozitivan efekat na skladistenje ugljenika u zemljistu.
Efikasnost skladistenja zavisi od: (1) prinosa bioc¢adi i sadrzaja ugljenika u biocadi, (2) sadrzaja
stabilnog ugljenika u biocadi i (3) stabilnosti bio¢adi u zemljistu pod razli¢itim uslovima [90]. Za
procenu stabilnosti biocadi primenjuju se razliite metode, medu kojima se Cesto koriste molarni
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odnosi H/C i O/C. Prema IBI standard [83], biocad se smatra stabilnom ukoliko je molarni odnos
H/C manji od 0,7, a O/C manji od 0,4.

Kada se bio¢ad primeni u zemlji$tu, prolazi kroz procese starenja i degradacije, ukljucujuci
cikluse vlazenja i susenja, fotohemijsku iradijaciju i blagu oksidaciju [105], §to dovodi do znac¢ajnih
promena u njenim fizicko-hemijskim karakteristikama. Kuzyakov i saradnici [106] ispitivali su
proces razgradnje bioc¢adi poreklom iz razene trave u zemljiStu tokom osam godina. Rezultati su
pokazali izuzetno sporu stopu razgradnje bio¢adi, pri ¢emu se sadrzaj ugljenika po danu smanjivao
za samo 7x107%%, pod optimalnim uslovima, §to zna¢i da bi bilo potrebno skoro 400 godina da
biocad izgubi samo 1% sadrzaja ugljenika. Medutim, ovako dugoro¢no ponasSanje biocadi u
zemljistu jo§ uvek nije potvrdeno, jer su prirodni uslovi vrlo kompleksni i postoji mnogo faktora
koji mogu uticati na svojstva bio¢adi.

2.2.2.5. Nosac za enzime

Zahvaljujuci visokoj katalitickoj efikasnosti i specifi¢nosti, enzimi su nasli Siroku primenu u
razli¢itim industrijama. Ipak, njihova nestabilnost ¢esto ograni¢ava njihovu upotrebu, $to namece
potrebu za imobilizacijom. Prilikom imobilizacije enzima, klju¢nu ulogu igra odabir odgovarajuceg
nosaca. Nosac¢ treba da obezbedi viSestruku upotrebu enzima bez gubitka aktivnosti. Osim toga,
ovaj materijal mora biti stabilan, inertan, ekonomiéan i otporan na kontaminaciju. Nosa¢ bi takode
trebalo da ima optimalnu veli¢inu pora, jer prevelike pore mogu dovesti do smanjene specificne
povrsine, dok premale pore mogu onemoguciti vezivanje enzima [107]. Zbog svoje inertne prirode,
velike specifi¢ne povrSine, razvijene porozne strukture i prisustvu funkcionalnih grupa koje sadrze
kiseonik, biofad predstavlja odlican matriks za imobilizaciju enzima [10]. Dodatno, biocad
karakteriSe izuzetna disperzibilnost, biokompatibilnost i fizicko-hemijska otpornost, §to se pripisuje
njegovim svojstvima razmene elektrona. Ove karakteristike, uz nisku cenu i siroku dostupnost, ¢ine
bioad izuzetnim nosaem za imobilizaciju enzima. Primenom razli¢itih metoda aktivacije,
omogucava Se prilagodavanje biocadi specificnim enzimima, ¢ime se povecava efikasnost
imobilizacije i moguénost primene u Zeljenim procesima [7]. Imobilizacija enzima na bioc¢adi
obi¢no se vrsi adsorpcijom ili kovalentnim vezivanjem. U studiji Padneya i saradnika [108], lakaza
je imobilisana na bioc¢adi dobijenoj iz borovih iglica, prethodno aktiviranoj slabim kiselinama, pri
c¢emu je postignuta aktivnost imobilisane lakaze od 64,4 U/g, uz visok prinos imobilizacije od
78,1%. Pored toga, imobilisana lakaza pokazala je vecu stabilnost u alkalnom opsegu i na viSim
temperaturama u poredenju sa slobodnim enzimom.

2.2.2.6. Ostale primene bio¢adi

Dodatak u kompostiranju organskog ¢vrstog otpada

Organski otpad ¢ini priblizno polovinu ukupnog cvrstog otpada, a njegovo konstantno
povecanje negativno utice na odrzivi razvoj i Zivotnu sredinu. Zbog niskih troSkova, kompostiranje,
bioloski proces razgradnje organske materije mikroorganizmima, privlaci sve viSe paZnje kao
efikasan metod za tretman otpada. Dodavanje biocadi znacajno unapreduje i ubrzava proces
kompostiranja, jer poboljSava aeraciju, kapacitet zadrzavanja vlage i smanjuje emsiju gasova [97].
Pored toga Sto predstavlja staniSte za mikroorganizme, dodatak biocadi moze povecati mikrobnu
raznovrsnost u kompostu, jer njena porozna struktura omogucava stvaranje povoljnog
mikrookruzenja, Sto dovodi do brze bioloske razgradnje organske materije [96]. Chowdhury i
saradnici [109] su proucavali uticaj biocadi od tvrdog i mekog drveta na emisiju gasova staklne
baste tokom kompostiranja pileéeg stajnjaka i govede balege, pri ¢emu su otkrili da dodatak biocadi
smanjuje ukupnu emisiju gasova za 27-32%.

Efikasnost kompostiranja primenom bioc¢adi zavisi od osobina i doze biocadi, kao i tipa
zemljiSta. Preporucena doza biocadi za kompostiranje iznosi izmedu 5 1 10 %, jer veca koli¢ina
moze izazvati neativne efekte poput gubitka vode i rasipanja toplote [97].

20



Biocad kao katalizator

Biocad se pokazala kao potencijalni katalizator za proizvodnju biodizela i kao dodatak
katalizatorima na bazi ugljenika. PovrSinske funkcionalne grupe i dispergovane metalne nanocestice
na povrsini biocadi kljune su za primenu biocadi kao katalizatora. Pored toga, velika specifi¢na
povrsina, poroznost i hidrofobnost takode mogu doprineti upotrebi biocadi kao katalizatora u
pojedinim reakcijama. Generalno, povecanje specifi¢ne povrsine bioc¢adi dovodi do veéeg prinosa
transesterifikacije. Yu i saradnici [110] su objavili da se piodizela rinos budvostrucio, nakon $to se
specifiéna povrsina biodadi poveéala sa 1,88 na 640 m?/g. Pored toga, prisustvo Kiselinskih
funkcionalnih grupa, poput —SOsH, dodatno unapreduje konverziju masnih kiselina. Zahvaljujuéi
ovim osobinama, bio¢ad predstavlja alternativu konvencionalnim katalizatorima na bazi metala.

Osim toga, bioad se pokazala kao potencijalan fotokatalizator za razgradnju organskih
zagadujucih materija, pri ¢emu struktura pora, njihova raspodela i povrSinske funkcionalne grupe
igraju klju¢nu ulogu u kataliti¢koj aktivnosti [90].

Materijal za elektrode

Superkondenzatori, kao uredaji za skladiStenje energije, privukli su znac¢ajnu paznju zbog
svoje visoke snage, dugog zivotnog ciklusa i brze sposobnosti punjenja i praznjenja. Idealni
materijali za elektrode u superkondenzatorima treba da poseduju veliku specifi¢énu povrSinu i visoko
poroznu strukturu, kako bi obezbedili dovoljan broj aktivnih mesta za elektrohemijsku oksidaciju
[96].

Uobicajeni materijali na bazi ugljenika, kao $to su granularni aktivni ugalj, grafitne granule,
grafen i ugljeni¢ne nanocevcice, Cesto se koriste kao materijali za elektrode. Medutim, visoki
troskovi proizvodnje ovih materijala ograni¢avaju njihovu primenu [96]. Nasuprot tome, bio¢ad
nudi uporedivu specificnu povrsinu i poroznu strukturu, uz znaéajno nize troskove proizvodnje,
zbog Cega se sve visSe razmatra kao isplativa i ekoloski prihvatljivu alternativa.

Pored toga, visok sadrzaj ugljenika u bio¢adi doprinosi visokoj snagi, pod uslovom da je
sadrzaj pepela na prihvatljivom nivou. Aktivacija biocadi povecava njenu specifi¢nu povrsinu i
poboljsava raspodelu distribucije pora, ¢ime se unapreduju performanse u skladiStenju i pretvaranju
energije [90]. Osim $to sluzi kao materijal za elektrode, biocad se moze upotrebiti i kao modifikator
elektroda [96].

Proizvodnja biogasa

Dodatak biocadi u proces anaerobne digestije ima viSestruki efekat: ublaZzava inhibiciju
amonijakom, adsorbuje inhibitore, povecava prinos biogasa i metana i Selektuje kolonizaciju
mikroba [90]. Stuktura, povrSinske grupe, sadrzaj mikroelemenata i pH biocadi kljuéna su svojstva
koja uti¢u na efikasnost anaerobne digestije.

Amonijak, kao glavni metabolic¢ki nusproizvod anaerobne digestije, moze se adsorbovati na
povrsini biocadi. Adsorbovani amonijak moZe da reaguje sa razli¢itim funkcionalnim grupama na
povrsini bio¢adi i1 formira amine i amide, ¢ime se smanjuje akumulacija i mobilnost amonijaka kao
direktnog inhibitora, bez uticaja na sam proces. Pored amonijaka, tokom anaerobne digestije mogu
nastati i drugi inhibitori, poput isparljivih masnih kiselina, koje dovode do snizavanja pH vrednosti.
Dodavanje alkalne biocadi pomaze u regulaciji pH vrednosti sistema, ¢ime se poboljSava proces
anaerobne digestije [111]. Pored toga, alkalna svojstva bio¢adi, povecavaju prinos metana u procesu
anaerobne digestije, jer alkalne supstance u pepelu bio¢adi mogu reagovati i adsorbovati nastale
gasove. Zahvaljuju¢i poroznoj stukturi, bio¢ad omogucava veliku povrSinu za fizicku adsorpciju
mikrobioloskih zajednica koje su klju¢ne za olakSavanje prenosa elektrona izmedu razlicitih vrsta
mikroorganizama [90]. Detaljne informacije o karakteristikama biocadi, kao S§to su specifi¢na
povrsina 1 raspodela veliine pora na proizvodnju biogasa, jos uvek nije ispitana.

Pored navedenih primena, biofad se efikasno pokazala i u mnogim drugim sferama. U
veterini se koristi kao aditiv u sto¢noj hrani [112], dok se u prehrambenoj tehnologiji koristi za
pakovanje hrane, gde se pokazala kao ekoloski prihvatljiv materijal za apsorpciju vlage i produZeno
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ocuvanje svezine proizvoda [113]. Pored toga, zbog niske toplotne provodljivosti, niske zapaljivosti
I visoke hemijske stabilnosti, bioc¢ad je nasla primenu i u gradevinskoj industriji [97]. Zahvaljujuci
svojoj svestranosti i izvanrednim karakteristikama, bioCad predstavlja obecavaju¢i materijal za
buduca istrazivanja u razli¢itim industrijskim sektorima, doprinosec¢i odrzivosti razli€itih procesa.

2.3. Enzimi

Enzimi su visoko efikasni biomolekuli koji omogucavaju biotransformaciju, deluju¢i kao
katalizatori za Sirok spektar supstrata [10]. Po hemijskoj strukturi, enzimi su proteini sa izrazenim
katalitickim svojstvima i1 prisutni su u svim organizmima. Oni sniZzavaju energiju aktivacije,
ubrzavaju¢i hemijsku rekaciju iz koje izlaze nepromenjeni, §to im omogucéava da ucestvuju u
narednim reakcijama. Njihova selektivnost prema proizvodima, sposobnost delovanja u blagim
reakcionim uslovima i nizak uticaj na zivotnu sredinu omogucili su njihovu $iroku primenu u
razli¢itim industrijama [7].

Kao proteini, enzimi se sastoje od lanaca aminokiselina koje formiraju specificne
trodimenzionalne strukture. Sekvenca aminokiselina odreduje strukturu, koja zatim odreduje
katalitiCku aktivnost enzima. Stuktura enzima moze se podeliti na cetri nivoa: primarnu,
sekundarnu, tercijalnu i kvaternu stukturu [114]. Primarna struktura, najjednostavniji nivo strukture
enzima, predstavlja sekvencu aminokiselina povezanih u polipeptidnom lanacu. Savijanjem
polipeptidnog lanca u stabilne oblike formira se sekundarna struktura. Sekundarna stuktura obi¢no
nastaje pomoc¢u vodoni¢nih veza, izmedu vodonika iz amino grupa i kiseonika iz karboksilnih
grupa. Ukupna trodimenzionalna struktura polipeptida naziva se tercijarnom strukturom, koja je
obi¢no rezultat interakcija izmedu R grupa aminokiselina. Mnogi proteini se sastoje od jednog
polipeptidnog lanca i imaju samo tri nivoa strukture. Medutim, neki proteini se sastoje od vise
polipeptidnih lanaca, poznatih i kao subjedinice, koje kada se povezu formiraju kvaternarnu
strukturu proteina [115].

Specifi¢nost strukture enzima ogleda se u njegovom Kkatalitickom mestu, poznatom kao
aktivni centar. Aktivni centar predstavlja specificnu regiju na povrsini enzima, formiranu
trodimenzionalnim rasporedom aminokiselinskih ostataka, koji direktno ucestvuju u vezivanju
supstrata i katalizi hemijske reakcije. Supstrat se za aktivni cenatr vezuje kovalentnim vezama, po
principu ,.klju¢ u bravu*, odnosno stuktura aktivnog centra omogucéava prepoznavanje i vezivanje
odredenih supstrata [114].

2.3.1. Faktori koji uti¢u na aktivnost enzima

Aktivnost enzima zavisi od niza fizickih i1 hemijskih faktora, koji mogu pozitivno ili
negativno uticati na brzinu kataliticke reakcije. Razumevanje ovih faktora kljuéno je za
optimizaciju enzimskih procesa u industrijskim, biotehnoloskim i laboratorijskim uslovima.

Koncentracija enzima predstavlja koli¢inu enzima prisutnu u jedinici zapremine ili mase.
Povecanje koncentracije enzima dovodi do ubrzanja hemijske rekacije, pod uslovom da je dostupna
odgovarajuca koli¢ina supstrata za vezivanje. Kada se sav supstrat veze za enzim, reakcija se vise
nece ubrzavati [116].

Koncentracija supstrata znacajno utic¢e na brzinu enzimske rekacije. Sa povecanjem
koncentracije supstrata, povecéava se 1 brzina reakcije. Medutim, pri veoma visokim
koncentracijama supstrata, enzimi postaju zasic¢eni, pa dodatno povecanje koncentracije supstrata ne
dovodi do dodatnog ubrzanja reakcije [117].

Temperatura ima znaCajan uticaj na aktivnost enzima. Svaki enzim ima optimalnu
temperaturu pri kojoj postize maksimalnu aktivnost. Povecanje temperature obi¢no dovodi do
porasta enzimske aktivnosti, jer temepratura povecava molekularno kretanje, Sto dovodi do veéeg
broja sudara molekula. Medutim, kada temperatura prede optimalnu vrednost, usled osetljive
proteinske strukture, moze doé¢i do denaturacije enzima [118]. Toplota naruSava njegovu
trodimenzionalnu strukturu razgradnjom vodoni¢nih veza, sto dovodi do gubitka funkcionalnosti. S
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druge strane, niske temperature smanjuju intenzitet molekularnog kretanja, ¢ime usporavaju
aktivnost enzima [116].

pH vrednost takode utie na aktivnost enzima. Svaki enzim ima optimalnu pH vrednost za
oCuvanje njegove trodimenzionalne strukture, na kojoj enzim pokazuje maksimalnu aktivnost [116].
Ako pH odstupa od optimalne vrednosti, aktivnost enzima se smanjuje, usled promene u
naelektrisanju molekula, $to utice na jonske veze koje odrzavaju njegovu funkcionalnost.

Prisustvo aktivatora povecava aktivnost enzima. Ove supstance mogu poboljsati
sposobnost enzima da se veze za supstrat ili da katalizuje hemijsku reakciju. Aktivatori mogu biti
mali molekuli, joni ili drugi proteini koji deluju na enzim tako $to povecavaju njegovu efikasnost,
stabilnost ili specific¢nost.

Prisustvo inhibitora smanjuje brzinu enzimske reakcije, a u nekim slu¢ajevima mogu je i
potpuno zaustaviti. Neke enzimatske reakcije mogu biti inhibirane visokim koncentracijama
proizvoda i/ili supstrata. Na primer, aktivnost B-galaktozidaze iz Aspergillus niger je znacajno
inhibirana prisustvom galaktoze (proizvoda), dok je aktivnost invertaze znatno smanjena u uslovima
visokih koncentracija saharoze (njegovog supstrata) [119]. Razlikuju se kompetativna,
nekompetativna i nepovratna inhibicija [116]. Kompetativna inhibicija nastaje kada se molekul
veoma slican supstratu, veZe za aktivno mesto enzima, i na taj nain sprecava vezivanje supstrata.
Nekompetativna inhibicija nastaje kada se molekuli vezu za enzim, ali ne za njegov aktivni centar,
uzrokujuéi promenu njegove strukture i Smanjenje aktivnosti. Nepovratna inhibicija je tip inhibicije
u kojem se inhibitor trajno vezuje za enzim, obi¢no kovalentnim vezama, ¢ime se trajno inaktivise
enzim.

2.3.2. Lakaza

Lakaza je enzim iz grupe oksidoreduktaza, koji sadrzi vise atoma bakra, koji imaju znaéajan
uticaj na njenu kataliticku aktivnost. Ovaj enzim oksidiSe razli¢ita aromati¢na i nearomati¢na
jedinjenja, pri ¢emu molekulski kiseonik sluzi kao akceptor elektrona, dok kao nusproizvod nastaje
isklju¢ivo voda [120]. Molekulska masa lakaze varira u opsegu od 50 do 140 kDa, a
aminokiselinska sekvenca moze da sadrzi izmedu 220 i 800 aminokiselina [121]. Ugljenohidratna
komponenta molekula lakaze sastoji se od glukoze, manoze, galaktoze, fukoze i arabinoze, i ima
funkciju da doprinese strukturnoj stabilnosti enzima, zastiti od razgradnje proteazama i ocuva
aktivnost enzima u prisustvu slobodnih radikala [120]. Lakaza se mozZe pojaviti u monomernoj,
dimernoj ili tetramernoj formi, u zavisnosti od porekla. Osobine lakaze, ukljucujuéi strukturu,
molekulsku masu, redoks potencijal 1 stabilnost, znacajno variraju u zavisnosti od izvora enzima.
Lakaza se prirodno proizvodi u razli¢itim organizmima, kao Sto su gljive, bakterije, biljke i insekti.
Medu njima, gljive su najznaajniji prirodni izvor ovog enzima, pri ¢emu se posebno isticu
bazidiomicete. Bazidiomicete koje proizvode lakazu ukljucuju gljive belog truljenja poput Trametes
versicolor. Glavna karakteristika gljivicnih lakaza je visok redoks potencijal [122]. Bakterijska
lakaza pokazuje visoku stabilnost u sirokom opsegu temperature i pH vrednosti. Zahvaljuju¢i ovim
osobinama, bakterijska lakaza predstavlja odli¢an izbor za bioremedijaciju u prirodnim sredinama,
uprkos njenom nizem redoks potencijalu. lako lakaza iz biljaka takode ima nizak rekods potenicija,
Cesto Se koristi za proizvodnju goriva, zbog svoje visoke sposobnosti delignifikacije.

Kataliticka aktivnost lakaze omogucena je prisustvom Cetri atoma bakra, rasporedena u tri
grupe:

o tip I (T1)-plavi bakar;
e tip Il (T2)-obi¢an bakar;
e tip Il (T3)-binuklearni bakar.

Struktura lakaze prikazana je na Slici 2.6. Bakar T1, kordiniran sa dva histidina i jednim
cisteinom, sluzi kao mesto za oksidaciju supstrata zahvaljujuéi svom visokom redoks potencijalu i
trigonalnoj orijentaciji. Oksidativni potencijal lakaze zavisi od polozaja liganda, koji igra klju¢nu
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ulogu u regulaciji aktivnosti enzima. Plava boja lakaze poti¢e upravo od prisustva bakra T1, ¢ija
apsorpcija svetlosti nastaje zbog kovalentne veze izmedu bakra i cisteinskih ostataka [122].

Bakar T2, kordiniran sa dva ostatka histidina, je pozicionirna u blizini bakra T3 (koji
reguliSe Sest histidina) sa kojim je povezan preko hidroksidnog mosta [122]. Bakar T2 i bakar T3
nalaze se na udaljenosti manjoj od 0,4 nm, formirajé¢i trinuklearni klaster, koji omogucava
oslobadanje vode redukcijom kiseonika Za razliku od drugih oksidoreduktaza koje koriste vodonik-
peroksid u procesu katalize, lakaza katalizuje reakciju pomoc¢u molekularnog kiseonika, zbog ¢ega
se smatra ,,zelenim katalizatorom*.

Tip 1

Tip 3

Tip 2

Slika 2.6. Struktura Lakaze [122]

Kao oksidoreduktaza, sposobnost lakaze da oksidiSe supstrat direktno je povezana sa njenim
redoks potencijalom. Redoks potencijal, odnosno energija potrebna da lakaza primi elektron sa
redukujeceg supstrata, je klju¢an u definisanju reaktivnosti enzima i ukupnih karakteristika reakcije.
Lakaza je sposobna da direktno oksidiSe supstrate niskog redoks potencijala, dok je za supstrate
visokog redoks potencijala neophodno prisustvo medijatora [121]. Prisustvo medijatora ne samo §to
znaajno povecava efikasnost katalitickog procesa, ve¢ 1 omogucava oksidaciju Sireg spektra
supstrata, Cime se proSiruju potencijalne primene lakaze.

Lakaza moze oksidisati razli¢ita organska jedinjenja, kao $to su mono- i difenoli ili njihovi
derivati sa hidroksil-, karboksil-, metoksi-, sulfo- ili amino- funkcionalnim grupama, koriste¢i
radikalni mehanizam [123]. Fenoli su tipi¢ni supstrati za lakaze zbog svog niskog redoks
potencijala, §to omogucéava apsorpciju elektrona od strane bakra T1.

Prisustvo odredenih molekula, poput cijanidina, azidnog jona, katjona zive ili masnih
kiselina, moze uticati na aktivnost lakaze. Ovi inhibitori se vezuju za atome bakra u T2 i T3 centru
enzima, ometajuc¢i prenos elektrona unutar aktivnog centra. Ova inhibicija rezultira smanjenjem ili
potpunim zaustavljanjem aktivnosti lakaze, blokiraju¢i klju¢ne procese u oksidaciji supstrata i
sprecavajuc¢i normalno funkcionisanje enzima.
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2.3.2.1. Primena Lakaze

Zahvaljujuci sposobnosti da katalizuju oksidaciju fenola i drugih organskih supstanci, lakaze
su naSle Siroku primenu u razli¢itim sektorima industrije. U prehrambenoj industriji, lakaze se
najcesce koriste U procesu bistrenja vina, gde efikasno uklanjaju polifenole koji mogu negativno
uticati na ukus i boju vina. Takode, u proizvodnji piva, lakaze pomazu eliminaciji polifenola koji
uzrokuju zamucenje, ¢ime poboljSavaju vizuelnu Cistocu i stabilnost piva. U tekstilnoj industriji,
lakaze se koriste za uklanjanje boja i izbeljivanju tkanina, nude¢i ekoloski prihvatljiviju alternativu
agresivnim hemikalijama. Nasle su primenu i u sintezi tekstilnih boja, ¢ime se omogucava sinteza
novih, ekoloski prihvatljivih boja i nijansi, koje su Cesto stabilnije i manje toksi¢ne [124]. Osim
toga, lakaze pokazuju antikancerogeno dejstvo, §to ih ¢ini predmetom istrazivanja u medicinskoj
primeni [125]. U oblasti nanotehnologije, lakaze se koriste za detekciju molekula poput kiseonika,
fenola i anilina, dok u kozmetici pronalaze primenu u proizvodima za negu koze i kose, poput
proizvoda za farbanje i kovrdzanje kose. U papirnoj industriji, lakaze omogucéavaju blazu i ekoloski
prihvatljiviju delignifikaciju drvenih vlakana, nudeci alternativu metodama koje koriste hemikalije
na bazi hlorina. Pored toga, istrazuju se i njihova primena kao katoda u enzimskim bioenergetskim
¢elijama [126].

Zbog Siroke primene u razli¢itim granama industrije, iza kojih ¢esto zaostaju kontaminirane
vode, preciS¢avanje nastalih voda postalo je jedan od klju¢nih problema koje treba resiti. Generalno,
oksidoreduktaze su se pokazale kao najefikasniji enzimi koji katalizuju oksidaciju Sirokog spektra
polutanata, kao Sto su fenoli, herbicidi, pesticidi, boje, farmaceutski proizvodi i mnogi drugi. Pored
toga, nakon tretmana, lako se odvajaju precipitacijom i centrifugiranjem. Pored lignin peroksidaze i
manganskih peroksidaza, lakaze su vodete oksidoreduktaze u preSiS¢avanju otpadnih voda,
zahvaljuju¢i svom Sirokom spektru supstrata, jednostavnoj katalizi, stabilnosti i odsustvu inhibicije
u poredenju sa drugim enzimima [7]. Posebno su se efikasno pokazale u razgradnji boja, koje imaju
izuzetno S$tetan uticaj kako na zivotnu sredinu, tako i na zdravlje ljudi. Mehanizam degradacije boje
zasniva se na sposobnosti lakaze da oksidiSe supstrat, povlaceéi elektrone i pretvarajuci ih u
slobodne radikale. Lakaza prihvata ove elektrone, sto omoguéava redukciju molekularnog kiseonika
u vodu. Proizvodi degradacije koji nastaju, obi¢no su manji fragmenti koji su manje toksi¢ni u
odnosu na pocetnu boju. Karakteristike nastalih proizvoda zavise od specifi¢ne strukture boje, vrste
kori$éene lakaze i reakcijskih uslova [123]. Primenom lakaze, boja se moze delimi¢no ili potpuno
razgraditi.

Primena lakaza u slobodnom obliku ¢esto je povezana sa visokim operativnim troSkovima,
niskom moguénoséu oporavka i slabom stabilno$¢u, §to ograni¢ava njihovu upotrebu u veéim
razmerama, zbog ¢ega Se razmatra imobilizacija na razli¢itim nosac¢ima.

2.3.3. Imobilizacija enzima

Efikasnost precis¢avanja kontaminiranih voda primenom enzima zavisi od njihove
operativne stabilnosti i trajnosti. lako lakaze pokazuju sposobnost degradacije Sirokog spektra
zagadujuéih materija, njihova visoka osetljivost i nestabilnost pod strogim industrijskim uslovima
otezavaju njihovu primenu u procesima precis¢avanja kontaminiranih voda. Pored toga, slobodne
lakaze se ne mogu ponovo upotrebiti, jer se gube u te¢nom medijumu, zbog Cega se moraju
imobilisati [127]. Pod imobilizacijom enzima se podrazumeva fizicko ili hemijsko ograniavanje
kretanja enzima u odredenoj oblasti, uz ocCuvanje njegove kataliticke aktivnosti. Proces
imobilizacije predstavlja efikasan nacin za prevazilazenje ovih ogranicenja, jer Se primenom
imobilizacije poboljsava stabilnost enzima, omoguc¢ava njegova ponovna upotreba, smanjuju se
troskovi i omogucava se bolja kontrola procesa [10]. Medutim, imobilizacije enzima ima i odredene
nedostatke, poput gubljenja enzimske aktivnosti, desorpcije enzima sa nosaca, kao i visoke cene
komercijalnih nosaca [128].

Metode imobilizacije enzima mogu biti fizicke i hemijske, a izbor metode zavisi od prirode
enzima, nosaCa i specificnih potreba procesa. Fizicke metode imobilizacije podrazumevaju
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stvaranje slabih nekovalentnim veza izmedu enzima i nosaca, $to dovodi do lakog odvajanja
enzima, bez gubitka njegove aktivnosti i o$te¢enja nosaca. U fizicke metode ubrajaju se: adsorpcija
i zarobljavanje enzima [129]. Hemijske metode imobilizacije su ireverzibilne, pa nije moguce
odvajanje enzima od nosaCa bez gubitka enzimske aktivnosti ili oSteéenja nosaca. U hemijske
metode imobilizacije spadaju kovalentno vezivanje i umrezavanje [129,130].

Iy XY ‘vt (o)
Adsorpcija Zarébl}avanje | Mikrokapsulacija
Imobilizacija
Enzima

Aal%a n uVvIen
[_,-"'. ?r ?v'i/ ,a:a&ea'!e-t

Kovalentno vezivanje Umrezavanje

Slika 2.7. Metode imobilizacije enzima [131]

Adsorpcija je jednostavna, ekonomiéna i potpuno nedestuktivna metoda za imobilizaciju
enzima. Ovaj proces podrazumeva stavljanje enzima i nosaa u kontakt na odredeni vremenski
period, pod odredenim procesnim uslovima. Adsorpcija enzima moze biti fizicke, jonske ili
afinitetne prirode, pri ¢emu se fizicka adsorpcija najéeSce koristi [129]. Tokom adsorpcije
uspostavljaju se slabe veze, kao $to su Van der Waalsove sile, vodoni¢ne veze ili hidrofobne
interakcije izmedu enzima i povrSine nosaca [10]. Velika specificna povrSina, prisustvo
funkcionalnih grupa 1 afinitet nosa¢a prema enzimu znacajno olakSavaju adsorpciju na Cvrstim
nosacima. Koli¢ina enzima koja se moze vezati za povrSinu nosaca zavisi od njegove poroznosti:
Sto je veci pre¢nik pora, efikasnija je difizija supstrata ka aktivnom mestu enzima. Efikasnost
adsorpcije enzima zavisi od karakteristika nosaca, osobina enzima i pH rastvora [10]. Uprkos slaboj
vezi izmedu enzima i1 nosaca, adsorpcija predstavalja naj¢esce koriS¢en metod imobilizacije enzima
zbog visoke kataliticke efikasnosti, niske cene, jednostavne primene i ponovne upotrebe adsorbenta.
U studiji koju su sproveli Al-Sareji i saradnici [132], aktivni ugalj dobijen iz kokosove ljuske
kori$éen je kao nosa¢ za imobilizaciju lakaze Trametes versicolor putem adsorpcije. Rezultati su
pokazali da je imobilizacija znac¢ajno poboljsala stabilnost enzima, pri ¢emu je nakon 4 uzastopna
ciklusa upotrebe lakaza zadrzala vise od 80% svoje relativne aktivnosti.

Zarobljavanje je fizicka metoda imobilizacije u kojoj se enzim fizicki zatvara unutar
poroznih materijala, poput kolagena i acetat celuloze bez stvaranja hemijskih veza izmedu enzima i
nosaca [100]. Ova metoda je izuzetno jednostavna, ne narusava stukturu enzima, a enzimska
aktivnost je u potpunosti o¢uvana. Medutim, glavni nedostaci ove metode ukljucuju potencijalno
curenje enzima iz matrice, kao i difuziona ogranic¢enja koja mogu smanjiti efikasnost interakcije
izmedu enzima i supstrata, odnosno otezati oslobadanje reakcijskih proizvoda [133]. Najpoznatija
tehnika zarobljavanja je mikrokapsulacija, gde se enzim zatvara unutar polupropusne sferne
membrane sa kontrolisanom poroznoscéu.

Kovalentna imobilizacija enzima zasniva se na formiranju kovalentnih veza izmedu
funkcionalnih grupa nosaca i aminokiselinskih ostataka enzima [10]. U formiranju ovih veza obi¢no
ucestvuju nukleofilne funkcionalne grupe bo¢nih lanaca aminokiselina, poput hidroksilnih, amino,
karboksilnih i tiolnih grupa [129]. Ovaj proces se moze odvijati direktno izmedu nosaca i enzima, ili
prethodnom modifikacijom nosaca radi povecanja njegove reaktivnosti. Efikasnost imobilizacije
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zavisi od veli¢ine C¢vrstog nosaca, dostupnosti funkcionalnih grupa i1 procesnih parametara.
Kovalentnom imobilizacijom enzima dolazi do sporog oslobadanja enzima, $to poboljSava njegovu
kapacitet za skladiStenje i trajnost. Osuna i saradnici [134] su prouc¢avali imobilizaciju lipaza iz
Aspergillus niger putem kovalentnog vezivanja na magnetne nanocestice presvucene hitozanom.
Rezultati su pokazali da je kovalentnom imobilizacijom postignuta visoka stabilnost pri skladiStenju
tokom 50 dana, dok je nakon 15 hidrolitickih ciklusa o¢uvano vise od 80% pocetne aktivnosti
enzima. Medutim, za primenu kovalentne imobilizacije dostupan je znatno manji broj komercijalnih
nosaca u odnosu na imobilizaciju adsorpcijom [129]. Pored toga, kovalentnom imobilizacijom
moze doci do narusavanja konformacione strukture enzima, Sto moze uticati na njegovu kataliticku
aktuvnost.

Metoda umreZavanja zasniva se na upotrebi multifunkcionalnih reagensa, pri ¢emu se
formiraju kovalentne veze koje omogucéavaju Cvrstu imobilizaciju enzima. NajceS¢e korisceni
multifunkcionalni reagensi su glutaraldehid, izocijanati i N,N’-etilenbismaleimid, pri ¢emu je
glutaraldehid najzastupljeniji [133]. Ovaj proces poboljSava mogucnost ponovne upotrebe i
stabilnost enzima. Medutim, upotreba agenasa za umrezavanje smanjuje stepen slobode enzima, §to
moze negativno uticati na njegovu aktivnost [87].

Za imobilizaciju enzima, ispitivani su razli¢iti materijali. Prirodni polimeri, poput hitozana,
alginata 1 celuloze, pokazali su odlicnu biokompatibilnost, veliki afinitet prema peptidima i
sposobnost ocuvanja katalitickih svojstava enzima [135]. Sinteti¢ki polimeri, poput poliamida i
poliakrilonitrila, zahvaljujuéi prisustvu razli¢itih funkcionalnih grupa, omogucéavaju formiranje
¢vrstih kovalentnih veza sa enzimima, ¢ime se povecava njihova stabilnost 1 kataliticka aktivnost.
Medutim, sinteza polimera sa specificnim funkcionalnim grupama moze biti slozen i vremenski
zahtevan proces. Zbog ovih poteskoca, ispitivani su i neorganski polimeri, kao $to su silika,
titanijum-dioksid i glina. Silikonski nosaci se Cesto koriste za imobilizaciju enzima, zbog svoje
visoke adsorpcione sposobnosti, koja poti¢e od velike specificne povrsine, kao i zbog uniformne
veli¢ine pora koja omogucavaravnomernu distibuciju enzima. Ipak, ovi materijali su hemijski
inertni i zahtevaju odgovaraju¢u aktivaciju [10]. Materijali na bazi ugljenika, poput aktivnog uglja,
poseduju izuzetne adsorpcione osobine, zahvaljujuci svojoj velikoj specifi¢noj povrsini, poroznosti i
niskim tro§kovima proizvodnje. Medutim, i ovi materijali zahtevaju odgovaraju¢u aktivaciju kako
bi se obezbedile jake interakcije izmedu enzima i nosaca. Kori$¢enje ugljeni¢nih nanocevi izazvalo
je veliko interesovanje za imobilizaciju enzima, zbog porozne strukture, velike specifi¢ne povrsine,
stabilnosti i mogucnosti ponovne upotrebe [46]. Medutim, sloZena i skupa sinteza ovog tipa nosaca
ograni¢ava njihovu §iru primenu.

Bioc¢ad, zahvaljuju¢i ve¢ pomenutim osobinama, poput velike specificne povrSine, porozne
stukture, prisustvu funkcionalnih grupa, visokog adsorpciong kapaciteta i niskih troskova
proizvodnje, poslednjih godina se izdvaja kao obeéavajuci nosa¢ za imobilizaciju enzima. Za
razliku od uglja i aktivnog uglja, biocad poseduje sposobnost razmene katjona i prihvatanja i
doniranja elektrona, §to ga ¢ini idealnim kandidatom za biokataliticke procese [10]. Takode, biocad
dobijena od poljoprivrednog ili industrijskog otpada pruza ekonomske prednosti u pogledu cene,
dostupnosti 1 odrzivosti u odnosu na druge materijale.

2.4. Adsorpcija - pojam i karakteristike

Adsorpcija je difuzioni proces koji se zasniva na raspodeli komponenata na granici faza
heterogenog sistema [36]. U procesu adsorpcije ucestvuju adsorbent, najcesce ¢vrsta faza na kojoj
se vrsi vezivanje, i adsorbat, tecna ili gasovita faza koja se vezuje za povrsinu adsorbenta. Ukoliko
su veze izmedu adsorbenta i1 adsorbata uspostavljene putem slabih fizickih interakcija, poput Van
der Waalsovih sila i vodoni¢nih veza proces se naziva fizisorpcija. Nasuprot tome, ako se izmedu
adsorbenta i adsorbata formiraju jake hemijske veze, proces se naziva hemisorpcija. Fizisorpcija je
reverzibilna zbog slabih fizickih veza izmedu adsorbenta i adsorbata, dok je hemisorpcija, usled
¢vrstih hemijskih veza, proces koji je uglavnom ireverzibilan [136].
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Koli¢ina adsorbovane supustance moze se opisati preko adsorpcionog kapaciteta sledecom
jednacinom:

qe — V(Cim—Ce) (1)
gde je ge (Mg/g) ravnotezni adsorpcioni kapacitet, V (mL) zapremina rastvora, Ci i Ce (mg/mL) su
pocetna i ravnotezna koncentracija adsorbata, a m (g) masa adsorbenta.

Efikasnost adsorpcije pri odredenim operativnim parametrima moze se izracunati i preko
efikasnosti uklanjanja (%):

Efikasnost uklanjanja (R) = (C‘;—Ce) * 100% 2

L

Na proces adsorpcije uti¢u 0sobine adsorbenta, kao i operativni uslovi pod kojima se proces
izvodi, poput: temperature, pH rastvora, vreme kontakta, doze adsorbenta, inicijalne koncentracije
adsorbata, brzine mesanja i drugih faktora [136]. Za efikasnu adsorpciju potrebno je ispitati uticaj
svih procesnih parametara i odabrati najpovoljnije uslove za dobijanje $to stabilnijeg i uspeSnijeg
procesa.

Uticaj temperature na adsorpciju je povezan sa kinetickom energijom, mobilnoscéu,
rastvorljivos¢u i hemijskim potencijalom adsorbata, $to dovodi do promene adsorpcionog kapaciteta
[137]. Ako sa povecanjem temperature raste i adsorpcioni kapacitet, proces se smatra entoretmnim.
Ovo moze biti posledica povecanja pokretljivosti molekula adsorbata i broj aktivnih mesta na
povrsini adsorbenta. S druge strane, smanjenje adsorpcionog kapaciteta sa porastom temperature
ukazuje da je proces egzoterman, §to moze biti uzrokovano slabljenjem veza izmedu adsorbata i
aktivnih mesta na povrsini adsrobenta [136].

Vrednost pH rastvora adsorbata ima kljucan uticaj na proces adsorpcije, jer direktno utie na
funkcionalne grupe na povrsini adsorbenta i na aktivnost jona polutanta u rastvoru [8]. Pri niskim
pH vrednostima funkcionalne grupe su protonovane, odnosno imaju pozitivno naelektrisanje, dok
pri visokim pH vrednostima dolazi do njihovog deprotonovanja pri ¢emu postaju negativno
naelektrisane.

Vreme kontakta je vazan faktor u procesu adsorpcije, jer odreduje efikasnost uklanjanja
polutanata, veli¢inu reaktora i isplativost procesa [138]. Vezivanje polutanta je obi¢no brzo u
pocetnoj fazi, a zatim postepeno usporava dok se ne uspostavi ravnoteza.

Koli¢ina adsorbenta takode ima znacajan uticaj na proces adsorpcije. Povecanje koli€ine
adsorbenta direktno povecava broj dostupnih aktivnih mesta za vezivanje polutanta. Medutim,
ukupna koli¢ina adsorbovanih molekula po jedinici mase adsorbenta moze opasti sa porastom
njegove koncentracije, sto je rezultat interakcije izmedu aktivnih mesta na adsorbentu [139].

Pocetna koncentracija rastvora adsorbata, predstavlja pogonsku silu prenosa mase izmedu
dve faze i utiCe na vezivanje polutanta za aktivne centre na povrSini adosrbenta. Sa povecanjem
inicijalne koncentracije adsorbata, obi¢no dolazi do povecanja koli¢ine adsorbovanih molekula.
Medutim, ako se koncentracija poveca iznad odredenog nivoa, moze do¢i do zasi¢enja aktivnih
mesta na adsorbentu, sto dovodi do uspotavljanja ravnoteze, a dalje povecanje koncentracije ne
dovodi do znacajnog poveéanja adsorpcionog kapaciteta [140].

Mesanje obi¢no poboljSava proces adsorpcije jer omogucava bolji kontakt izmedu
adsorbenta i adsorbata, §to rezultira brzom i efikasnijom adsorpcijom. Povecanje brzine meSanja
smanjuje otpor prenosu mase kroz film fluida koji okruzuje Cestice adsorbenta, ¢ime se povecava
stepen adsorpcije [141]. Medutim, preintenzivno meSanje moze izazvati turbulencije koje negativno
uticu na efikasnost adsorpcionog procesa, zbog ¢ega je vazno ispitati uticaj brzine mesanja.

Proces adsorpcije moze se izvoditi u Sarznom sistemu, adsorpcionim kolonama (sa
pokretnom ili nepokretnom ¢vrstom fazom) i air-lift sistemu. Izbor odgovarajuce tehnike zavisi od
karakteristika adsorbenta i adsorbata, efikasnosti, isplativosti i investicionih troskova. U ovoj
disertaciji ispitana je adsorpcija u Sarznom i air-lift sistemu.
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2.4.1. Adsorpcija u SarZznom sistemu

Adsorpcija u Sarznom sistemu je izuzetno jednostavna tehnika i obi¢no se sprovodi u
pocetnim fazama istrazivanja. Ovaj sistem Se Cesto koristi za tretman otpadnih voda koris¢enjem
adsorpcije. Proces se odvija u zatvorenom sistemu koji sadrzi optimalnu koli¢inu adsorbenta u
kontaktu sa unapred odredenom zapreminom rastvora adsorbata. U zatvorenoj posudi, mesanje se
obezbeduje pomocu rotacionih mesalica kako bi se adsorbent u potpunosti izmes$ao sa rastvorom
adsorbata. Promena koncentracije adsorbenta se moze pratiti tokom vremena, a proces traje sve dok
se ne postigne ravnoteza. Dobro dizajnirani Sarzni procesi su visoko efikasni, a iskori§¢eni
adsorbent se moze ukloniti npr. filtracijom ili sedimentacijom. Pored toga, adsorpcija u Sarznom
sistemu moze biti isplativa ukoliko se koriste jeftini adsorbensi ili kada postoji mogucnost njihove
regeneracije [142]. Ovaj proces se takode moze koristiti za uklanjanje zagaduju¢ih komponenti
direktno na mestu njihovog nastanka, kao i za unapredenje kvaliteta otpadnih voda iz industrijskih i
drugih izvora. Prikaz $eme adsorpcije u Sarznom sistemu prikazan je na Slici 2.8.

Adsorbat

Adsorbent

Slika 2.8. Sema adsorpcije u $arznom sistemu [142]

2.4.2. Adsorpcija u air-lift reaktoru

Air-lift reaktor (ALR) je reaktor jednostavne konstrukcije i fleksibilnog kapaciteta, koji
koristi strujanje gasa, obi¢no vazduha, koji ima funkciju aeracije i meSanja, uz kontrolisanu
recirkulaciju. Koris¢enjem samo komprimovanog vazduha postize se simultano meSanje gas—
te¢nost—Cvrsta faza i recirkulacija te¢nosti. Na osnovu nacina cirkulacije fluida, razlikuju se ALR sa
spoljasnjom 1 unutrasnjom cirkulacijom. Brzina cirkulacije fluida je jedan od klju¢nih parametara
za adsorpciju u ALR-u, jer uti¢e na intenzitet meSanja, kretanje i raspodelu gasnih mehurova,
raspodelu gasa, kao i na ukupni sadrzaj gasne faze unutar reaktora [143]. Ovaj tip reaktora se smatra
izuzetno efikasnim za pre¢iS¢avanje voda putem adsorpcije, zbog niza prednosti kao Sto su:
jednostavna konstrukcija (bez pokretnih delova), jednostavno odrzavanje, visoki sadrzaj te¢ne faze,
odli¢na sposobnost prenosa toplote, umereni prenos mase izmedu faza i efikasno mesanje uz nisku
potro$nju energije [144]. Pored toga, u poredenju sa Sarznim sistemom, sila trenja je niZza zbog
prisustva turbulentnog polja u tecnoj fazi i usmerenog protoka, Sto omogucava ravnomerniju
raspodelu sile trenja unutar stuba reaktora. Ovaj efekat ¢ini ALR pogodnim za rad sa bioloSkim
katalizatorima, poput enzima, jer niza sila trenja pomaze u ocuvanju njihove stabilnosti i
funkcionalnosti [143]. Primer air-lift reaktora prikazan je na Slici 2.9.
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Slika 2.9. Air-lift reaktor [145]

2.4.3. Kinetika adsorpcionih procesa

Kinetika adsorpcionih procesa proucava brzinu odvijanja adsorpcije i vreme potrebno za
postizanje ravnoteze, koja predstavlja dinamicki balans kada je koli¢ina adsorbovanih molekula na
povrSini 1 u rastvoru konstantna. Vreme potrebno za uspostavljanje ravnoteze zavisi od
karakteristika adsorbenta, procesnih parametara i osobina adsorbata, pri ¢emu moze varirati od
nekoliko minuta do nekoliko sati ili ¢ak dana. Razumevanje adsorpcione kinetike je klju¢no za
identifikaciju mogué¢ih puteva i mehanizama koji se odvijaju tokom adsorpcije, kao i za
optimizaciju parametara i radnih uslova [146].

Proces adsorpcije se moze opisati kroz tri koraka:

1. Zapreminska difuzija- brza faza tokom koje se molekuli adsorbata transportuju iz te¢ne faze

do grani¢nog filma koji okruZuje ¢vrstu fazu;

Difuzija kroz film- prenos molekula adsorbata sa povrsine filma do povrsine ¢vrste faze;

3. Unutarcesti¢na difuzija- molekuli adsorbata fizic¢ki ili hemijski stupaju u interakciju sa
aktivnim mestima unutar strukture ¢vrste faze.

N

Najsporiji korak je limitirajuci korak koji odreduje ukupnu brzinu procesa [147]. Na Slici
2.10. prikazani su koraci transporta adsorbata u toku adsorpcije.

Tipicni kineticki profili pokazuju brzo povecanje adsorpcionog kapaciteta u pocetnoj fazi
procesa, nakon ¢ega sledi postepeno usporavanje, sve dok se ne dostigne ravnoteza. Velika brzina
adsorpcije u pocetku, objasSnjava se velikim brojem slobodnih aktivnih mesta, dok se tokom
vremena ta mesta popunjavaju molekulima adsorbata, $to dovodi do usporavanja kasnijih faza
procesa [8].
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Slika 2.10. Koraci transporta adsorbata tokom adsorpcije [148]

Brzina 1 mehanizam adsorpcije utvrduju se analizom eksperimentalnih podataka primenom
kineti¢kih modela, koji se mogu podeliti u dve osnovne grupe: reakcioni i difuzioni modeli.

Reakcioni kineti¢ki modeli temelje se na osnovnim fizicko-hemijskim principima, prema
kojima je ukupna brzina adsorpcije odredena brzinom vezivanja polutanta za povrsinu adsorbenta.
Najcesce korisc¢eni reakcioni kineti¢ki modeli su: model pseudo-prvog reda (Lagergrenov model),
pseudo-drugog reda (Ho-ov model), Elovicev i Roginski-Zeldovicev model. Nasuprot njima,
difuzioni kineticki modeli zasnivaju se na pretpostavci da je ukupna brzina adsorpcije odredena
brzinom kojom adsorbat difunduje prema ¢esticama adsorbenta [149]. Naj¢esc¢e korisc¢eni difuzioni
modeli su Weber-Morrisov model (model unutarcesti¢ne difzije) i Boydov model.

U literaturi se Cesto mogu naci linearni oblici kinetickih modela, ¢ija primena nije
preporucljiva iz viSe razloga. Naime, koris¢enjem linearnog oblika, potrebno je manje
eksperimentalnih tadaka za definisanje prave, u poredenju sa primenom nelinearnog oblika, $to
moze dovesti do netaénih rezultata. Pored toga, linearizacija se zasniva na pretpostavci da su
varijacije vrednosti adsorbovanog kapaciteta (q) ujednacene u celom opsegu podataka. Ovaj pristup
moze dovesti do lazno dobrog uklapanja modela i pove¢anja vrednosti koeficijenta korelacije (R?).
Zato, veéa vrednost R* dobijena linearizacijom u poredenju sa nelinearnim oblikom ne znagi nuzno
bolje uklapanje eksperimentalnih podataka [150]. U Tabeli 2.2. prikazani su nelinearni oblici
jednacina reakcionih i difuzionih kinetickih modela koris¢enih u ovoj disertaciji, dok je njihovo
detaljno izvodenje objasnjeno u disertaciji Lopici¢ 2017 [23].
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Tabela 2.2. Kineticki modeli koris¢eni u ovoj disertaciji

Naziv kinetickog

Formula Parameteri Referenca
modela
gt (mg/g): koli¢ina adsorbata po
masi adsorbenta u bilo kom
trenutku t;
Pseudo-prvired | g, = g, (1 — e F1t) Om (mg/g) : ravnotezni [151]

adsorpcioni kapacitet;

k1 (1/min): konstanta pseudo

prvog reda;
2 kt H .
pseudo-drugi red G = 1qm_ kz (9/(mg n;ln)). konste.mta pseudo [152]
+ q .kt rugog reda;
Ka (mg/(g min*?)): konstanta
Weber-Morrisov brzine unutarcesti¢ne difuzije;
model q: = Kgt%° + C [153]
C (mg/g): konstanta povezana sa

difuzijom kroz grani¢ni sloj

Model psuedo-prvog reda, poznat i kao Lagergrenov model, predstavlja najstariji kineticki
model koji se kristi za opisivanje brzine adsorpcije na oshovu kapaciteta adsorpcije [151].
Lagergenov model zasniva se na pretpostavci da je brzina adsorpcije proporcionalna broju
slobodnih mesta na adsorbentu [154]. Ovaj model se ¢esto koristi za opisivanje fizicke adsorpcije,
gde interakcije izmedu adsorbata 1 adsorbenta nisu previse jake.

Model pseudo-drugog reda razvili su Ho i McKay za adsorpciju dvovalentnih jona metala na
¢vrstom adsorbentu [152]. Ovaj model pretpostavlja da je brzina adsorpcije proporcionalna
kvadratu broja slobodnih mesta na adsorbentu. Osnovna pretpostavka modela pseudo-drugog reda
je da je hemisorpcija ogranicavajuc¢i korak, pri ¢emu dolazi do deljenja ili razmene elektrona
izmedu adsorbenta i adsorbata [23].

Weber-Morrisov model, zasnovan na unutaréesti¢noj difuziji, koristi se za detaljnije
razumevanje Kinetike procesa adsorpcije [153]. Konstanta C u ovom modelu odnosi se na otpor
prenosu mase kroz grani¢ni sloj tenosti oko Cestica adsorbenta. Vrednost ove konstante je
negativna, $to ukazuje da dolazi do ,,odlaganja" procesa adsorpcije za vremenski peirod tiag [149].
Ukoliko bi konstanta C imala pozitivnu vrednost, to bi znacilo da je odredena koli¢ina adsorbata
ve¢ adsorbovana u pocetnoj tacki (t=0), $to bi ukazivalo na izuzetno brz proces adsorpcije. U tom
slucaju, difuzija kroz grani¢ni sloj ne bi imala znacajan uticaj na kinetiku adsorpcije, pa Weber-
Morrisov model ne bi bio primenljiv.

2.4.4. RavnoteZne adsorpcione izoterme

U toku adsorpcije, molekuli rastvorene supstance prelaze iz te¢ne faze na povrsinu ¢vrstog
materijala, gde se postepeno povecava njihova koncentracija sve dok se ne uspostavi ravnoteza. U
stanju ravnoteze, uspostavljena je stabilna raspodela molekula izmedu te¢ne faze i adsorbenta, $to
se opisuje adsorpcionom izotermom. Adsorpcione izoterme opisuju ravnotezno ponaSanje
adsorbenata pri konstantnoj temperaturi.

Modeli adsorpcionih izotermi pruzaju informacije o mehanizmima koji upravljaju procesom
adsorpcije, sto je od kljuéne vaznosti za projektovanje adsorpcionih sistema. Takode, ovi modeli
omogucavaju procenu maksimalnog kapaciteta adsorpcije, $to je znacajno za procenu efikasnosti
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adsorbenata pod prethodno optimizovanim uslovima [155]. U literaturi se mogu pronaci razli€iti
modeli za adsorpcionih izotermi kao $to su Lengmir-ova, Freundlih-ova, Temkin-ova, BET, Sips-
ova i mnogi drugi. Sli¢no kao kod kineti¢kih modela, primena linearnih oblika izotermskih modela
moze dovesti do netacnih rezultata. Zbog toga su u ovoj disertaciji koris¢eni nelinearni oblici,
Langmirovog, Freundlihovg i Sipsovog model, koji su prikazani u Tabeli 2.3., dok je detaljno
izvodenje prikazano u disertaciji Lopic¢i¢ 2017 [23].

Tabela 2.3. Parametri adsorpcionih izotermi

Naziv
izotermnog Fromula Parameteri Referenca
modela

ge (Mg/Q): ravnotezni
adsorpcioni kapacitet;
gm (mg/g): maksimalni
_ qmKCe adsorpcioni kapacitet;
Qe =717 K.C, K. (L/mg): Langmirova
konstanta;
Ce (Mg/L): ravnotezna
koncentracija;
Kr (mg/g)(L/g)*™: Freundlihova
Freundilh qe = K;CJ'" konstanta; [157]
n: faktor heterogenosti;
GmK.CS Ks (L/g): Sipsova konstanta
mitste - . .
afiniteta adsorpcije; [158]
s: faktor heterogenosti;

Langmuir [156]

Sips qe:m

Langmuirova i Freundlihova adsorpciona izoterma su dvoparametarski adsorpcioni modeli.
Langmir-ova adsorpciona izoterma zashiva se na pretpostavci da je adsorpcija homogena i da se
molekuli adsorbata vezuju na specificna mesta na povrsini adsorbenta, pri ¢emu svako mesto moze
biti zauzeto samo jednim molekulom, dok se Freundlih-ova izoterma zasniva na predpostavci da je
povrsina adosrbenta heterogena, odnosno da postoje razlicita aktivna mesta sa razli¢itim afinitetom
prema adsorbatu. Sipsova izoterma predstavlja troparametarsku formu nastalu kombinacijom
Langmuirovog i Freundlihovog modela. Pri nizim koncentracijama adsorbata, ponasanje Sistema
odgovara opisu Freundlihovog modela, dok pri visim koncentracijama dominira mehanizam
monoslojne adsorpcije, karakteristiCan za Langmuirov model [23].

2.5. Boje

Boje su organska jedinjenja, slozene strukture koja apsorbuju svetlost odredene talasne
duzine. Njihova osnovna funkcija je bojenje razli¢itih materijala, pri ¢emu se vezuju za podlogu
putem fizickih sila ili hemijskih veza, u zavisnosti od prirode boje i materijala [136,159].

Prema poreklu, boje se dele na prirodne i sinteticke. Prirodne boje se dobijaju iz biljaka,
zivotinja, insekata ili minerala. One su manje alergene i toksi¢ne u poredenju sa sintetickim bojama,
a otpadne vode koje nastaju njihovom upotrebom mogu se efikasno tretirati bioloskim procesima
razgradnje [159]. Zbog svoje biorazgradivosti i ekoloske prihvatljivosti, sve se viSe tezi upotrebi
prirodnih boja. S druge strane, sinteticke boje se proizvode hemijskim putem od naftnih derivata,
Sto ih Cini znatno jeftinijim, stabilnijim i Cesto intenzivnijim u poredenju s prirodnim bojama.
Sinteticke boje se Siroko koriste u raznim industrijama, kao $to su tekstilna, papirna, prehrambena,
kozmetic¢ka, industrija gume, Stampe kao i industrija proizvodnje samih boja [123]. Medutim,
njihovo ispustanje u vodene ekosisteme predstavlja ozbiljan ekoloski problem, jer njihova otpornost
na razgradnju dovodi do nezeljnog obojenja vode, $to smanjuje prodor sunceve svetlosti i ometa
fotohemijske i bioloSke procese, ugrozavajuci vodeni svet. Pored prethodno navedenog, boje mogu
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biti toksi¢ne za vodene ekosisteme i mogu inhibirati rasta mikroorganizama, pri ¢emu mnoge
sinteticke boje 1 proizvodi njihovog razlaganja pokazuju i toksi¢ne, mutagene i kancerogene efekte
na zdravlje ljudi. Zavisno od koncentracije i vrste boje, moze do¢i do alergijskih reakcija i iritacije
koze, sluzokoze i disajnih puteva, a u tezim slucajevima i do ozbiljnijih zdravstvenih problema, kao
Sto su oStecenja bubrega, reproduktivnog sistema, jetre, mozga i nervnog sistema [136].

Zbog ovih negativnih efekata na ljudsko zdravlje i Zivotnu sredinu, od kljucne je vaznosti
efikasno uklanjanje sinteti¢kih boja iz industrijskih otpadnih voda. Pored brojnih tehnika, kao $to su
hemijsko i biolosko uklanjanje, adsorpcija se pokazala kao obecavaju¢a metoda zbog svoje visoke
efikasnosti, jednostavnosti primene i relativno niskih troSkova. Ova metoda omogucava selektivno
vezivanje boja na razliite adsorbente, ¢ime se smanjuje njihov uticaj na vodene ekosisteme i
zdravlje ljudi.

Na osnovu naelektrisanja boje se mogu klasifikovati na nejonske, anjonske i katjonske boje
[136]. Nejonske boje, koje se klasifikuju kao disperzne boje, ne sadrze grupe sa elektrostatickim
naelektrisanjem pri rastvaranju u vodi. koje nemaju naelektrisane elemente. Zbog svoje nejonske
prirode, disperzne boje su isparljive, a njihova para se snazno adsorbuje na hidrofobnim vlaknima
[160]. Nejonske boje se obi¢no vezuju za supstrat putem hidrofobnih interakcija ili Van der
Waalsovih sila, $to im omogucava stabilnost u razli¢itim uslovima.

Anjonske boje sadrze negativno naelektrisane grupe (anjone) i obuhvataju razlicite klase
boja, medu kojima su direktne, reaktivne i kisele boje. Ove boje se razlikuju po strukturi, a
zajednicke osobine su im dobra rastvorljivost u vodi i prisustvo jonskih grupa. Reaktivne boje
sadrze grupe koje reaguju sa vlaknima poput pamuka i vune, formirajuéi jake kovalentne veze
[159]. Ispustanje reaktivnih boja u ekosistem nije preporucljivo, zbog hidrolize njihovih reaktivnih
grupa. Kisele boje se primenjuju na vlaknima kao Sto su svila, akril, polipropilen i poliamid, a
karakteriSu se dobrom rastvorljivoséu u vodi. Medutim, zbog prisustva organskih sulfonskih
kiselina, ove boje mogu predstavljati rizik za ljudsko zdravlje, uzrokujuéi iritacije ili druge toksi¢ne
efekte [6].

Katjonske boje, poznate i kao bazne boje, su pozitivho naelektrisane komponente,
rastvorljive u vodi, koje u rastvoru formiraju obojene katjone. Katjonske boje imaju Siroku primenu,
a najcesce se koriste za bojenje svile, vune, akrila i najlona. Generalno, katjonske boje su vidljive i
karakterisu se velikom brilijantno$¢u i intenzitetom boja. Medutim, ove boje su toksi¢nije u
poredenju s anjonskim bojama i mogu izazvati ozbiljne zdravstvene probleme, ¢ak i pri izuzetno
niskim koncentracijama (~ 1 mg/L) [144]. Postoje razli¢ite vrste katjonskih boja, kao §to su azo
boje, trifenilmetanske boje i antrahinonske boje. Trifenilmetanske katjonske boje predstavljaju
najvecu grupu sintetickih boja, koje se odlikuju intenzivnim sjajem i visokim intenzitetom boje, ali
imaju ograni¢enu otpornost na svetlost. Njihov hromoforni sistem sastoji se od centralnog atoma
ugljenika povezanog sa tri aromati¢na prstena, dok hidroksilne, amino i supstituisane amino grupe u
para polozaju deluju kao auksohromi [161]. Trifenilmetanske boje Siroko se primenjuju u bojenju
tekstila, ukljucujuéi vunu, svilu, pamuk i kozu [162]. Medu najpoznatijim predstavnicima ove grupe
su kristalno ljubicasta, malahit zelena i brilijantno zelena boja. Kristalno ljubicasta (KLJ), (Cristal
violet) i malahit zelena (MZ) (Malachite green) su boje rastvorljive u vodi iz trifenilmetanskih
jedinjenja, koje su koriste u tekstilnoj, prehrambenoj, akvaristickoj i medicinskoj industriji [9]. Obe
boje pokazuju karakteristicnu apsorbancu u vidljivom spektru, KLJ pri talasnoj duzini od priblizno
590 nm, dok se maksimalna apsorbanca MZ javlja na oko 615 nm. Ove boje su izuzetno toksicne,
mogu izazvati iritaciju digestivnog trakta 1 koZe, a u kontaktu sa o¢ima mogu prouzrokovati trajno
ostecenje. Pored toga, dokazano je da KLJ i MZ dovode do stvaranja tumora na jetri i da su izrazito
citotoksi¢ne 1 kancerogene za celije sisara, zbog Cega je neophodno njihovo uklanjanje iz zivotne
sredine [9].

2.5.1. Brilijantno zelena

Brilijantna zelena (BZ) (Briliant green) je katjonska boja, bez mirisa koja se pojavljuje u
obliku zlatno-zelenih kristala. Ova trifenilmetanska boja ima molekulsku formula C27H34N204S, a
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njena hemijska stukturna prikazana je na Slici 2.11. Apsorpcioni maksimum BZ meri se na talasnoj
duzini od 624 nm.

Slika 2.11. Hemijska stuktura Brilijantno zelene

Boja BZ ima Siroku primenu, koristi se u bojenju tekstila, gume, papira, Stampe, kao i u
drugim industrijama koje se bave obradom boja. Ova boja nasla je primenu i kao dermatoloski
agens, bioloski marker, dodatak hrani za zivinu (za inhibiranje rasta crevnih parazita i gljivica), i u
proizvodnji mastila i komponenti za bojenje medija [163].

Brilijantno zelena je izuzetno toksi¢na boja. Prisustvo BZ ¢ak i u malim dozama izaziva
probleme sa gastrointestinalnim i respiratornim sistemima, uzrokujuci iritaciju i simptome poput
mucnine, povrac¢anja, dijareje, iritacije bubrega, kaslja 1 oteZanog disanja. U ve¢im dozama, BZ
moze izazvati methemoglobinemiju, kardiovaskularni kolaps i smrt usled prekida funkcionisanja
respiratornog sistema. Pored toga, produZena izloZenost ovoj tokisénoj boji moze dovesti do
oStecenja organa [8]. Razgradnja BZ moze proizvesti gasove kao §to su ugljen-monoksid, ugljen-
dioksid, azotni oksid i sumporni dioksid, koji doprinose efektu staklene baste.

2.6. Vestacéke neuronske mreze

Vestacke neuronske mreze (ANN) predstavljaju tehniku masinskog ucenja, osmisljenu za
analizu slozenih problema i simulaciju nelinearnih odnosa izmedu podataka. ANN su prvi
predstavili McCulloch i Pitts [164], zasnivaju¢i njihov koncept na jednostavnim principima
funkcionisanja ljudskog mozga. ANN se baziraju na principima rada bioloskih neuronskih mreza,
gde se informacije primaju u obliku signala iz drugih izvora, nakon ¢ega se kombinuju i obraduju
pomocu nelinearnih operacija koje generisu izlazne podatke kao krajnji rezultat.

Obrada informacija kod ANN odvija se u ¢vorovima, koji se nazivaju i neuroni. Svaki
neuron se satoji od tri elementa: tezinskih koeficijenata (W;), sabirac¢a ulaznih signala () i
aktivacione funkcije (f(Ai)). Tezinski koeficijenti odreduju znacaj svakog ulaznog signala, sabira¢
kombinuje ulazne signale uzimajuci u obzir njihove tezinske koeficijente, dok aktivaciona funkcija
primenjuje nelinearnu transformaciju na sumirani signal i formira izlazni signal (Y). Stuktura
vestackog neurona prikazana je na Slici 2.12.
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Slika 2.12. Stuktura vestackog neurona

Model neurona, prikazanog na Slici 2.12, moze se matematicki prikazati formulama:
Y' =21 wy + 2wy + - xWy, = X X Wy (3)
Y =fY") =fZitixw; 4)

gde je x;i ulazni signal neurona, w; tezinski koeficijent, Y’ zbir ulaznih signala, f(Y') aktivaciona
funkcija koja transformise zbir u izlaz, Y izlazni signal neurona.

Neuroni i tezinski koeficijenti koji povezuju neurone ¢ine osnovne komponente vestackih
neuronskih mreza. Neuron prima ulazne signale, obraduje ih 1 generiSe izlaz koji se prosleduje dalje
kroz mreZu, dok tezinski koeficijenti odreduju znacaj svakog ulaza za neuron i uticu na njegovu
aktivaciju. Povezivanje neurona ostvaruje se preko sinapsi [165], a ve¢i broj neurona organizovanih
u slojeve €ini neuronske mreZe. Slojevi u neuronskoj mreZi mogu se klasifikovati prema njihovoj
funkciji, pa tako postoje ulazni, izlazni i skriveni slojevi. Ulazni slojevi primaju signale iz okoline,
dok izlazni slojevi daju izlazne podatke. Izmedu ulaznog i izlaznog sloja, moZe postojati jedan ili
vise skrivenih slojeva koji prosleduju podatke izmedu njih. Sto je vise skrivenih slojeva u mrezi,
bi¢e potrebno vise podataka i vremena za obradu i optimizaciju rezultata [166]. Svi slojevi u mrezi
su medusobno povezani tako da izlaz jednog sloja predstavlja ulaz sledeceg sloja. Specifi¢no
povezivanje neurona u jednu celinu ¢ini arhitekturu neuronskih veza.

Prema toku kretanja signala kroz mrezu, vestacke neuronske mreze se mogu podeliti na
nerekuretne i rekurenten. Nerekurentne mreze (feed-forward) prenose signal unapred, od ulaznog
sloja, kroz skrivene slojeve do izlaznog sloja, bez povratnih veza. Kod rekurentnih mreza
(feedback) signal se moze kretati u oba smera, ukljuujuci povratne veze i skokovite veze, gde se
jedan sloj moze povezivati sa svim prethodnim slojevima [167]. Na Slici 2.13. prikazani su primeri
nerekuretne i rekuretne mreze.

36



Nerekurentne mreze Rekurentne mreze

$88 S

Ulazni Skriveni I1zlazni Ulazni Skriveni I1zlazni
sloj sloj sloj sloj sloj sloj

Slika 2.13. Vestacke neuronske mreze sa: a) nerekuretnim kretanjem signala, b) rekurentnim
kretanjem signala [168]

Obucavanje (treniranje) mreze je proces u kojem se tezinski koeficijenti 1 pragovi
aktivacione funkcije podesavaju i optimizuju primenom odgovaraju¢e metode ucenja, koristeci skup
uskladenih ulazno-izlaznih podataka. Izlazi mreze, koji predstavljaju zavisne parametre, uporeduju
se sa zeljenim ili ta¢nim izlazima za odgovarajuce ulaze. Proces obucavanja se nastavlja sve dok
izlazi mreze ne postanu potpuno uskladeni sa zeljenim izlazima [169].

Metode obucavanja se mogu podeliti na: nadgledano, nenadgledano i podsticajno
obucavanje [167].

Kod nadgledanog obuc¢avanja (supervised learning) mrezi se pruzaju ulazni podaci zajedno
sa tacno izmerenim vrednostima izlazima (Yac) za odgovarajuée ulaze. Dobijene izlazne vrednosti se
porede sa zeljenim izlazima i na osnovu razlike, poznate kao ,signal greske", mreza podesava
tezinske koeficijente u sledecoj iteraciji. Kroz ponovljene iteracije, podeSavanjem parametara
mreze, razlika izmedu dobijenih i Zeljenih izlaza se postepeno smanjuje dok se ne postigne
zadovoljavajuce uskladivanje. Sema nadgledanog obuc¢avanja neuronske mreze prikazana je na Slici
2.14 a).

Kod nenadgledanog obucavanja (unsupervised learning), poznatog i kao samoobucavanje,
mreZa ima samo ulazne podatke, dok izlazne podatke sama otkriva analizom i statistickom obradom
ulaznih podataka. Sema nenadgledano obudavanje neuronske mreZe prikazana je na Slici 2.14 b).

Mreze sa podsticajnim obucavanjem (reinforcement learning), predstavljaju analogiju
nadgledanom ucenju, koriguju tezinske koeficijente na osnovu ,,signal greSke®, koji se bazira na
kvalitativnim oznakama, kao §to su ,,ta¢no" ili ,,neta¢no", §to daje okvir za usmeravanje procesa
obucavanja.
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Slika 2.14. Obucavanje neuronske mreze: a) nadgledano obucavanje, b) nenadgledano obucavanje

Prema primenjenom algoritmu za obucavanje vestacke neuronske mreze se mogu podeliti na
[167]:

1. Neuronske mreze sa propagacijom greSke unazad (Backpropagation neural networks -
BPNNSs);

Probabilisti¢ke neuronske mreze (Probabilistic neural networks - PNN);

Neuronske mreze sa opStom regresijom (General regression neural network - GRNN);
Kohonenove neuronske mreze (Kohonen neural networks);

Modularne mreze (Modular ANN);

Polinomalne mreze.

ouhkwn

BPNNs se svrstavaju u mreze sa nadgledanim obucavanjem i predstavljaju jednu od
najcesce koriScenih arhitektura. Sastoje se od viSe slojeva neurona, a prema smeru toka signala
izmedu slojeva dele se na: (1) mreZe sa standardnom vezom, gde je svaki sloj povezan iskljucivo sa
prethodnim slojem, (ii) mreze sa skokovitim vezama, u kojima je svaki sloj povezan sa svim
prethodnim slojevima, i (iii) rekurentne mreze, koje karakteriSu veze ostvarene povratnom spregom
u ulazni sloj i to iz samog ulaznog, skrivenog ili izlaznog sloja [167].

PNN se primenjuju za kategorizaciju podataka u definisani broj kateogrija. Spada u mreze sa
nadgledanim obucavanjem, a njihova arhitektura obuhvata Cetiri sloja neurona.

GNN predstavlja poseban tip PNN koji se primenjuju za modelovanje viSedimenzionalnog
prostora, sa viSedimenzionalnim ulaznim podacima [167]. Njihova arhitektura je prilicno
jednostavna i obi¢no ukljuCuje Cetiri sloja neurona, pri ¢emu je broj neurona u svakom sloju
odreden na osnovu broja ulaznih i izlaznih parametara, kao i broja dostupnih serija podataka.

Kohonenove neuronske mreze spadaju u nenadgledane metode ucenja i koriste se za
klasifikaciju podataka u definisani broj kategorija. Njihova jednostavna arhitektura sastoji se od
samo dva sloja; ulaznog i izlaznog.

Modularne mreze predstavljaju sistem posebnih neuronskih mreza, pri ¢emu svaka od njih
u¢i na osnovu jednog podskupa od ukupnog skupa podataka za treniranje. Modularne mreze se
primenjuju kada se ulazni skup podataka prirodno moze podeliti na viSe podskupova, koje dalje
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obraduju ,,ekspertske” mreze, dok njihove izlazne signale obraduje ,,mreza odluke®, koja generiSe
konacne rezultate [167].

Polinomalne mreze su fleksibilna, samoorganizujuca arhitektura koja tokom obuke sama
odreduje optimalan broj slojeva i neurona-direktno iz podataka, bez njihovog definisanja unapred.

Vestacke neuronske mreze predstavljaju efikasan matematicki alat, zasnovan na procesu
ucenja, odnosno treniranja pomoc¢u ulaznih eksperimentalnih podataka, pri ¢emu identifikuje
klju¢ne obrasce i odnose izmedu odgovarajucih faktora, kako bi se ste¢eno znanje dalje primenilo
na nove, nepoznate skupove podataka. ANN model se moze primeniti kako za fitovanje (uklapanje)
podataka, tako i za njihovu predikciju. Znacajna prednost ove metode ogleda se u njenoj
sposobnosti da se prilagodi razli¢itim vrstama problema, $to je ¢ini pogodnom za analizu slozenih
nelinearnih odnosa i realnih problema kada medu promenljivama ne postoji linearna korelacija
[166]. ANN model se moze primeniti u razliCitim oblastima, te se tako poslednjih godina Siroko
upotrebljava za modelovanje 1 predvidanje procesa adsorpcije razli¢itih zagaduju¢ih materija u
otpadnim vodama. Glavna prednost primene vestackih neuronskih mreza (ANN) u precis§¢avanju
otpadnih voda u odnosu na tradicionalne metode ogleda se u tome §to njihova primena ne zahteva
detaljno poznavanje sloZenih procesa koji se odvijaju tokom tretmana [170].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
3.1. Plan eksperimentalnog rada

Eksperimentalni deo doktorske disertacije obuhvatao je sintezu bioc¢adi iz otpadne
lignocelulozne biomase, njenu aktivaciju, kao i detaljnu karakterizaciju. Sintetisane bio¢adi dalje su
ispitivane kao adsorbent za uklanjanje toksi¢nih boja, kao i nosa¢ za enzime.

Eksperimentalni rad podeljen je u nekoliko faza:

e Sinteza i karakterizacija bio¢adi;

e Primena biocadi za adsorpciju boje;

e Primena biocadi kao nosaca za imobilizaciju enzima;

e Primena imobilisanog enzima na bio¢adi za razgradnju boje;

e Razvoj modela za uklanjanje boja pomocu bio¢adi, primenom vestackih neuronskih mreza.

Prva faza istrazivanja obuhvatila je prijem otpadnog lignoceluloznog materijala, njegovu
obradu i pirolizu u cilju proizvodnje bio¢adi. U okviru ove disertacije, proizvedene su tri vrste
biocadi, dobijene iz kostica breskve, visnje i §ljive. Karakterizacija sintetisanih bioc¢adi ukljucivala
je razlic¢ite fizicko hemijske metode.

Druga faza istrazivanja obuhvatala je primenu sitentisanih bio¢adi kao adsorbenta za
uklanjanje toksi¢ne boje BZ u Sarznom sistemu i air-lift reaktoru, uz optimizaciju procesnih
parametara. Eksperimentalni podaci su modelovani primenom kinetic¢kih i izotermnih adsorpcionih
modela pomoc¢u OriginPro (2021) softvera.

U trecoj fazi istrazivanja sintetisane bioc¢adi su dodatno modifikovane i ispitivane kao nosa¢
za imobilizaciju komercijalne lakaze, uz optimizaciju uslova imobilizacije.

U narednoj fazi, komercijalna lakaza imobilisana na biocadi je kori$¢ena za razgradnju
toksi¢ne boje BZ u Sarznom i air-lift sistemu.

U poslednjoj fazi razvijen je model koji je omogucio predvidanje uklanjanja drugih boja,
primenom biocadi, pomocu vestackih neuronskih mreza.

3.2.  KoriSéene hemikalije

Sve hemikalije koris¢ene u eksperimentalnom delu bile su analiticke ¢istoce, a detalji o
njihovim nazivima i proizvoda¢ima navedeni su u nastavku:

Kalijum hidroksid (KOH), Merck, Darmstadt, Nemacka
Hlorovodoni¢na kiselina (HCI), 37 mas. %, Zorka, Sabac, Srbija
Kalijum nitrat (KNOz), Alkaloid, Skoplje, Severna Makedonija
Natrijum hlorid (NaCl), Zorka, Sabac, Srbija
Natrijum hidroksid (NaOH), 98 mas. %, Centrohem, Beograd, Srbija
Brilijant zelena boja (C27H34N204S), Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka
Kristalno ljubicasta boja (C2sN3H30Cl), Acros Organics, Nju Dzerzi, SAD
Malahit zelena boja (C23H25CIN2), Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka
Coomassie brilijantno plava G-250, Fluka Analitical, St. Louis, MO SAD
Sumporna kiselina (H2SOa4), 95 mas. %, NRK Inzenjering, Beograd, Srbija
Azotna kiselina (HNOs), 63 mas. %, Zorka, Sabac, Srbija

o Lakaza iz Trametes versicolor, praskasta, >0,5 U/mg, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemacka

o Natrijum citrat (CH3COONa), Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD

. Dikalijum fosfat (KoHPOa4), Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD

° ABTS (C18H18N40sS4), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
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3.3.  Priprema uzorka

Otpadna lignocelulozna biomasa, kostice breskve (KB), kostice visnje (KV) i kostice $ljive
(KS), koriéena je kao polazna sirovina za proizvodnju bio¢adi. Ovi materijali prikupljeni su iz
lokalne fabrike za preradu voéa ,,Vino Zupa” iz Aleksandrovca, gde su kategorisani kao otpadni
proizvodi. Prikupljene kostice pazljivo su odvojene od zaostale pulple, temeljno oprane i ostavljene
da se osuse na sobnoj temepraturi.

Nakon susenja, pripremljeni uzorci KB, KV i KS podvrgnuti su postupku pirolize kako bi se
proizvela bio¢ad: KBB, KVB i KSB, u peé¢i model Nabertherm 1300 (Lilienthal, Nemadka).
Piroliza je sprovedena pri temperatura od 500 °C tokom 90 min, uz brzinu zagrevanja od 10
°C/min, u inertnoj atmosferi argona. Nakon zavrSetka pirolize, dobijena bio¢ad je odmah
premestena u eksikator kako bi se sprecila apsorpcija vlage iz okoline. Na Slici 3.1. prikazani su
sintetisani uzorci biocadi.
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.,lz‘ :g

A 4

piroliza, Ar, 500 °C, 90 min

Slika 3.1. Priprema biocadi

Pripremljeni uzorci bioadi samleveni su u vibratornom mlinu sa diskom Siebtechnik—T
S250 (Langenfeld, Nemacka) i prosejeni koris¢em razli¢itih sita kako bi se dobile Zeljene
granulacije: Klasa | (d< 0,1 mm), Klasa Il (0,1 <d < 0,5 mm), Klasa Ill (0,5<d < 1,0 mm) i Klasa
IV (1,0 <d < 2,0 mm).

3.4. Karakterizacija proizvedenih bio¢adi

3.4.1. Prinos biocéadi

Maseni prinos biocadi definiSe se kao odnos mase dobijene bio¢adi u odnosu na masu
pocetne sirovine, Sto se izraZava slede¢om jednacinom:

Y = % +100% (5)
2

gde Y (%) predstavlja prinos, m; (g) masu proizvedene biocadi, mz (g) masu polazne sirovine.
3.4.2. Proksimativna analiza
Proksimativna analiza (koli¢ina vlage, isparljive materije, pepeo i Vvezani ugljenik)

pripremljenih biocadi, uradena je u skladu sa ASTM D1762-84 (2007) standardom, dok su
koris¢ene metode, instumentanine tehnike i parametri analize sumirani u Tabeli 3.1.
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Tabela 3.1. Metode i parametri proksimativne analize

Parametar Metoda Parametri analize
Sadrzaj vlage Gravimetrija Susenje na 105 °C
Isparljive materije | Gravimetrija Zarenje na 950 °C 7 min
Pepeo Gravimetrija Zarenje na 750 °C tokom 6 h
— ‘ 0007 — : ” T
Vezani ugljenik Racunski VU= 100% - (sadrzaj g;:%g )+ isparljive materije

3.4.3. Elementarna organska analiza

Elementarni sastav uzorka, ukljucuju¢i sadrzaj ugljenika, vodonika, azota i sumpora,
analiziran je pomocu uredaja VARIO-EL Il CHNS-O Analyzer (Hanau, Nemacka). Uzorci su
podvrgnuti sagorevanju na 1150 °C, sa ubrizgavanjem kiseonika i u struji helijuma. Na ovaj nac¢in
elementi prisutni u uzorcima konvertovani su u gasove (CO., H:0, SO2, N:), a njihove
koncentracije su precizno merene. Opseg rada uredaja prilagoden je svakom elementu i iznosili su:
0,03-20 mg za C, 0,03-3 mg za H, 0,03-2 mg za N i 0,03-6 mg za S. Procenat kiseonika odreden je
indirektno, oduzimanjem ukupnog sadrzaja detektovanih elemenata od 100%.

3.4.4. Analiza sadrZaja neorganskih elemenata

Analiza neorganskih elemenata (K, Ca, Mg, Fe, Si, Zn, Mn, Cu, Pb) u uzorcima biocadi
odradena je primenom metode atomske apsorpcione spektroskopije (AAS) pomocu uredaja Perkin-
Elmer (AAnalyst 300, Waltham, SAD). Uzorci su pripremljeni postupkom kiselinskog rastvaranja u
HNO3 tokom 12 sati, nakon ¢ega su kuvani 2 h na temperaturi kljucanja. Nakon hladenja rastvora,
dodata je koncentrovana HCIO4, a kuvanje je nastavljeno tokom 3 h na 180 °C. Otklopljeni rastvor
je zatim grejan na 80 °C do prestanka isparavanja belih para, ohladen, i termicki tertian sa HCI. Na
kraju, ohladeni rastvor je filtriran i dopunjen destilovanom vodom za analizu pomoc¢u AAS.

3.4.5. Kontaktna pH

Kontaktna pH ili pH suspenzije (pHsus) Ukazuje na kiselost ili baznost povrSinskih
funkcionalnih grupa na povrSini materijala [8]. Za odredivanje vrednosti pHsus, U erlenmajer od 250
mL dodato je 0,2 g uzorka i 30 mL destilovane vode. Suspenzija se potom mesala 72 h na orbitalnoj
mesalici, nakon ¢ega je meren pH pomocu pH metra SensION3 (Hach, SAD), a dobijena vrednost
predstavlja pHsus.

3.4.6. Odredivanje tacke nultog naelektrisanja

Tacka nultog naelektirsanja (pHpzc) predstavlja pH vrednost pri kojoj je povrsina pozitivnog
naelektrisanja na povrsSini adsorbenta jednaka koli¢ini negativnog naelektrisanja. Za odredivanje
pHpzc koris¢ena je metoda opisana U radu Milonji¢a i saradnika [171]. Pocetne pH vrednosti (pH;)
0,01 M rastvora KNO3z (50 cm?) podesene u opsegu od 2 do 10 pomoc¢u 0,01 M HNOz i 0,01 M
KOH. Zatim je dodato po 0,1 g uzorka u svaki rastvor, nakon ¢ega su mesani tokom 24 ¢asa. Nakon
ovog perioda, izmerene su kona¢ne pH vrednosti (pHs), a tatka preseka krive pHi i pHs predstavlja
tacku nultog naelektrisanja.

3.4.7. Elektri¢na provodljivost

Elektricna provodljivost (EC), koja odraZzava ukupnu koli¢inu rastvorenih soli u biocadi,
odredena je prema IBI standardu [83]. Uzorak bio¢adi suspendovan je u destilovanoj vodi u odnosu
1:20 (m/V) i mesan na rotacionom Sejkeru pri sobnoj temperaturi tokom 1 h kako bi se omogucilo
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rastvaranje prisutnih soli. Nakon toga, elektri¢na provodljivost rastvora merena je pomocu elektrode
za provodljivost TDS Meter PTDSM 2 A1 (Bochumu, Nemacka).

3.4.8. Odredivanje zeta potencijala

Zeta potencijal (€) je elektri¢ni potencijal koji se javlja u ravni smicanja, 0dnosno na granici
izmedu Cestice i sloja te¢nosti u suspenzijl [172]. Za odredivanje zeta potenicjala, u seriju rastvora
elektroita 1 M NaCl (40 dm?3) suspendovano je po 0,1 g uzorka i podeSena pH vrednost u opsegu od
3 do 8 koris¢enjem 0,1 M HCl i 0,1 M NaOH. Suspenzije su dispergovane u ultrazvu¢nom kupatilu
sa frekvencijom od 35 kHz na temperaturi od 30 °C tokom 30 min, a potom su ostavljene da odstoje
72 h, nakon cega je meren zeta potencijal pomocu aparata Zetasizer Nano Z (Malvern, UK), a
podaci su analaizirani pomocu Zetasizer Softvare Version 6.20.

3.4.9. Odredivanje morfoloskih karkteristika

Morfoloske karakteristike uzoraka bioc¢adi analizirane su koriS¢enjem skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM), dok je energetsko-disperziona rendgenska spektroskopija (EDX)
kori$éena za mapiranje prisustva odredenih komponenti na povrsini materijala. SEM-EDX analiza
sprovedena je koris¢enjem uredaja JEOL JSM-6610 LV SEM (Tokio, Japan) na uzorcima
prevucenim tankim slojem zlata.

3.4.10. Odredivanje specificne povrsine i poroznosti materijala

Specifiéna povrSina biofadi odredena je koriS¢enjem uredaja Surfer (Thermo Fisher
Scientific, SAD), primenom metode adsorpcije azota na temperaturi te¢nog azota (-196 °C). Pre
merenja, uzorci su degazirani u vakuumu na 150 °C tokom 5 sati, u cilju uklanjanja zaostalih
gasova 1 vlage sa povrSine materijala. Zatim su odredene adsorpcione i desorpcione izoterme azota,
kao graficka zavisnost koli¢ine adsorbovanog/desorbovanog gasa od relativnog pritiska, na
konstantnoj temperaturi. Analizom rezultata adsorpcione izoterme, odredena je vrednost specificne
povrSine, SA, primenom BET jednacine, koju su izveli Brunauer, Emett i Teller [173]. Zapremina
mikropora Vmic odredena jes t-plot metodom, dok je raspodela pora odredena je koris¢enjem BJH
metode [174].

3.4.11. Rendgenska difrakciona analiza (XRD)

Za odredivanje kristalne strukture materijala i identifikaciju faznog sastava koriS¢ena je
rendgenska difrakciona analiza (XRD) na rendgenskom difraktometru Philips PW-1710
(Eindhoven, Holandija). Intenziteti difraktovanog CuKo rendgenskog zracenja (A = 1.54178 A)
merili su se na sobnoj temperaturi u intervalima od 0,02° 26, uz vremensko trajanje od 1 sekunde, u
opsegu uglova od 5° do 30° 26. Indeks kristali¢nosti (Crl) izracunat je preko sledece formule:

Crl = lezZlam 1009 (6)
Iooz

gde je loo2 intenzitet difrakcije kristalne faze biomase koji odgovara celulozi, lam intenzitet difrakcije
amorfne faze koji odgovara hemicelulozi i ligninu.

3.4.12. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom i prigusenom totalnom
refleksijom (FTIR-ATR)

Identifikacija funkcionalnih grupa na povrSini uzoraka izvrSena je primenom infracrvene
spektroskopije sa Fourierovom transformacijom i prigu$enom totalnom refleksijom (FTIR-ATR) na
uredaju Thermo Nicolet 6700 FTIR (Waltham, SAD) u opsegu od 400 do 4000 cm™'.
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3.4.13. Raspodela veli¢ina Cestica

Za analizu raspodele veli¢ine Cestica koriS¢enjen je uredaj Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, Velika Britanija), koji funkcioniSe na principu analize difrakcije
svetlosti. Pripremljeni uzorci su prethodno dispergovani u destilovanoj vodi tokom 10 min,
primenom ultrazvuc¢nog kupatila niske frekvencije (40 kHz, 50 W), nakon Cega je izvrSeno merenje.

3.4.14. Termijska analiza

Termogravimetrijska analiza (TGA) i derivativna termogravimetrijska analiza (DTG) su
tehnike termoanalize koje prate promene fizickih i hemijskih karakteristika materijala u funkciji
temperature ili vremena. TGA/DTG analiza je uradena na instumentu NETZSCH 449 F5 JUPITER
(Selb, Nemacka). Uzorci su prvo suSeni 24 ¢asa na 60 °C, a zatim drzani u eksikatoru 24 Casa pri
relativnoj vlaznosti vazduha od 23 %. Nakon toga, uzorci su zagrevani od sobne temperature do 900
°C, uz brzinu zagrevanja od 10 °C/min u atmosferi vazduha. Prose¢na masa analiziranih uzoraka
bila je 30 mg.

3.5. Primena bioc¢adi kao adsorbenta

Adsorpcija boje BZ primenom biocadi ispitivana je u Sarznom sistemu i air-lift reaktoru. Svi
eksperimenti su radeni u duplikatu, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti uz standardne
greSke merenja. Promena koncentracije boje merena je na UV/VIS spektofotometru Spekol 1300
(Analytik Jena, Nemacka) na talasnoj duzini od 624nm. Na osnovu eksperimentalnih rezultata
izracunat su adsorpcioni kapacitet i efikasnost uklanjanja u skladu sa jednacinama (1) i (2) iz
poglavlja 2.6. Za procenu podobnosti kinetickih i izotermskih modela koriS¢eni su nelinearni
korelacioni koeficijent (R?) i redukovani hi-kvadrat (y?) test, ¢ime je omoguéeno sagledavanje
uskladenosti modela sa eksperimentalnim podacima. Za najbolje slaganje modela sa
eksperimentalnim podacima, R? treba da bude $to blizi 1, dok vrednost y? treba da bude $to niza.

3.5.1. Adsorpcija boje u SarZznom sistemu

Adsorpcija boje BZ primenom KBB, KVB, KSB ispitana je u $arznom sistemu, uz
optimizaciju procesnih parametara. Eksperimenti su izvedeni na orbitalnom S$ejkeru Heidolph
Unimax 1010 (Schwabach, Nemacka) pri 200 obr/min, koji je prikazan Slici 3.2,

Slika 3.2. Orbitalni Sejker Heidolph Unimax 1010
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3.5.1.1. Ispitivanje procesnih parametara

Uticaj procesnih parametara na adsorpciju boje BZ ispitan je u Sarznom sistemu sa
meSanjem. Analiza je obuhvatila sledeCe parametre: veli¢inu Cestica adsorbenta, pH vrednost
rastvora, vreme kontakta, temperaturu, odnos ¢vrste i teéne faze, kao i po¢etnu koncentraciju boje.
Ispitivanje uticaja veliine Cestica

Ispitivanje uticaja veliine Cestica sprovedeno je na uzorcima biocCadi razli¢itih veli¢ina,
podeljenih u Cetiri klase: Klasa I (d < 0,1 mm), Klasa II (0,1 <d < 0,5 mm), Klasa III (0,5 <d <1,0
mm) i Klasa IV (1,0 < d < 2,0 mm). Uzorci su pripremljeni i odmereni u erlenmajerima od 250 mL
pri odnosu 2 g/L i koncentraciji boje od 50 mg/L, sa pH vredno$c¢u od 6,8. Erlenmajeri su meSani na
orbitalnom Sejkeru na sobnoj temperaturi tokom 120 min.

Ispitivanje uticaja pH

Uticaj pH vrednosti na adsorpciju boje BZ ispitan je u opsegu od 3 do 9, pri odnosu od 2 g/L
I poetnoj koncentraciji boje od 50 mg/L. Suspenzije su meSane na orbitalnom Sejkeru na sobnoj
temperaturi tokom 120 min.

Ispitivanje odnosa ¢vrste i te¢ne faze

Uticaj odnosa ¢vrste i teCne faze ispitivan je pri slede¢im odnosima bioc¢adi i rastvora boje:
1, 2,51 10 g/L. Suspenzije su meSane na orbitalnom Sejkeru sa pocetnom koncentracijom boje od
50 mg/L, pri optimalnom pH, temperatur i vremenu kontakta.
Ispitivanje uticaja kontaktnog vremena

Uticaj kontaktnog vremena na adsorpciju boje BZ ispitivan je u vremenskim intervalima od
3 do 120 min. Eksperimenti su izvedeni sa po¢etnom koncentracijom boje od 50 mg/L, optimalnom
pH, optimalnom odnosu ¢vrste i tecne faze i na sobnoj temperaturi.
Ispitivanja uticaja temperature

Uticaj temperature na adsorpciju boje BZ ispitivan je na Cetiri razli¢ite temperature: 15 °C,
25 °C, 35 °C i 50 °C. Eksperimenti su izvedeni na orbitalnom Sejkeru sa pocetnom koncentracijom
boje od 50 mg/L, pri optimalnom pH, optimlnom odnosu ¢&vrste i teéne faze i optimalnom
kontaktnom vremenu.
Ispitivanja uticaja koncentracije boje

Za ispitivanje uticaja koncentracije boje koriS¢eni su rastvori BZ od 10, 25, 50, 150, 200,
300 i 350 mg/L. Eksperimenti su izvedeni na orbitalnom Sejkeru pri prethodno optimizovanim
uslovima.

3.5.1.2. Kinetika adsorpcije

Kinetika adsorpcije BZ primenom KBB, KVB i KSB ispitana je na osnovu rezultata
dobijenih ispitivanjem uticaja kontaktnog vremena, opisanih u poglavlju 3.5.1.1. Koli¢ina uklonjene
boje (Qe) izraCunata je u vremenskom interval t primenom jednacine (1), dok su zavisnosti ge od t
analizirane kori§¢enjem kinetickih i difuzionih modela pomocu OriginPro (2021) softvera.

3.5.1.3. Adsorpcione izoterme

Da bi se objasnio mehanizam adsorpcije BZ primenom KBB, KVB i KSB, rezultati dobijeni
ispitivanjem uticaja koncentracije boje iz poglavlja 3.5.1.1 su analizirani primenom adsorpcionih
izotermnih modela. Ravnotezna koli¢ina uklonjene BZ nakon uspostavljene ravnoteze ()
izraCunata je primenom jednaéine 1, a na osnovu dobijenih rezultata uradene su zavisnosti ge 0d
ravnotezne koncetracije boje u rastvoru (Ce). Dobijene zavinosti analizirane su primenom
izotermnih adsorpcionih modela pomoc¢u OriginPro (2021) softvera.
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3.5.2. Adsorpcija u air-lift reaktoru

Biocad koja se pokazala najefikasnije za adsorpciju BZ u Sarznom sistemu, dodatno je
ispitana u air-lift reaktoru sa unutrasnjom cirkulacijom (Slika 3.3.) pri protoku od 2,55 i 5,50 L/h.
Procesni parametri poput veliCine Cestica, pH, temperature, odnosa adsorbenta/adsorbata i
koncentracije boje preuzeti su iz Sarznog sistema, dok je vreme kontakta ispitivano kako bi se
utvrdio uticaj mesanja na brzinu adsorpcije boje. Uzorci od 2 ml uzimani su iz rekatora u razli¢itim
vremenskim intervalima (0,5, 1, 2, 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 i 120 min), a nakon merenja
apsorbance vrac¢ani su u sistem. Dobijeni eksperimentalni rezultati su analizirani primenom
odgovarajucih kinetickih modela.
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Slika 3.3. Air-lift reaktor sa unutrasnjom cirkulacjom [144]

3.6. Primena bioc¢adi kao nosaca za enzime

Zahvaljujuéi svojim fizicko-hemijskim osobinama, bio¢ad predstavlja poencijalni nosa¢ za
imobilizaciju enzima. Biocadi, proizvedene iz otpadne lignocelulozne biomase, aktivirane su
hemijskim putem, i kori$¢ene za imobilizaciju komericjalne lakaze. Eksperimenti su izvedeni u dva
ponavljanja, a rezultati su izraZeni kao aritmeti¢ke sredine sa odgovaraju¢im standardnim greSkama
merenja.

3.6.1. Aktivacija bio¢adi

Za imobilizaciju komercijalne lakaze koris¢eni su uzorci bioc¢adi Klase Il, koja je dodatno
prosejana do prec¢nika 0,2 < d <0,3 mm, kako bi se obezbedila §to uniformnija povrSina za
imobilizaciju enzima. Ova bioc¢ad je dalje modifikovana hemijskim putem primenom 1M smeSe
H2SO04 i HNO3 (1:1) meSanjem na magnetnoj meSacici tokom 24 h na sobnoj temperaturi. Nakon
toga, uzorci su temeljno isprani dejonizovanom vodom do neutralne pH vrednosti (pH 6-7).
Dobijeni materijali, modifikovana biocad kostica breskve (M-KBB), modifikovana bio¢ad koStica
visnje (M-KVB) i modifikovana biotad kostica §ljive (M-KSB), suseni su tokom noé¢i na 80 °C i
koris¢eni za imobiliziaciju lakeze.
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3.6.2. Priprema rastvora lakaze

Rastvor lakaze pripremljen je rastvaranjem praskaste lakaze iz T. versicolor u 0,1M rastvoru
natrijum-acetatnog pufera pH 5 u koncentraciji od 25 mg/mL.

3.6.3. Odredivanje aktivnosti slobodne i imobilisane lakaze

Aktivnosti lakaze, kako slobodne tako i imobilisane, odredivana je koris¢enjem ABTS-a kao
supstrata. Metoda se zasniva na oksidaciji ABTS-a, pri ¢emu se promena apsorbance meri na
talasnoj duzini od 420 nm. Reakciona smesa pripremljena je dodavanjem 0,2 mL 0,1 M ABTS-a,
0,6 mL acetatnog pufera (0,1 M, pH 5,0) i 0,2 mL komercijalne lakaze/imobilisane lakaze na
bio¢adi (25mg/mL). Inkubacija je izvedena na temperaturi od 30 °C, a aktivnost slobodne lakaze je
racunata prema sledecoj jednacini:

E.A, =220 p )

t*V*E

gde je E.A.; (U/mL) zapreminska aktivnost lakaze, As20 apsorbanca na 420 nm, Vi (mL) zapremina
reakcione smese, t (min) vreme inkubacije, Ve (ml) zapremina rastvora lakaze, € (1/M cm) molarni
ekstincioni koeficijen za ABTS.

Ukupna aktivnost slobodne lakaze je izracunata primenom formule prema [175]:

E.A=E.A,*— (8)

S

gde je E.A. (IU/mg) ukupna aktivnost lakaze, V (mL) zapremina potrebna za ekstrakciju lakaze, ms
(mg) masa prskaste lakaze.

Aktivnost imobilisane lakaze na bio¢adi ra¢unata je prema slede¢oj formuli [175]:

E.A. =220 9)

txmg*E
gde je E.A. (IU/mg) ukupna aktivnost imobilisane lakaze, Ao apsorbanca na 420 nm, Vi (mL)
zapremina reakcione smese, t (min) vreme inkubacije, ms (mg) masa bioc¢adi i & (1/M cm) molarni
ekstincioni koeficijen za ABTS.

Rezidualna aktivnost enzima se racuna prema formuli [175]:

, , E.A.tmobili i
Rezidualna aktivnost = — 22209 SRERE % 100% (10)
E.A.s10bodnoh enzima

3.6.4. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina primenjena je Bradfordova metoda, koja se zasniva na
interakciji boje Coomassie Brilliant Blue G-250 sa amino grupama proteina u kiseloj sredini. Ova
interakcija dovodi do konverzije boje u njen anjonski oblik.

Da bi se odredila koncentracija proteina u uzorku, najpre je potrebno konstruisati standardnu
krivu merenjem apsorbanci rastvora sa poznatim koncentracijama proteina, pri ¢emu se kao
standard koristi albumin iz govedeg seruma (BSA), uz dodatak Bradfordovog reagensa. Standardna
kriva prikazana je na Slici 3.4.
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Slika 3.4. Standardna kriva za odredivanje koncentracije proteina metodom po Bredfordu

Za odredivanje koncentracije proteina u uzorku, 20 ul rastvora (rastvora slobodnog enzima ili
supernatanta) odmerava se u plasti¢nu kivetu, kojoj se zatim dodaje 1 mL Bradfordovog reagensa.
Nakon inkubacije od 5 min, apsorbanca uzorka se meri spektrofotometrijski na talasnoj duzini od
595 nm i racuna koncentracija porteina c po slede¢oj formuli:

c= Asos _ As9s (11)

- Nagib standardne krive " 1,0986

Koncentracija imobilisanh proteina ra¢unata je prema sledecoj formuli:

Ci = L5 (12)

gde je co (mg/mL) koncentracija proteina u rastvoru lakaze, ¢s (mg/mL) koncentracija proteina u
supernatantu nakon imobilizacije, a m (mg) masa nosaca.

Efikasnost imobilizacije se ratuna pomoc¢u formule prema [175]:

Efikasnost imobilizacije = % *100% (13)

o

3.6.5. Uticaj procesnih parametara na imobilizaciju enzima

Uticaj pH na imobilizaciju enzima

Uticaj pH na imobilizaciju enzima ispitivan je u pH opsegu od 4 do 8, primenom 0,1 M
natrijum-acetatnom pufera (pH 4 i 5) i 0,1 M kalijum-fosfatnom pufera (pH 6-8). U Ependorf tube
zapremine 2 mL odmereno je po 20 mg modifikovane boocadi i dodato po 1 mL rastvora lakaze.
Nakon 3 h inkubacije na sobnoj temperaturi, uz neprekidno mesanje na orbitlnom Sejkeru pri 200
obr/min, supernatant je pazljivo izdvojen. Zaostali talog je tri puta ispran sa po 1 mL 0,1 M rastvora
odgovarajuceg pufera i koriS¢en za odredivanje aktivnosti imobilisane lakaze, u skladu sa
postupkom opisanom u poglavlju 3.6.3.
Uticaj temperature na imobilizaciju lakaze

Da bi se ispitao uticaj temperature na imobilizaciju lakaze, u ¢etiri Ependorf tube odmereno
je po 20 mg modifikovane bioc¢adi i dodato po 1 mL rastvora enzima. Svaka Ependorf tuba je
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inkubirana 3 h na razli¢itim temperaturama (20-50 °C) na orbitalnom Sejkeru pri 200 obr/min.
Nakon inkubacije, supernatant je izdvojen, a zaostali talog je ispran tri puta sa po 1 mL 0,1 M
rastvorom pufera. Talog je zatim kori§¢en za odredivanje aktivnosti imobilisane lakaze prema
postupku opisanom u poglavlju 3.6.3.

Uticaj kontaktnog vremena na imobilizaciju enzima

Uticaj kontaktnog vremena izmedu lakaze i modifikovane biocadi ispitivan je variranjem
vremena inkubacije u periodu od 1 do 6 sati. U svaku Ependorf tubu odmereno je po 20 mg
modifikovane biocadi i dodato po 1 mL rastvora enzima. Pripremljeni uzorci su inkubirani pri
optimalnoj temperaturi na orbitalnom $ejkeru pri 200 obr/min, nakon ¢ega je izvucen supernatant, a
zaostali talog ispran tri puta sa po 1 mL 0,1 M rastvorom pufera i koriSéen za odredivanje aktivnosti
imobilisane lakaze, prema postupku opisanom u poglavlju 3.6.3.

3.6.6. Karakterizacija slobodne i imobilisane lakaze
3.6.6.1. Temepraturni optimum slobodne i imobilisane lakaze

Da bi se odredio temperaturni optimum slobodne i imobilisane lakaze, ispitivana je aktivnost
lakaze na razli¢itim temperaturama u opsegu od 20 do 60 °C tokom 10 min. Reakciona smes$a se
sastojala 0,200 mL 0,1 M ABTS-ga, 0,600 mL 0,1 M natrijum-acetatnog pufera (pH 5) i 0,400 mL
lakaze/imobilisane lakaze na biocadi (25 mg/mL). Nakon inkubacije, aktivnost enzima je odredena
koris¢enjem formule (8) za slobodnu lakazu, odnosno formule (9) za lakazu imobilisanu na bio¢adi.
Dobijeni rezultati su prikazani kao relativna aktivnost lakaze pomocu jednacine, pri ¢emu je najveca
vrednost uzeta kao 100%.

Relativna aktivnost (RA) =

= % 100% (14)

‘m

E.A
EA

gde je E.A. (IU) izmerena aktivnost pri odredenoj pH, a E.Am (IU) maksimalna izmerena aktivnost
(aktivnost pri optimalnim uslovima).

3.6.6.2. pH optimum slobodne i imobilisane lakaze

Da bi se odredio pH optimum slobodne i imobilisane lakaze, ispitivana je njena aktivnost na
razli¢itim pH vrednostima u opsegu od 4 do 8. Reakciona smesa se sastojala od 0,200 mL 0,1 M
ABTS-a, 0,600 mL 0,1 M pufera odgovarajuce pH vrednosti i 0,400 mL lakaze/imobilisane lakaze
na bioc¢adi (25mg/mL). Nakon inkubacije, aktivnost enzima je odredena koris¢enjem formule (8) za
slobodnu lakazu odnosno formule (9) za imobilisanu lakazu, a rezultati su prikazani kao relativna
aktivnost u skladu sa formulom (14).

3.7. Razgradnja boje primenom imobilisane lakaze na biocadi

Lakaza imobilisana na biocadi koriS¢ena je za razgradnju BZ u Sarznom sistemu i air-lift
reaktoru. Svi eksperimenti su radeni u triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti uz
standardne greske merenja. Promena koncentracije boje merena je spektofotometrijski pri talasnoj
duzini od 624nm. Na osnovu eksperimentalnih rezultata izracunatata je efikasnost uklanjanja u
skladu sa jedna¢inom (2).

3.7.1. Razgradnja boje u $arZnom sistemu

Lakaza imobilisana na biocadi, koja je pokazala najvecu efikasnost imobilizacije, ispitivana
je za razgradnju boje BZ u Sarznom sistemu. Eksperimenti su radeni u Ependorf tubama od 2 mL u
kojima je bioc¢ad sa imobilisanim enzimom suspendovana u 1 mL BZ. Eksperimenti su radeni na
orbitalnom Sejkeru pri 200 obr/min.
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3.7.1.1. Ispitivanje procesnih parametara

Ispitivanje pocetne koncetracije boje
Efikasnost razgradnje BZ primenom imobilisane lakaze ispitivana je pri razli¢itim pocetnim

koncentracijama boje, u rasponu od 10 do 500 mg/L, pri pH 6,8, na temperature od 20 °C tokom 3
h.

Ispitivanje uticaja pH

Uticaj pH vrednosti na razgradnju BZ pomocu imobilisane lakze ispitivan je u opsegu od 3
do 7, pri koncentraciji boje od 50 mg/L, na temperaturi od 20 °C tokom 3 h.
Ispitivanje uticaja temperature

Razgradnja BZ primenom lakaze imobilisane na biocCadi ispitana je variranjem temperature
u opsegu od 20, 30, 40 i 50 °C, koncentraciji boje od 50 mg/L, pri optimalnom pH tokom 3 h.

Ispitivanje kontaktnog vremena

Uticaj kontaktnog vremena na razgradnju BZ ispitivan je tokom perioda od 1 do 6 h, pri
prethodno optimizovanim procesnim parametrima.

3.7.1.2. Ponovna upotreba imobilisane lakaze

Moguénost ponovne upotrebe imobilisane lakaze na biocadi ispitivana je u proecesu
razgradnje BZ u Sarznom sistemu. Nakon svakog ciklusa, rastvor boje je uklonjen i merena je
apsorbanca, dok je imobilisana lakaza na bio¢adi isprana dva puta puferom za imobilizaciju. U
svakom narednom ciklusu dodavana je ista koli¢ina pocetnog rastvora BZ u Ependorf tubu sa
imobilisanom lakazom, a svaki naredni ciklus razgradnje boje je raden pri istim procesnim
uslovima.

3.7.2. Razgradnja boje u air-lift reaktoru

Lakaza imobilisana na bioc¢adi dodatno je ispitana u air-lift reaktoru sa unutrasnjom
cirkulacijom, prikazanom na Slici 3.3. pri protoku od 5,5 L/h za razgradnju BZ. Procesni parametri
poput, pH, temperature i koncentracije boje preuzeti su iz Sarznog sistema, dok je vreme kontakta
ispitivano kako bi se utvrdio uticaj meSanja na brzinu adsorpcije boje. Uzorci od 2 ml uzimani su iz
rekatora u razli¢itim vremenskim intervalima (15, 30, 45, 60, 90 1 120 min), a nakon merenja
apsorbance uzorci su vra¢ani u sistem. Na osnovu eksperimentalnih rezultata izraunatata je
efikasnost uklanjanja u skladu sa jednac¢inom (2).

3.8.  Razvoj modela za predvidanje adsorpcionih kapaciteta pomocu vestacke
neuronske mreze

Ovo poglavlje se bavi razvojem, optimizacijom i evaluacijom modela za predvidanje
adsorpcionih kapaciteta proizvedenih biocadi: KBB, KVB i KSB, za uklanjanje tri razliite boje:
brilijantno zelene (BZ), malahit zelene (MZ) i kristalno ljubicaste (KLj).

U razvoju modela u ovim istrazivanjima koris¢en je softver NeuroShell 2.

Odabir adekvatne arhitekture neuronske mreZe jedan je od kljuénih koraka u njenom
projektovanju. U ovoj disertaciji za razvoj modela primenjena je neuronska mreza sa propagacijom
greske unazad (Backpropagation neural network - BPNN). Optimizacija ulaznih podataka obavljena
je pomocu korelacione analize, kao i procene veli¢ine uticaja pojedinih ulaznih promenljivih na
izlaznu promenljivu.

Najpre su razvijeni modeli za predvidanje adsorpcionog kapaciteta sintetisanih biocadi za
boje BZ i MZ, za koje su postojali eksperimentalni podaci, kako bi se ispitala mogucnost predikcije
adsorpcionih kapaciteta pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima.
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U drugom delu ispitivanja, razvijen je model na postoje¢im eksperimentalnim podacima za
adsorpciju BZ i MZ, koji je primenjen za predvidanje adsorpcionog kapaciteta KLJ na ispitivanim
biocadima.

3.8.1. Razvoj modela

Prilikom reSavanja prakti¢ih problema uvek postoji viSe raziCitih pristupa, a precizno
definisanje problema kroz identifikaciju promenljivih koje je potrebno predvideti ili klasifikovati,
odreduje izlazne parametre neuronske mreze. Zbog toga definisanje izlazne promenljive predstavlja
prvi korak u razvoju modela ANN. Nakon definisanja jedne ili viSe izlaznih promenljivih, pristupa
se identifikaciji ulaznih promenljivih, koje imaju direktan uticaj na izlazne promenljive. Ovaj korak
je od sustinske vaznosti za uspesan razvoj modela, jer ANN ima sposobnost da prepozna zakonitosti
1 obrasce izmedu promenljivih, koje dalje koristi za uopsStavanje. Zbog toga je neuronskoj mrezi
neophodno prikazati Sto vise ulaznih promenljivih koje imaju znacajan uticaj na izlaznu
promenljivu, kako bi se obezbedila sto bolja generalizacija i preciznija predikcija.

U ovoj disertaciji kao izlazna promenljiva definisan je adsorpcioni kapacitet proizvedenih
bio¢adi (KBB, KVB i KSB) prema katjonskim bojama (BZ, MZ i KLj), dok su kao ulazne

promenljive koris¢eni slede¢i podaci:

» Osnovne karakteristike boja:

e molekulska masa Mr (g/mol);

e rastvorljivost u vodi na sobnoj temperaturi R (g/L).
» Karakteristike proizvedenih biocadi:

e rezultati proksimativne analize (%);

e rezultati elementarne organske analize (%);

e sadrzaj neorganskih elemenata (%);

e prinos biocadi (%);

o pPHsus;

e  pHpz;

e zeta potencijal na pH 7 ( mV);

e specifi¢na povrsina biodadi SA (m?/g),

e specifi¢na povrsina mikropora Smic (M?/g).
» Procesni parametri adsorpcije:

e precnik Cestica (mm);

e pH;

e odnos ¢vrste i teéne faze (g/L);

e vreme kontakta (min);

e temperatura (°C);

e pocetna koncentracije boje (mg/L).

Molekulska masa i rastvorljivost u vodi na sobnoj temperaturi ispitivanih boja prikazane su
u Tabeli 3.2., dok su ostale ulazne promenljive prikazane u odeljku Rezultati i Diskusija.

Tabela 3.2. Molekulska masa i rastvorljivost u vodi na sobnoj temperaturi za boje BZ, MZ i KLJ

Molekulska Rastvorljivost u
Boja vodina25°CR Referenca
masa Mr (g/mol)
(g/L)
BZ 482,64 100 [144]
MZ 364,91 66,66 [176]
KLj 407,98 16 [177]
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3.8.2. Statisticki indikatori performansi modela

Za procenu performansi razvijenog modela mogu se primeniti razlicite statisticke metode.
Njihova primena podrazumeva poredenje vrednosti predvidenih modelom sa stvarnim,
eksperimentalno dobijenim rezultatima, ¢ime se omogucava analiza tacnosti i pouzdanosti modela.
Ne postoji univerzalni set statistickih indikatora koji se primenjuje za evoluaciju ta¢nosti, ali je
preporucljivo primenti $to veéi broj indikatora kako bi se Sto sveobuhvatnije sagledali razliciti
aspekti ponaSanja modela.

U cilju procene performansi razvijenog modela, u okviru ove disertacije primenjeni su
sledeci statisticki indikatori:

Koeficijent korelacije (r) predstavlja stepen linearne korelacije izmedu stvarnih (dobijenih) i
modelovanih vrednosti, ¢ije se vrednosti krecu u opsegu od -1 do 1. Sto su vrednost r blize ovim
vrednostima to se model smatra preciznijim. Matematicki, r se izraCunava prema slede¢oj formuli:

(n—1)-0x°0y
\/Z?:l(xi—fn)z' [E 0i=Yp)?

gde x i y predstavljaju vrednosti promenljivih ¢ija se korelacija ispituje, x 1 y su srednje vrednosti
ispitivane populacije (i=1, 2...n), a ox i oy Su standardne devijacije.

Koeficijent determinacije (R?) predstavlja kvadrat koeficijenta korelacije izmedu
modelovanih i stvarnih vrednosti, ¢ije se vrednosti kreéu u opsegu od 0 do 1. Sto je vrednosr R?
bliza 1, to su performanse model preciznije. IzraCunava se prema formuli:

2 _ [E?=1(0i—5)(1’i—5)]2
R T XML (0;-0)2 X, (Pi-P)? (16)

gde O; predstavlja stvarnu (izmerenu) vrednot izlazne promenljive veli¢ine, O je srednja vrednost
stvarne (izmerene) izlazne promenljive veli¢ine, P; predstavlja vrednost izlazne promenljive
veli¢ine koja je dobijena predikcijom modela, P je srednja vrednost izlazne promenljive koje je
dobijena predvidanjem razvijenog modela, dok je n broj merenja ili predvidanja.

Koren srednje kvadratne greske (RMSE) je relativna veli¢ina, koja predstavlja kvadratni
koren greske srednjeg kvadratnog odstupanja. Sto su vrednosti RMSE niZe, to je preciznost
kreiranog modela veca. Vrednosti za modele koji su razvijani sa razli€ititim promenljivim
veli¢inama ne mogu da se porede. RMSE se izra¢unava pomocu sledece formule:

RMSE = \/% [2(0; — P)?] (17)

Srednja vrednost apsolutnih gresaka (MAE) predstavlja srednju vrednost apsolutne razlike
stvarne 1 predvidene vrednosti. Sto je MAE manja, to su previdene vrednosti blize stvarnim
vrednostima, a u idealom slucaju je MAE = 0 kad je Oi = Pi. MAE se izra¢unava prema sledecoj
formuli:

[0;—P;l
n

MAE = ¥, (18)

Srednja apsolutna procentualna greska (MAPE) predstavlja procentualnu ta¢nost koju daje
model u odnosu na stvarne vrednosti. Sto je vrednost MAPE manja, model je precizniji. Prema
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Lewisu [178] vrednosti MAPE manja od 10% ukazuje na visoku ta¢nost predikcije, vrednosti u
opsegu od 10 do 20% oznacavaju dobru taénost modela, dok se vrednosti izmedu 20 i 50% ocenjuju
kao razumna tacnost prognoze. Sa druge strane, MAPE vece od 50% ukazuju na nisku pouzdanost
modela i svrstavaju se u neta¢ne predikcije. MAPE se racuna prema formuli:

100 vy 10;—Pyl
n <=1 oy

MAPE =

(19)

Indeks slaganja (IA) predstavlja stepen srednjeg slaganja stvarnih i predvidenih vrednosti,
kao i razlike izmedu njih. Sto je slaganje bolje, to je vrednost IA blize 1. IA se raCuna prema
slede¢oj formuli:

_ _ 2?:1(01'_Pi)2
IA=1 Y (|Pi—0|+|0;—0])? (20)
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Karakterizacija biocadi
4.1.1. Prinos biocadi

Na prinos bio¢adi presudan uticaj imaju operativni uslovi pirolize i karakteristike polazne
Sirovine.

Sva tri proizvedene bio¢adi imaju relativno sliéne prinose, koji se kre¢u u rasponu od 26,10
do 28,64% (Tabela 4.1). Dobijeni rezultati su u skladu sa prinosima bio¢adi proizvedenih sporom
pirolizom sli¢nih sirovina, kao $to su kostica visnje (28,20%) i kostica masline (32,58%) [179,180].

Najveéi prinos bio¢adi (30,51%) zabeleZen je kod uzorka KSB, §to se moZe objasniti
njegovim visSim sadrzajem pepela u poredenju sa uzorcima KBB i KVB, budu¢i da visok sadrzaj
pepela moze doprineti poveéanju prinosa [181]. Pored toga, razlike u strukturi i elementarnom
sastavu polaznih sirovina takode su mogle uticati na prinos proizvedenih bioc¢adi. Sadrzaj lignina
ima kljucan uticaj na prinos bio€adi. Prema literaturnim podacima, kostice §ljive sadrze viSe lignina
(49,3%) u poredenju sa kosticama breskve (15,54%) i visnje (39,73%) [23,25,182]. Pored toga,
KSB je pokazao najveéi sadrzaj kako elementarnog, tako i vezanog ugljenika (71,78% i 65,73%,
respektivno), §to ukazuje na vecu koli¢inu preostale ¢vrste faze nakon pirolize, i samim tim, visi
prinos biocadi.

4.1.2. Proksimativna analiza

Rezultati proksimativne analize prikazani su u Tabeli 4.1. Sadrzaj vlage u biocadi odrazava
njenu higroskopnu prirodu. Zbog specifi¢ne stukture vezivanja sastavnih C atoma, izdvajanje vode
iz biomase je otezano, zbog ¢ega bio¢ad uvek sadrzi odredenu koli¢inu vlage. Uzorak KBB ima
najveéi sadrzaj vlage, 8,30%, dok KSB ima najmanji sadrzaj vlage, 6,05%. Sto je sadrzaj vlage
maniji, to je kvalitet biocadi bolji, jer je biocad stabilnija i efikasnija u razli¢itim primenama [183].

SadrzZaj pepela u biocadi direktno je povezan sa prisustvom neorganskih elemenata, koji su
glavni sastojci pepela i predstavljaju neisparljive minerale nastale tokom procesa sagorevanja.
Uzorak KSB ima najveéi sadrzaj pepela, od 2,08%, §to odgovara i njegovom najveéem sadrzaju
neorganskih elemenata, poput K, Ca, Mg, Si i dr. Nasuprot tome, uzorak KBB ima najmanji sadrzaj
pepela, svega 0,73%, §to ukazuje na manju koli¢inu neorganskih elemenata, $to se jasno moze
videti iz Tabele 4.1. Visok sadrzaj pepela moze negativno uticati na adsorpcioni kapacitet bio¢adi,
jer prisustvo mineralnih komponenti poptut K, Ca, Mg, mozZe izazvati zapuSavanje pora, §to dovodi
do smanjenja specifiéne povrsine i broja raspolozivih adsorpcionih mesta [183].

Sadrzaj isparljivih materija i vezanog ugljenika je obrnuto proporcionalan i direktno zavisi
od uslova pirolize. Piroliza sprovedena na 500 °C tokom 90 min rezultirala je nizim sadrZajem
isparljivih materija i viSim sadrZzajem vezanog ugljenika. Na niZim temperaturama oslobadanje
isparljivih jedinjenja je sporije, $to dovodi do povecanja udela vezanog ugljenika, koji predstavlja
preostalu masu nakon uklanjanja isparljivih komponenti, vode i pepela [184]. Kako je prikazano u
Tabeli 4.1, sadrzaj ugljenika opada redosledom KSB > KVB > KBB, dok se sadrzaj isparljivih
materija povecava. Veci udeo vezanog ugljenika povoljno uti¢e na kalorijsku vrednost materijala,
omogucavajuéi duze sagorevanje i veci energetski potencijal ispitivanog uzorka. Osim toga, visok
sadrzaj vezanog ugljenika doprinosi vecoj Cisto¢i biocadi, ¢ime se proSiruje njegova potencijalna
primena.
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Tabela 4.1. Karakterizacija uzoraka KBB, KVB i KSB

; Uzorak

Analiza Parametar KBB KVB KSB
Sadrzaj vlage 8,30 7,95 6,05

Proksimativna Isparlj!ye 39,44 29,81 26,14

analiza, % materije

Pepeo 0,73 1,78 2,08

Vezani ugljenik 51,3 60,46 65,73

C 69,37 64,4 71,78

H 2,74 2,90 2,91

Elementarna 0] 27,49 31,5 23,70
analiza. % N 0,30 1,1 1,62
’ S <0,10 <0,10 0,00

H/C 0,04 0,04 0,04

o/C 0,40 0,49 0,33

K 0,096 0,32 0,41

Ca 0,047 0,25 0,34

Mg 0,019 0,11 0,18

Neoraanski Fe 0,026 0,014 0,024
elemgmi y Si 0,311 0,006 0,32
70 Zn 0,0006 0,0019 0,0056
Mn 0,0006 0,0011 0,0015
Cu 0,0012 0,0013 0,0021
Pb 0,0009 0,00044 0,0007

Prinos, % 26,10 26,57 30,51

PHsus 6,91 6,71 7,09

PHpzc 6,74 6,60 6,70

EC, uS/cm 495 961 707

Crl, % 28,42 25,61 27,37

SA, m?/g 186 182 168

Smic, M?/g 119 143 124
Vmic, cm®/g 0,0587 0,0744 0,0643

4.1.3. Elementarna organska analiza

Elementarni sastav bio¢adi dobijene iz kostica breskve, visnje i §ljive pokazuje sli¢nosti u
odnosu ispitivanih elemenata. Najveéi sadrzaj ugljenika zabeleZen je kod uzorka KSB, sa vrednosc¢u
od 71,78%, dok su sadrzaji za KBB i KVB iznosili 69,37% i 64,4%, respektivno. Shaaban i
saradnici [185] su zakljucili da veci sadrzaj ugljenika ukazuje na visi stepen Cistoée biocadi. Sadrzaj
kiseonika bio je najveci u uzorku KVB (31,5%), zatim kod KBB (27,49%) i najmanji kod uzorka
KSB (23,70%). Veéi sadrzaj kiseonika ukazuje da materijal poseduje vise funkcionalnih grupa koje
sadrze kisoenik, poput karboksilnih, karbonilnih i fenolnih, koje poboljsavaju adsorpcioni kapacitet
biocadi, omogucavajuci efikasniju razmenu katjona putem elektrostatickih interakcija.

Na osnovu elementarne analize izraCunat je molarni odnos H/C i O/C, Kkoji se koriste kao
indikatori polariteta i stepena karbonizacije biocadi [102]. Molarni odnos H/C predstavlja
pokazatelj aromati¢nosti biocadi i za sva tri ispitivana uzorka iznosi 0,04. lzuzetno niska vrednost
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H/C odnosa ukazuje na stabilnu i izrazito aromati¢nu strukturu proizvedenih bioc¢adi, $to je u skladu
i sa IBI standardom [83], prema kome se biocadi sa odnosom H/C manjim od 0,7 smatraju
stabilnim. Aromati¢na stuktura biocadi, sa m-sistemom bogatim elektronima mozZe pojacati
postojece vodoni¢ne veze ili delovati kao akceptor protona u adsorpcionim procesima [147].
Molarni odnos O/C koristi se kao indikator hidrofilnosti bio¢adi, pri ¢emu vece vrednosti ukazuju
na prisustvo veéeg broja polarnih funkcionalnih grupa i veéu hidrofilnost. Prema dobijenim
rezultatima, KVB pokazuje najvisi odnos O/C od 0,49, §to ukazuje na najveci stepen hidrofilnosti
medu ispitivanim uzorcima. Slede¢i po redu je KBB sa odnosom O/C od 0,40, dok KSB ima najnizi
odnos od 0,33, §to ukazuje na najmanju hidrofilnost. Niza vrednost O/C kod KSB moZe se povezati
sa manjim sadrzajem polarnih funkcionalnih grupa, Sto ga ¢ini pogodnijim za adsorpciju
hidrofobnih organskih jedinjenja, dok su KVB i KBB hidrofilniji i pogodniji za adsorpciju polarnih
I organskih jedinjenja.

4.1.4. Analiza sadrZaja neorganskih elemenata

U Tabeli 4.1. prikazane su koncentracije neorganskih elemenata u proizvedenim biocadima.
Ca, K i Mg su dominantni elementi u uzorcima KVB i KSB, pri éemu su njihove koncentracije
znadajno vise u odnosu na one u KBB. Uzorak KSB pokazao je najvisi sadrzaj ovih elemenata, §to
ukazuje na njegovu potencijalnu primenu za poboljSanje plodnosti zemljista, posebno za
neutralizaciju kiselih zemljista i obogacivanje esencijalnim makroelementima [81].

4.1.5. Kontaktna pH

Kada destilovana voda dode u kontakt sa adsorbentom, pH vrednost suspenzije se menja
usled interakcije sa kiselim i alkalnim grupama na povrSini materijala. pH suspenzije (pHsus) ili
kontanktna pH vrednost, predstavlja indikator kiselo-alkalne prirode povrsine adsorbenta [144].

Izmerena vrednost pHsus za KBB iznosila je 6,91, za KVB 6,71, a za KSB 7,09, $to ukazuje
na neutralne do blago kisele karakteristike. Ove vrednosti sugeriSu na prisustvo kiselih
funkcionalnih grupa na povrsini bio¢adi, naro€ito kod uzorka KVB. Najvisa pHsus Vrednost (7,09),
zabelezena kod KSB, ukazuje na nesto veéi sadrzaj alkalnih minerala, $to je u skladu sa rezultatima
analize neorganskih elemenata.

4.1.6. Odredivanje tacke nultog naelektrisanja

Tacka nultog naelektrisanja (pHpz) predstavlja pH vrednost rastvora pri kojoj je zbir
povrsinskih naelektrisanja adsorbenta jednak nuli. Rezultati analize pHp,z mogu ukazivati na
potencijalne elektrostatistiCke interakcije izmedu adsorbenta i adsorbata u rastvoru [8]. Pri pH
vrednostima rastvora nizim od pHpz, povr§ina materijala je pozitivno naelektrisana, §to povoljnije
uti¢e na vezivanje negativno naelektrisanih jona-anjona, dok pri pH vrednostima visim od pHpzc,
povrsina adsorbenta postaje negativno naelektrisana i pogodna za vezivanje katjona. Kao Sto se
moze videti sa Slike 4.1, sva tri uzorka imaju sli¢ne vrednosti pHpzc, koje se kre¢u u opsegu od 6,60
do 6,74. Medutim, uzorak KVB pokazuje vecu stabilnost u Sirem opsegu pH vrednosti (od 6 do 9) u
poredenju sa KBB i KSB, koji pokazuju neutralnost u uzem opsegu pH vrednosti. S obzirom da je
pH vrednost rastvora boje BZ 6,80, sto je vise od pHpz. svih analiziranih uzorka, povrsSina
adsorbenata je negativno naelektrisana, sto pogoduje vezivanju katjona, kakva je boja BZ.
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Slika 4.1. Tacka nultog naelektrisanja: a) KBB, b) KVB, c¢) KSB

Analizirane bio¢adi znacajno se razlikuju po svojoj elektri¢noj provodljivosti (EC) (Tabela
2.1). Najvisa vrednost EC dobijena je za KVB (961 uS/cm), dok je najniza zabelezena kod KBB
(495 uS/cm). Razlika u vrednostima EC mogu biti posledica razli¢itih koncentracija rastvorljivih i
izmenjivih baznih katjona [186]. Uzorci KVB i KSB, koji sadrze veée koli¢ine Ca, Mg i K, te
samim tim pokazuju visu vrednost EC, dok je kod uzorka KBB, sa nizim koncentracijama ovih
katjona, zabelezena najniza vrednost EC.

Zeta potencijal predstavlja potencijal koloidnih ¢estica u ravni smicanja, a njegova vrednost
i znak su povezani sa povrSinskim naelektrisanjem Cestica [187]. Na slici 4.2. prikazan je zeta
potencijal u funkciji pH rastvora za KBB, KVB i KSB. U ispitivanom intervalu pH vrednosti od 3
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do 8, zeta potencijal pokazuje negativne vrednosti za sva tri uzorka biocadi. Sa povecanjem pH
vrednosti, zeta potencijal postaje sve negativniji, usled deprotonovanja funkcionalnih grupa na
povrsini bioc¢adi. Negativne vrednosti zeta potencijala pri svim ispitanim pH vrednostima ukazuju
da je povrsina biocadi negativno naelektrisana, sto favorizuje vezivanje katjona, cak i u kiselom pH
opsegu. Sa Slike 4.2 se vidi da KVB ima negativniji zeta potencijal pri svim pH vrednostima u
poredenju sa KBB i KSB, $to sugero$e na veéi sadrzaj kiselih funkcionalnih grupa, $to je i
potvrdeno FITR-ATR analizom.
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Slika 4.2. Zeta potencijal za KBB, KVB i KSB

4.1.9. Odredivanje morfoloskih karkteristika

Na slici 4.3. prikazana je SEM i EDX analiza za uzorke KBB, KVB i KSB. Morfologija
povrSine proizvedenih biocadi ispitana je pomocu SEM analize. Mikrofotografije su pokazale da
sva tri uzorka bio¢adi poseduju poroznu strukturu, ali sa razli¢itim stepenom razvijenosti. Uzorak
KSB pokazuje najmanje izrazenu poroznost, sa nehomogenom i ispucalom povrsinom kao i manjim
udelom vidljivih pora. Ova karakteristika moze biti posledica gubitka isparljivih materija tokom
procesa pirolize, Sto je u skladu sa najnizim sadrzajem isparljivih materija dobijenih
proksimativnom analizom, uo¢enim kod KSB u odnosu na KBB i KVB. Uzorak KBB pokazuje
razvijeniju poroznu strukturu sa prisustvom manjih i ravnomerno rasporedenih pora, dok uzorak
KVB ima najrazvijeniju poroznost, sa porama razli¢itih veli¢ina, pri ¢emu su manje pore
rasporedene unutar veéih pora. Vece pore olakSavaju kretanje molekula, dok prisustvo manjih pora
poveéava povrSinu dostupnu za vezivanje [188]. Prisustvo pora razli¢itih veli¢ina znacajno
doprinosi adsorpcionoj sposobnosti uzorka KVB, jer omoguéava brzi prolaz molekula boje i
efikasniju adsorpciju.

EDX analiza pokazala je da se biocad sastoji najve¢im delom od ugljenika i vodonika, dok
su kalijum i kalcijum prisutni u manjim koli¢inama. Uzorak KSB, ima najve¢i sadrzaj ugljenika od
88,81%, sto ukazuje na visi stepen karbonizacije i bolju termicku stabilnost, u skladu sa rezultatima
EOA. S druge strane, uzorak KVB pokazuje najvisi sadrzaj kiseonika, $to sugeriSe na prisustvo
funkcionalnih grupa koje sadrze kiseonik, poput hidroksilnih, $to je potvrdeno FTIR-ATR
analizom.
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4.1.10. Odredivanje specificne povrsine i poroznosti materijala

Vrednosti specificne povrsine (SA), kao i specifiéne povrsine mikropora (Smic) i zapremine
mikropora (Vmic) ispitivanih biocadi, prikazane su u Tabeli 4.1. Uzorci KBB i KVB imaju sli¢cnu
specifi¢nu povrsinu, koja iznosi 186 m¥g i 182 m?/g, dok uzorak KSB pokazuje nesto nizu vrednost
od 168 m?/g. Dobijene vrednosti su u skladu sa BET analizom bioc¢adi iz sli¢nih materijala poput
kostica masline (150 m?/g) i semena urme (187 m?/g) [180,189]. Uzorak KVB ima najviu vrednost
Smic 0d 143 m?/g i Vmic 0d 0,0744 cm®/g u poredenju sa KBB i KVB. Velika specifi¢na povrsina i
mikroporozna stuktura ¢ini ovaj materijal pogodnim za vezivanje razli¢itih molekula, poput boja i
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enzima, jer poseduje veliki broj aktivnih mesta, koja olakSavaju adsorpciju i stabilnu interakciju sa
povr§inom materijala.

4.1.11. Rendgenska difrakciona analiza (XRD)

Na Slici 4.4. prikazani su XRD difraktogrami uzoraka KBB, KVB i KSB. Zbog sli¢nog
lignoceluloznog porekla, uzorci imaju sli¢ne difraktograme. Svi uzorci imaju dominantan pik
izmedu 23° i 25° 20, koji odgovara ravnima grafitne mreZe. Siroki maksimumi prisutni u sva tri
uzorka potvrduju prisustvo visoke koncentracije ugljenika i amfornu prirodu uzoraka [190]. Jos
jedan pik uocen je izmedu 38 i 43 ° 20, koji pripada C (100) ravni kondenzovanih karbnizovanih
stuktura.

KSB
3
©
2z
8
3
€ KVB
KBB
0O 10 20 3 40 50 60 70

20,°
Slika 4.4. XRD analiza uzorka KBB, KVB i KSB

Indeks kristalicnosti (Crl) ima znacajan uticaj na adsorpcione sposobnosti bioc¢adi [191].
Visi udeo kristalne faze ukazuje na manju reaktivnost i poroznost materijala, usled prisutva manje
funkcionalnih grupa [23]. S druge strane, visi udeo amorfne faze ukazuje da materijal sadrzi vise
funkcionalnih grupa koje sadrze kisonik, koje poboljSavaju adsorpciju razli¢itih polutanata. Na
osnovu formule (6) izracunate vrednosti Crl iznse 28,42% za KBB, 25,61% za KVB i 27,37% za
KSB. Najniza vrednost Crl kod uzorka KVB ukazuje na vecu amorfnost materijala, §to sugerise
prisustvo veéeg broja —OH grupa, §to je potvrdeno FTIR-ATR analizom. Dobijene vrednosti Crl
nalaze se u opsegu drugih bio¢adi poreklom iz lignoceluloznih materijala, kao $to su bio¢ad od
palminog otpada (29,70 %) i bio¢ad od kore krompira (25,02 %) [192,193].

4.1.12. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom i priguSenom totalnom
refleksijom (FTIR-ATR)

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom 1 priguSenom totalnom
refleksijom (FTIR-ATR) koristi se za analizu funkcionalnih grupa na povr$ini materijala, $to je od
klju€nog znacaja za razumevanje njihovih hemijskih i adsorpcionih osobina. Na Slici 4.5. prikazana
je FTIR-ATR analiza ispitivanih bioadi: KBB, KVB i KSB. Iz FTIR-ATR spektra moze se uoditi
nekoliko zajednickih pikova za sve tri vrste bio¢adi. Jedan od njih je pik na 1696 cm™, koji potice
od istezanja C=0O grupa karboksilnih kiselina, kao 1 pik na 1575 cm™ koji je povezan sa
antisimetri¢nim istezanjem C=O grupe, kao i aromatskim C=C vibracijama [100,144]. Takode, pik
na 1389 cm™!, prisutan kod svih uzoraka bioc¢adi, moze se pripisati savijanju -OH grupe ili
vibracijama istezanja C-O grupe [194]. Kod uzorka KBB, registrovani su pikovi na 1195 i 1155

60



cm™!, koji se mogu povezati sa vibracijama C-O veza sekundarnih alkohola, dok se kod uzoraka
KSB i KVB ovaj pik javlja na 1160 cm™ [146]. Pikovi izmedu 751 i 878 cm™, koji su zabeleZeni
kod svih uzoraka bio¢adi, poti¢u od aromati¢nih C-H vibracija [194].

U spektru uzorka KVB uocen je izrazen pik na 3416 cm™, koji se pripisuje prisustvu
hidroksilnih grupa [100], a koji nije zabelezen kod uzoraka KBB i KSB. Ovo zapazanje je u skladu
sa rezultatima elementarne analize, koja pokazuje da KVB ima najvi§i molarni odnos O/C u
poredenju sa KBB i KSB, §to ukazuje na veéi sadrzaj polarnih funkcionalnih grupa u ovom uzorku.
Pored toga, u spektru uzorka KVB, detektovan je triplet pikova u opsegu od 2853 do 3050 cm!,
koji se pripisuje asimetricnim 1 simetricnim vibracijama istezanja C-H veza u zasi¢enim
ugljovodoni¢nim grupama [12].

| 1 KVB

T, %

3050 ' _ 2853
2023

3416

(28 1160

/L
7/

T I T I T I I T | T I
4000 3500 3000 2500 1500 1000 500

Talasni broj, cm-
Slika 4.5. FTIR-ATR analiza KBB, KVB i KSB

4.1.13. Raspodela velicina Cestica

Zbog sli¢nosti u strukturi i identi¢nih uslova pripreme ispitivanih uzoraka, pretpostavlja se
da ¢e raspodela veliCine Cestica biti ista za sve bioc¢adi, zbog ¢ega je na Slici 4.6. prikazana samo za
uzorak KBB. Uzorak KBB pokazuje bimodalnu raspodelu veli¢ine cestica, sa stepenom
uniformnosti od 0,499. Veli¢ine Cestica uzorka KBB uglavnom se krecu u opsegu od 6 do 300 pum.
Srednji pre¢nik Cestica iznosi 226,668 um, pri ¢emu je oko 90% cestica manjih od 440,52 um, dok
je samo 10% cestica manjih od 68,47 um.
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4,1.14, Termijska analiza

Za termijsku analizu proizvedenih biocadi koris¢ene su termogravimetrijska analiza (TGA) i
derivativna termogravimetrijska analiza (DTG). TGA se sprovodi da bi se pratila promena mase
materijala sa promenom temperature, dok DTG pokazuje reaktivnost materijala na odredenoj
temperaturi. Na Slici 4.7. prikazana je TGA/DTG analiza za KBB, KVB i KSB.
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Slika 4.7. Termicka analiza KBB, KVB i KSB: a) TGA, b) DTG

Sve tri ispitivane bio¢adi pokazuju slic¢an profil gubitka mase (Slika 4.7). Pocetna faza, koja
se javlja u opsegu od sobne temperature do 300 °C nastaje usled gubitka vlage i lakse ragradivih
komponenti prisutnih u bio¢adi. Prvi gubitak mase, koji je jasno uo¢en na DTG krivama (Slika 4.7.
b)), nastaje oko 100 °C i rezultat je isparavanja vlage. Daljim povecanjem temperature, dolazi do
razgradnje hemiceluloze, koja zapo€inje na oko 220 °C, kao i delimi¢ne degradacije celuloze [35].
Gubitak mase u ovoj fazi bio je 7,54 % za KBB, 6,34% za KVB i 4,89% za KSB §to je u skladu sa
rezultatima sadrZaja isparljivih materija (Tabela 4.1).

Druga faza, koja zapoCinje na temperaturama iznad 300 °C, odnosi se na postepeno
sagorevanje zaostalih fragmenata celuloze i lignina. Ovaj proces se intenzivira u intervalu od 380
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°C do 400 °C usled oksidacije amorfnog ugljenika, glavne komponente bioc¢adi [100]. U ovom
temperaturnom opsegu dolazi do najznacajnijeg gubitka mase, koji pri dostizanju 600 °C iznosi
88,87% za KBB, 89,55% za KVB i 89,71% za KSB. Na DTG krivama (Slika 4.7. b)) jasno je
vidljiv glavni pik na temperaturi od 548 °C za KBB, 534 °C za KVB i 540 °C za KSB, §to odgovara
najintenzivnijem stepenu gubitka mase. Najizrazeniji i najintenzivniji pik ima uzorak KVB, §to
sugeriSe na veéi sadrzaj razgradljivih organskih materijala u poredenju sa KBB i KSB na
posmatranoj temperaturi.

U poslednjoj fazi, koja se odvija na temperaturama iznad 600 °C, dolazi do razgradnje
preostalog lignina koji nije razgraden u toku prethodne faze. Ukupan gubitak mase na kraju
termicke analize iznosio je 98,34% za uzorak KBB, 96,29% za KVB i 95,24% za KSB. Najmanji
gubitak mase uzorka KSB ukazuje da ima najveéi stepen karbonizacije i najbolju termicku
stabilnost, $to je u skladu sa EOA kao i1 najve¢im sadrzajem mineralnih materija (Tabela 4.1).

4.2. Primena bioc¢adi kao adsorbenta
4.2.1. Adsorpcija boja u $arZznom sistemu

Adsorpcija u Sarznom sistemu je jedan od najéeSée koris¢enih laboratorijskih pristupa u
ispitivanjima mogucnosti preci§¢avanja kontaminiranih voda. Ovaj sistem omogucéava efikasnu
kontrolu nad procesom jer pruza mogucnost preciznog pracenja promena u koncentraciji adsorbata
u odnosu na vreme, temperaturu i druge parametre. Adsorpcija BZ primenom biocadi ispitana je u
Sarznom sistemu, uz optimizaciju procesnih parametara, pri ¢emu su odredeni odgovarajuci
kineti¢ki 1 ravnotezni parametri.

4.2.1.1. Ispitivanje procesnih parametara

Svi parametri koji utiu na proces adsorpcije moraju biti detaljno ispitani kako bi se utvrdili
i razumeli mehanizmi vezivanja polutanata za povr$inu adsorbenta. Ova analiza doprinosi
optimizaciji procesa, omogucavajuci razvoj Sto efikasnijeg adsorbenta.
Ispitivanje uticaja veliine Cestica

Biocad, prethodno kategorizovana prema veliCini Cestica u cetiri klase (Klasa | (d < 0,1
mm), Klasa Il (0,1 < d < 0,5 mm), Klasa Ill (0,5<d < 1,0 mm)iKlasa IV (1,0 <d < 2,0 mm)),
kori$¢ena je za ispitivanje uticaja veli¢ine Cestica na adsorpciju BZ. Sa Slike 4.8. se jasno moze
videti da se sa povecanjem veliine Cestica smanjuje adsorpcioni kapacitet za sva tri ispitivana
uzorka. Manja veli¢ina Cestica doprinosi povecanju specifiéne povrSine materijala, ¢ime aktivna
mesta postaju dostupnija, a difuzioni put krac¢i Sto rezultira brzom adsorpcijom i povecanim
adsorpcionim kapacitetom. Medutim, koriS¢enje najsitnijh Cestica, klase I, izazvalo je zamucenje
rastvora 1 otezalo odvajanje biocadi, $to je uticalo na preciznost o€itavanja apsorbance 1 validnost
rezultata. Zbog toga su dalja istraZivanja sprovedena koriS¢enjem klase II. Sa Slike 4.8. se moZe
uoditi da uzorak KBB ima najveéi kapacitet adsorpcije BZ, KVB ima nesto nizi, a KSB najmanji.
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Slika 4.8. Uticaj veli¢ine estica na adsorpciju BZ primenom KBB, KVB i KSB (pH=7, m/V=2g/L,
t=60 min, T=25 °C, Cj=50 mg/L)

Ispitivanje uticaja pH

Vrednost pH rastvora predstavlja jedan od klju¢nih faktora u adsorpcionim procesima, jer
direktno uti¢e na disocijaciju funkcionalnih grupa na povrsini adsorbenta (Sto dovodi do promena
povrsinskog naelektrisanja), kao i na hemijske osobine rastvora i stepen jonizacije prisutnih
supstanci. Pored toga, pH rastvora menja hemijsku strukturu boje i utice na koli¢inu
elektrostati¢kog naelektrisanja, §to dovodi do promene brzine adsorpcije [196]. Kao $to je prikazano
na Slici 4.9. svi ispitivani uzorci bio¢adi prate isti trend sa promenom pH vrednosti: Sa pove¢anjem
pH vrednosti od 3 do 6 kapacitet adsorpcije raste, nakon Cega se postepeno smanjuje za Sve
ispitivane uzorke. Na nizim pH vrednostima dolazi do konkurencije izmedu jona vodonika i katjona
boje za aktivna mesta na povrSini biocadi, $to dovodi do niskog adsorpcionog kapaciteta.
Maksimalni kapacitet adsorpcije postignut je pri pH 6 i iznosi 24,16 mg/g za KBB, 21,13 mg/g za
KVB i 16,26 mg/g za KSB. Daljim poveéanjem pH vrednosti dolazi do smanjenja adsorpcionog
kapaciteta, sto se moze objasniti akumulacijom OH" jona na povrsini adsorbenta. Kao rezultat toga,
dolazi do smanjenja elektrostatickih interakcija izmedu negativno naelektrisane povrsine adsorbenta
i molekula katjonske boje, §to negativno uti¢e na adsorpciju molekula boje na povr§inu biocadi
[197]. Slican trend zabelezili su i Saif Ur Rehman i saradnici [101], koji su utvrdili da je pH
vrednost 6 optimalna za adsorpciju BZ na bioc¢adi dobijenoj hidrolizom pirin¢ane slame.
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Slika 4.9. Uticaj pH na adsorpciju BZ primenom KBB, KVB i KSB (klasa I, m/V=2g/L, t=60 min,
T=25 °C, Ci=50 mg/L)
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Ispitivanje odnosa ¢vrste i te¢ne faze

Na Slici 4.10. prikazan je uticaj odnosa ¢vrste i teéne faze na adsorpciju BZ. Sva tri
ispitivana materijala prate isti trend promene adsorpcionog kapaciteta. Pri najnizoj dozi adsorbenta
od 1 g/L, zabelezene su vrednosti adsorpcionog kapaciteta od 24,01 mg/g za KBB, 19,2 mg/g za
KVB i 13,46 mg/g za KSB. Povecanjem doze na 2 g/L dolazi do porasta adsorpcionog kapaciteta,
koji dostize maksimalne vrednosti od 27,17 mg/g za KBB, 25,02 mg/g za KVB i 16,42 mg/g za
KSB. Ovaj porast ukazuje da pri dozama adsorbenta nizim od 2 g/L nema dovoljne koli¢ine
adsorbenta, odnosno nema dovoljno aktivnih mesta za vezivanje BZ, S§to dovodi do smanjene
efikasnosti uklanjanja. Medutim, daljim povecanjem doze adsorbenta dolazi do opadanja
adsorpcionog kapaciteta, pri istoj inicijalnoj koncentracji adsorbata. Ova pojava moze biti posledica
prisustva vece koli¢ine ‘neiskoriS§¢enog’ adsorbenta, kao i agregacija ¢estica biocadi, $to dovodi do
smanjenja dostupnosti aktivnih mesta i otezava homogenizacija sistema, usporavajuci prenosa mase
[128].
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Slika 4.10. Uticaj odnosa &vrste i te¢ne faze na adsorpciju BZ primenom KBB, KVB i KSB (klasa
I, pH=6, t=60 min, T=25 °C, Ci=50 mg/L)

Ispitivanje uticaja kontaktnog vremena

Uticaj kontaktnog vremena na adsorpciju BZ kori¢enjem KBB, KVB i KSB prikazan je na
Slici 4.11. Na pocetku procesa, u prvih 30 min, brzina uklanjanja boje je bila izuzetno visoka, sto se
moze objasniti velikom dostupnoscu slobodnih aktivnih mesta na povrsini biocadi. Vremenom,
adsorpcija postepeno usporava, dok sistem ne ude u ravnotezu. Usporavanje adsorpcije rezultat je
smanjene dostupnosti preostalih aktivnih mesta, usled vezivanja molekula boje, $to dovodi do
poveéanog medumolekulskog odbijanja izmedu ve¢ adsorbovanih molekula i molekula prisutnih u
rastvoru. Pored toga, preostali molekuli boje moraju prodreti dublje unutar pora materijala, gde
nailaze na veci otpor difuziji, §to dovodi do usporavanja procesa [197].

Sa Slike 4.11. se moze videti da sva tri ispitivana uzorka dostizu ravnotezno stanje nakon
priblizno 90 min, sa maksimalnim kapacitetom adsorpcije od 29,26 mg/g za KBB, 28,52 mg/g za
KVB i 18,21 mg/g za KSB. U skladu sa SEM i BET analizom, KSB ima manje poroznu strukturu i
manju specifiénu povrSinu, Sto otezava difuziju molekula boje u unutraSnjost adsorbenta,
rezultiraju¢i nizim kapacitetom adsorpcije u poredenju sa ostalim materijalima.
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Slika 4.11. Uticaj kontaktnog vremena na adsorpciju BZ primenom KBB, KVB i KSB (klasa Il ,
pH=6, m/V=2g/L, T=25 °C, Ci=50 mg/L)

Ispitivanja uticaja temperature

Temperatura igra znacajnu ulogu u procesu adsorpcije, jer uti¢e na difuziju molekula boje,
kako kroz spoljasnji film, tako i unutar pora adsorbenta. Uticaj temperature na adsorpciju BZ
primenom KBB, KVB i KSB prikazan je na Slici 4.12. Pove¢anjem temperature sa 15 na 35 °C,
kapacitet adsorpcije je porastao, dok je daljim povecanjem temperature sa 35 na 50 °C zabelezen
blagi pad adsorpcionog kapaciteta. Maksimalni kapacitet adsorpcije je postignut pri 35 °C iznosio je
29,89 mg/g za KBB, 28,44 mglg za KVB i 18,37 mg/g za KSB. Ovi rezultati ukazuju da je
adsorpcija BZ u pocetku bila endotermna (15-35 °C), dok je pri vi§im temperaturama (35-50 °C)
presla u egzoterman proces. Slican endotermno-egzotermni trend tokom adsorpcije BZ na bioc¢adi
dobijene hidrolizom pirin¢ane slame primetili su i Saif Ur Rehman i saradnici [101], koji su ovu
pojavu objasnili ¢injenicom da egzotermne staticke interakcije dominiraju ispod 35 °C, dok
endotermne hidrofobne interakcije preovladuju iznad 35 °C.
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Slika 4.12. Uticaj temperature na adsorpciju BZ primenom KBB, KVB i KSB (klasa II, pH=6,
m/V=2g/L, t=90 min, Ci=50 mg/L)

Ispitivanja uticaja koncentracije boje
Za detaljnije ispitivanje uticaja pocetne koncentracije BZ, analizirani su i adsorpcioni
kapacitet (Slika 4.13a) i efikasnost uklanjanja (Slika 4.13b), koji su pokazali razli¢ite trendove.
Povecanje koncentracije BZ dovodi do rasta adsorpcionog kapaciteta za sva tri ispitivana uzorka.
Kako koncentracije boje u Sarznom sistemu raste, povecava se pogonska sila koja savladava otpor
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prenosu mase izmedu tene i Cvrste faze, §to dovodi do povecanja adsorpcionog kapaciteta.
Medutim, kada se sva dostupna adsorpciona mesta popune, postize se ravnoteza, nakon ¢ega dalji
porast koncentracije boje ne utiCe na povecanje kapaciteta adsorpcije. Maksimalna efikasnost
uklanjanja boje (ori odnosu m/V=2g/L) postignuta je pri koncentraciji BZ od 50 mg/L, i iznosi 90%
za KBB, 96% za KVB i 72% za KSB. Takode, utvrdeno je da efikasnost uklanjanja boje raste sa
poveéanjem koncentracije boje od 10 do 50 mg/L, nakon Cega postepeno opadala. Ovaj trend se
moze objasniti dostupnoS¢u aktivnih mesta na povrSini ispitivanih biofadi pri nizim
koncentracijama, kada vecina molekula boje moze biti adsorbovana, S§to rezultira visokom
efikasnos¢u uklanjanja. Medutim, pri viSim koncentracijama dolazi do kompeticije izmedu
molekula boje za ograniceni broj aktivnih mesta, zbog ¢ega veéi broj molekula ostaje neadsorbovan
u rastvoru, §to dovodi do smanjenja procenta uklonjene boje [198,199]. Zbog toga se koncentracija
BZ od 50 mg/L, moze smatrati kao optimalna koncentracija za adsorpciju na KBB, KVB I KSB.
Slican trend primecen je i u studiji Akanda i saradnika [199] prilikom uklanjanja katjonske boje
Malahit Zelene primenom lista Tabernaemontana divaricate.
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Slika 4.13. Uticaj pocetne koncentracije boje na a) adsorpioni kapacitet, b) efikasnost uklanjanja
BZ primenom KBB, KVB i KSB (klasa Il, pH=6, m/V=2g/L, t=90 min, T=35 °C)

4.2.1.2. Kinetika adsorpcije BZ

Za svaki uspesan proces adsorpcije, kljuéno je ispitati kinetiku procesa kako bi se razumeli
mehanizmi adsorpcije i identifikovao najsporiji korak koji uti¢u na brzinu procesa, poput otpora
prenosu mase ili mogucih povrsinskih interakcija. Kinetika adsorpcije BZ primenom KBB, KVB i
KSB proucavana je koriséenjem dva reakciona modela, model pseudo-prvog i pseudo-drugog reda,
kao i difuzionog Weber-Morrisovog modela. Na Slici 4.14. prikazani su rezultati modelovanja
eksperimentalnih podataka primenom reakcionih kinetickih modela, dok su dobijeni parametri
sumirani u Tabeli 4.2.
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Tabela 4.2. Kineti¢ki parametri adsorpcije BZ

Model Parameter KBB KVB KSB
Qexp (MQ/g) 29,26 28,52 18,21
Gm (Mg/Q) 27,28 26,01 16,20
Pseudo-prvi red k1 (1/min) 0,1089 0,0729 0,0537
R? 0,9571 0,9718 0,9829
% 451 3,05 0,52842
Om (Mg/g) 31,00 30,66 20,10
. kz (g/(mg min)) 0,0050 0,0061 0,0018
Pseudo-drugi red R 0,0889 0,0949 0,0945
1,16 0,55 0,25
Weber-Morrisoy |-< (M@ min’%) - - 3,38
model ¢ - - 3,50
R? - - 0,9763

Na osnovu eksperimentalnih podataka, moze se uociti da model pseudo drugog-reda bolje
odgovara podacima u poredenju sa modelom pseudo-prvog reda. Pored toga, model pseudo-prvog
reda pokazuje nize vrednosti koeficijenta korelacije (R?) i vise vrednosti hi-kvadrata (y?) u odnosu
na model pseudo drugog-reda. Visi R? (0,9889, 0,9949 i 0,9945) i nizi ¥ (1,16, 0,55 i 0,25) ukazuju
na vecu uskladenost modela pseudo-drugog reda u opisivanju Kinetike adsorpcije boje BZ na KBB,
KVB i KSB, sto ukazuje da je brzina adsorpcije kontrolisana hemisorpcijom, koja obuhvata
valentne sile ostvarene deljenjem ili razmenom elektrona izmedu boje i bio¢adi. Pregledom
literature utvrdeno je da se kinetika adsorpcije BZ primenom bioc¢adi razlic¢itog porekla opisuje
kinetikom pseudo-drugog reda [101], [146].
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Slika 4.14. Kineti¢ki modeli adsorpcije BZ primenom: a) KBB, b) KVB, ¢) KSB (klasa Il, pH=6,
m/V=2g/L, T=35 °C, Ci= 50 mg/L)

Konstanta k2 ima znacajan uticaj na kinetiku adsorpcije, jer vece vrednosti k2 ukazuju na brzi
proces. Iz Tabele 4.2, se moze videti da iako se vrednosti konstante ko razlikuju medu ispitivanim
uzorcima, ove razlike nisu velike da bi ukazivale na znacajno brzu kinetiku adsorpcije medu
ispitivanim uzorcima. KBB pokazuje najvisu vrednost k> (0,0050 g/(mg min)) u poredenju sa KVB
(0,0031 g/(mg min)) i KSB (0,0018 g/(mg min)), §to sugeriSe na neznatno brzu adsorpciju na ovom
uzorku.

Prilikom primene Weber-Morrisovog modela (WM) u opisu kinetike adsorpcije, polazi se
od pretpostavke da su Cestice adsorbenta sfernog oblika, a da se uticaj difuzije moze razmatrati u
pocetnom periodu adsorpcije, odnosno u sluc¢aju kada je odnos gi/ge< 0,4 [149,200]. Primenom WM
modela na eksperimentalne podatke uklanjanja BZ uzorkom KBB dobijene su pozitivne vrednosti
konstante C (+1,87), sto ukazuje na to da se proces vezivanja boje odvija izuzetno brzo, te da ne
postoji uticaj difuzije kroz grani¢ni sloj koji bi kontrolisao ukupnu kinetiku uklanjanja. Sli¢an trend
primecen je 1 za uzorak KVB, kod koga je uoceno jako kratko tranziciono vreme od priblizno 12 s,
Sto ukazuje na brzu kinetiku i zanemarljiv uticaj difuzije. Ovo je omoguceno razvijenijom
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poroznom strukturom ovih uzoraka, kako je i potvrdeno BET analizom, $to dalje omogucava brzi
transport molekula boje do aktivnih mesta na povrsini bio¢adi. Nasuprot tome, KSB ima manje
razvijenu poroznu strukturu, Sto otezava kretanje molekula boje kroz adsorbent, pa brzina
adsorpcije postaje kontrolisana difuzijom u odredenom vremenskom periodu. Primena difuzionog
modela na eksperimentalne podatke u pocetnom period kod koga je qi/qe<0,4, koriséenjem KSB kao
adsorbenta prikazan je na Slici 4.15. dok su parametri modela navedeni u Tabeli 4.2.
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Slika 4.15. Primena Weber-Morriovog modela na adsorpciju BZ na KSB u po¢etnom periodu
(0/Qe<0,4, klasa 11, pH=6, m/V=2g/L, T=35 °C, Ci= 50 mg/L)

Kao $to se moze uociti na Slici 4.14., eksperimentalni podaci pokazuju linearnu zavisnost sa
negativnim presekom na y-osi (C=-3,50 mg/g) i pozitivnim presekom sa x-0som (tig*?=1,031
minY?), $to ukazuje na vremensko kasnjenje (tiag) 0d 1,08 min. Vrednost odsetka na y-osi (C)
povezana je sa prividnom debljinom grani¢nog sloja fluida, a negativna vrednost ukazuje na
prisustvo otpora pri difuziji kroz spoljasnji film, $to dodatno usporava proces adsorpcije [201].

Rezultati su pokazali da je kadnjenje u procesu adsorpcije primeéeno samo kod uzorka KSB,
§to se moze povezati sa strukturnim karakteristikama ovog materijala. Uzorak KSB ima najmanju
specificnu povrSinu i najmanje razvijenu poroznu stukturu u poredenju sa KBB i KVB, $to dovodi
do manjeg broja dostupnih mesta za vezivanje, kao i otezanog kretanja molekula boje, $to dovodi
do kasnjenja u procesu adsorpcije.

4.2.1.3. Adsorpcione izoterme

Modeli adsorpcionih izotermi primenjuju se za opisivanje ravnoteze vezanog adsorbata na
povrsini adsorbenta i njegove koncentracije u rastvoru. Na Slici 4.16. prikazani su primenjeni
modeli adsorpcionih izotermi, koji su opisani u poglavlju 2.6.4., a dobijeni parametri su sumirani u
Tabeli 4.3. Koeficijent korelacije (R?) i vrednosti hi-kvadrata (y?) koris¢eni su kao kriterijum za
odredivanje najprikladnijeg modela za opisivanje adsorpcionih izotermi.
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Tabela 4.3. Parametri izotermiskih modela za adsorpciju BZ

Model Parametar KBB KVB KSB
gm (Mg/g) 123,68 111,61 171,23
. K. (L/mg) 0.0794 0,0299 0.01730
Langmuir R2 0.9402 0,9942 0.8401
J 99.75 13.83 295 87
Kr (mg/g) (L/g)Y" 19,98 10,35 6,54
. 1n 0.3900 0.4375 0.6184
Freundlih R2 07733 0,9569 07621
J 37838 5851 440,08
am (Mg/Q) 101,11 114.46 100,38
Ks (L/g) 00126 0,0322 0,000076
Sips s 205 0.960 373
R2 0.9969 0.9965 0.9803
7 5182 8.21 3152

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.3, moze se uociti da primena Frenudlihovog
modela daje niske vrednosti R? i izuzetno visoke vrednosti y? za sva tri ispitivana uzorka, §to
ukazuje da ovaj model nije adekvatan za opisivanje adsorpcije BZ na ovim uzorcima. S druge
strane, Langmuirov model daje vise vrednosti R2, posebno za uzorke KBB i KVB, dok su vrednosti
> 1 dalje visoke, S§to sugeriSe na odredena odstupanja izmedu eksperimentalnih podataka i
modelovanih vrednosti. Primenom Sipsovog izotermnog modela dobijeni su najvisi R? i najnizi y?
za sva tri uzorka, §to ukazuje na najbolje poklapanje ovog modela sa eksperimentalnim podacima
adsorpcije BZ na uzorcima KBB, KVB i KSB. Sipsov model adsorpcije objedinjuje karakteristike
Langmuirovog i Freundlihovog modela, pri ¢emu pri nizim koncentracijama adsorbata prati
Freundlihov model, dok se pri vi§im koncentracijama priblizava Langmuirovoj monoslojnoj
adsorpciji. Ovi rezultati ukazuju da se tokom adsorpcije BZ na bioc¢adi prvo formira monosloj na
povrSini adsorbenta. Medutim, zbog neujednafene raspodele povrSinske energije, dolazi do
slozenijih mehanizama vezivanja, §to moze ukljucivati formiranje viseslojnih struktura [202].
Faktor heterogenosti s kod Sipsovog modela predstavlja heterogenost povrsine i obi¢no je manji od
1 kod izrazito heterogenih materijala [23]. Faktor heterogenosti kod KBB iznosi 2,05, za KVB
0,960 i kod 3,73 KSB, $to ukazuje da je povrsina KVB zna¢ajno heterogenija u poredenju sa KBB i
KSB. Ovi rezultati su u skladu sa FTIR-ATR analizom, kojom je utvrdeno da KVB ima vise
fukncionalnih grupa u poredenju sa KBB | KSB. Maksimalni kapacitet adsorpcije predviden
Sipsovim modelom za KBB iznosi 101,11 mg/g, za KVB 114,46 mg/g, a za KSB 100,38 mg/g, §to
ukazuje da se uzorak KVB pokazao najefikasnije za adsorpciju BZ.
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Slika 4.16. Adsorpcione izoterme za BZ na: a) KBB, b) KVB, ¢) KSB (klasa 11, pH=6 m/V=2g/L,
t=90 min, T=35 °C, Cij= 50-350 mg/L)

4.2.1.4. Poredenje dobijenih rezultata

Na osnovu eksperimentalnih podataka, utvrdeno je da su za adsorpciju BZ primenom KBB,
KVB i KSB optimalni slede¢i uslovi: veliCina Cestica Klase II, pH vrednost 6, odnos Cvrste i te¢ne
faze 2 g/L, temperatura od 35 °C i pocetna koncentracija boje od 50 mg/L. Efikasnost uklanjanja
BZ pod ovim uslovima prikazana je na Slici 4.17. Uzorak KVB pokazao je najviSu efikasnost
uklanjanja, gotovo u potpunosti obezbojivsi rastvor sa 94% uklonjene boje. Sledeéi po efikasnosti
bio je uzorak KBB sa 90%, dok je uzorak KSB ostvario efikasnost od 72%.
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Slika 4.17. Efikasnost uklanjanja BZ primenom KBB, KVB i KSB (klasa II, pH=6, m/V=2g/L, t=90
min, T=35 °C, Ci= 50 mg/L)

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da su se sva tri uzorka bioc¢adi pokazala
kao efikasni adsorbenti za uklanjanje katjonske boje BZ. Medutim, primenom uzorka KVB
postignut je najveéi adsorpcioni kapacitet (114,46 mg/g), kao i najveca efikasnost uklanjanja (96%).
Ovo se moZe pripisati velikoj specifi¢noj povrSini i najrazvijenijoj mikroporoznoj strukturi, u
poredenju sa uzorcima KBB i KSB, kao i FTIR analizom uzorka KVB, koja je ukazala na znacajno
prisustvo funkcionalnih grupa poput hidroksilnih, koje poboljSavaju interakciju sa bojom. Ovi
rezultati ukazuju da kombinacija visoko razvijene mikroporozne stukture, specifiénih funkcionalnih
grupa 1 bolje dostupnosti aktivnih mesta na povrSini KVB doprinosi njegovoj ve¢oj adsorpcionoj
sposobnosti u odnosu na druge ispitane uzorke.

Kako bi se potvrila adsorpcija BZ na uzorku KVB uradena je FTIR-ATR analiza, koja je
prikazana na Slici 4.18. Detaljna FTIR-ATR analiza uzorka KVB odradena je u pogavlju 4.1.10.
Nakon adsorpcije boje FTIR-ATR spektri pokazuju da kisele funkcionalne grupe KVB-a, kao §to su
hidroksilne i karboksilne, igraju znacajnu ulogu u adsorpciji BZ. Pik na 3416 cm™, koji se pripisuje
hidroksilnim grupama, pomerio se na 3333 cm™' uz smanjenje intenziteta, §to ukazuje na interakciju
izmedu -OH grupa na povrsini KVB i N atoma boje BZ [101]. Pik na 1696 cm™, koji poti¢e od
istezanja C=0 grupa karboksilnih kiselina, pomerio se nakon adsorpcije BZ, ukazuju¢i na
interakciju boje sa karboksilnom grupom [101]. Izrazeni pik na 1160 cm™, koji se vezuje za
vibraciju istezanja C—O fenolnih hidroksilnih grupa na povrsini bio¢adi, nakon adsorpcije boje se
podelio na dva nova pika na 1187 cm™ i 1153 cm™, §to ukazuje na formiranje vodoni¢nih veza
izmedu C=0 grupa BZ i fenolnih -OH grupa na povrsini KVB-a [144].
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Slika 4.18. FTIR-ATR analiza KVB pre i posle adsorpcije BZ

4.2.2, Adsorpcija u air-lift reaktoru

U cilju ispitivanja uticaja razlicitih tipova mesanja na kinetiku adsorpcije korisc¢en je air-lift
reaktor (ALR) sa unutrasnjom cirkulacijom. Eksperimenti su sprovedeni pri protoku vazduha od
2,551 5,50 L/h, koji su regulisani vazdusnom pumpom Laboport N 86 KT.1 (Freiburg, Nemacka).
Eksperimenti su izvedeni pod optimalnim procesnim parametrima iz $arznog sistema koji ukljucuju:
uzorak KVB, cestice klase Il, pH 6, odnos ¢vrste i te¢ne faze 2 g/L, temperatura 35 °C, pri
inicijalnoj koncetraciji boje BZ od 50 mg/L. Tokom eksperimenata, uzorci zapremine 2 mL uzimani
su u definisanim vremenskim intervalima (0,5, 1, 2, 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 i 120 min) pri
¢emu je merena njihova apsorbanca, a zatim su vracani u ALR kako bi se odrzala stabilnost
procesa. Dobijeni eksperimentalni rezultati analizirani su primenom rekcionih modela pseudo-prvog
I pseudo-drugog reda, kao i primenom difuzionog Weber-Morriovog modela.

Na Slici 4.19. prikazan je kapacitet adsorpcije i efikasnost uklanjaja BZ u funkciji vremena,
pri protoku od 2,55 i 5,50 L/h.
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Slika 4.19.: a) kapacitet adsorpcije, b) efikasnosost uklanjanja uklanjanja BZ u funkciji vremena
pri protoku od 2,55 i 5,50 L/h ( klasa 11, pH=6, m/V=2g/L, t=90 min, T=35 °C, Ci= 50 mg/L)

Pri protoku vazduha od 5,50 L/h ravnoteZa je postignuta za priblizno 45 min, skoro dva puta
brze u poredenju sa nizim protokom (2,55 L/h), §to jasno ukazuje na uticaj meSanja na prenos mase.
Povecan protok vazduha poboljsava spoljni prenos mase, omogucavajué¢i molekulima BZ da brze
dospeju do povrsine bio¢adi. Na taj nacin, primena veceg protoka vazduha od 5,50 L/h pokazala se
efikasnijom u uklanjanju BZ. Nakon 5 min kontakta, uzorak KVB uklonio je gotovo 70% boje, dok
je pri nizem protoku od 2,55 L/h uklonjeno priblizno 48%. Ovi rezultati su u skladu sa studijom
Ezzi i saradnika [203], koji su takode pokazali da je brzina uklanjanja polutanta u ALR funkcija
rezima aeracije. Njihova istrazivanja su pokazala da je primenom aktivnog uglja pri protoku
vazduha od 7 L/min postignuta efikasnost uklanjanja fenola od 71%, dok je pove¢anjem protoka na
18 L/min efikasnost porasla na 83%. Veci protok vazduha dovodi do intenzivnije unutra$nje
cirkulacije, koja znacajno doprinosi ukupnoj brzini adsorpcije, povecavajué¢i prenos mase ka
povrsini biocadi, a potencijalno i unutar njenih pora [204].

Na Slici 4.20. prikazani su rezultati korelisanja experimentalnih podataka adsorpcije BZ (pri
razli¢itim protocima) primenjenjim reakcionim modelima, dok su dobijeni parametri navedeni u
Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Kinetic¢ki parametri adsorpcije BZ primenom KVB pri razliitim protocima

Model Parametar Protok: 2,55 L/h Protok: 5,50 L/h
Qexp (MQY/Q) 19,09 20,49
gm (Mg/Q) 17,53 19,54
. ki (1/min) 0,2725 0,7625
Pseudo-prvi red RZ 0.9169 0.9700
¥ 3,360 1,4697
gm (Mg/g) 18,62 20,15
Pseudo-drugi k2 (g/(mg min)) 0,0209 0,0752
red R? 0,9688 0,9892
7 1,2616 0,5308
Weber-Morrisoy |_<¢ (Mg/(@ min)) 9,10 -
model C -2,57 .
R? 0,9904 -

Primenom nizeg protoka vazduha dobijeni su losiji rezultati statistickih parametra (R? i y?) u
poredenju sa primenom veéeg protoka. Primenom veéeg protoka vazduha, konstanta k> (0,0752
g/(mg min)) je 3,6 puta veca u odnosu na vrednost k2 (0,0209 g/(mg min)) pri nizem protoku, §to
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ukazuje na znacajno brzu kinetiku adsorpcije BZ. Smanjenje otpora spoljasnjeg prenosa mase, kao i
kra¢i difuzioni put kroz grani¢ni film, omoguéili su veéu brzinu adsorpcije i povecanje ukupne
konstante brzine.

a) b)
20 - 20 4 P = 5
L] [ L] =
- (]
[ ]
15 4 . 15
> o
o (=]
£ £
= 10 H & 104
5 - = g, KVB (mgfg) 5 = g, KVB (mg/g)
pseudo-prvi |fed pseudo-prvi red
——— pseudo-drugi re« —— pseudo-drugi red
D T T T T T T 0 T T 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100
f, min t, min

Slika 4.20. Kineti¢ki reakcioni modeli adsorpcije BZ primenom KVB pri protoku od: a) 2,55 L/h,
b) 5,55 L/h (klasa Il, pH=6, m/V=2 g/L, T=35 °C, Ci=50 mg/L)

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.3. moze se zakljuciti da su eksperimentalni
rezultati bolje korelisani sa modelom pseudo-drugog reda u odnosu na model pseudo-prvog reda.
Primenom modela pseudo-drugogo reda dobijena je visa vrednost R? (0,9892) u poredenju sa
vrednoscu za pseudo-prvi red (0,9700), kao i niza vrednost y? (0,5308) u odnosu na pseudo-prvi red
(1,4697). Pored toga, primenom modela pseudo-drugog reda dobijen je adsorpcioni kapacitet od
20,15 mg/g, §to je znatno blize eksperimentalnom ravnoteznom kapacitetu (20,49 mg/g) u
poredenju sa adsorpcionim kapacitetom dobijenim primenom modela pseudo-prvog reda (19,54
mg/qg).

Da bi se bolje razumeo korak koji ograni¢ava brzinu adsorpcije, primenjen je Weber-
Morrisov model unutarcesticne difuzije. Otpor prenosu mase unutar tecnog filma koji okruzuje
Cesticu znacajan je samo tokom pocetne faze difuzije. Prihvatanjem pretpostavke da su cestice
adsorbenta sfernog oblika, dolazi se do izraza za poc¢etnu fazu adsorpcije, kada je odnos q¢/ge < 0,4
[149,200]. Na osnovu toga, Weber-Morrisov model unutaréesticne difuzije primenjen je na
eksperimentalne podatke za pocetni period (0i/qe<0,4), koji je prikazan na Slici 4.21., dok su
parametri modela navedeni u Tabeli 4.3.
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Slika 4.21. Primena Weber-Morrisovog modela na adsorpciju BZ na KVB pri protoku od 2,55 L/h
u poc¢etnom periodu (q¢/ge<0,4, klasa 11, pH=6, m/V=2g/L, T=35 °C, Ci= 50 mg/L)

Eksperimentalni podaci korelisani Weber-Morrisovim modelom, pri protoku vazduha od
2,55 L/h, pokazali su pravolinijsku zavisnost sa negativnim presekom na y-osi (C = -2,57 mg/g) i
pozitivnim presekom na x-0si (tig”?> = 0,282 min'?), §to ukazuje na kasnjenje od 0,08 min.
Negativna vrednost C ukazuje na uticaj otpora difuzije kroz spoljasnji film, koji zajedno sa
unutarc¢esticnom difuzijom ogranicava brzinu adsorpcije, zbog ¢ega se adsorpcija odlaze za manje
od 5 sekundi. Ovi rezultati su u skladu sa nalazima Zhu i saradnika [205], koji su takode zabelezili
negativnu vrednost C i odloZenu adsorpciju prilikom adsorpcije piridina na polimerne adsorbente.

Primenom veceg protoka vazduha od 5,50 L/h, proces adsorpcije bio je kineticki
kontrolisan, a ne difuzijom. Veci protok vazduha izazvao je intenzivnije meSanje, $to je znacajno
smanjilo debljinu grani¢nog sloja adsorbata, kao i otpor prenosu mase kroz te¢ni film oko Cestica
adsorbenta. Na taj nacin, vreme koje molekuli boje provode na povrsSini adsorbenta je skraceno,
¢ime se smanjuje i ukupno vreme potrebno za difuziju [206]. Predpostavlja se da je difuzija kroz
film bila toliko brza da nije bilo moguce registorovati je tokom eksperimentalnih merenja, s
obzirom na to da je prva ta¢ka uzorkovanja izmerena nakon 1 min, kada je qv/ge ve¢ bilo ve¢i od 0,4
te samim tim i pocetna faza ve¢ bila zavrSena.

U poredenju sa Sarznim sistemom, gde je primenom KVB postignuta efikasnost uklanjanja
od 94% za 90 min, u ALR sistemu je zabelezena neznatno manja efikasnost uklanjanja od 90%, ali
za duplo kra¢e vreme. Primenom odgovarajuceg protoka vazduha u ALR-u smanjuje se uticaj
grani¢nog sloja te€nosti 1 otpor prenosu mase, Sto poboljSava konvektivni prenos mase i olakSava
transport molekula boje do aktivnih mesta adsorpcije, kao $to je i pokazano smanjenim tranzicionim
vremenom u ALR u odnosu na Sarzni sistem. Dobijeni rezultati ukazuju da ALR ima znacajan
potencijal u adsorpcionim procesima, omogucavajuéi efikasno uklanjanje boje u kratem
vremenskom periodu, uz smanjenje energetskih troskova.

4.3. Primena bio¢adi kao nosac¢a za enzime

Za imobilizaciju lakaze koris¢eni su KBB, KVB i KSB modifikovani kiselinama prema
postupku opisanom u poglavlju 3.6.1., ¢ime su dobijeni uzorci M-KBB, M-KVB i M-KSB.
Efikasnost imobilizacije na modifikovanim uzorcima prikazana je na Slici 4.22. Uzorak M-KBB
pokazao je efikasnost imobilizacije od 54%, M-KVB od 62%, dok je kod uzorka M-KSB
zabeleZena najniza efikasnost, od samo 34%. Uzorak M-KVB pokazao je najvecu efikasnost za
imobilizaciju lakaze, verovatno zbog svoje poroznije strukture i prisustva veceg broja hidroksilnih
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grupa u poredenju sa M-KBB i M-KSB. Na osnovu ovih rezultata, za dalja istraZivanja izabran je
uzorak M-KVB kao najpogodniji nosac.
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Slika 4.22. Efikasnost imobilizacije lakaze na razli¢itim bioc¢adima (m/V =20 g/L, pH=6, t=3,5 h,
T=25 °C)

4.3.1. Uticaj procesnih parametara na imobilizaciju lakaze na bio¢adi

Ispitivanje procesnih parametara je od susStinskog znacaja za optimizaciju imobilizacije i
postizanje visokog prinosa imobilisanog enzima sa o¢uvanom Kkatalitickom aktivno$¢u. Procesni
parametri direktno uti¢u na efikasnost imobilizacije, stabilnost enzima i njegovu ponovnu upotrebu.
Pored toga, optimizacija procesnih parametara doprinosi ekonomskoj isplativosti i odrzivosti
imobilizacije.

Uticaj pH na imobilizaciju lakaze

Imajuéi u vidu da pH vrednost uti¢e kako na strukturu i konformaciju enzima, tako i na
naelektrisanje nosaca i funkcionalne grupe enzima, optimizacija pH uslova predstavlja klju¢ni korak
za postizanje efikasne imobilizacije [207]. Uticaj pH vrednosti na imobilizaciju lakaze na uzorku
M-KVB prikazan je na Slici 4.23. Rezultati pokazuju da rezidualna aktivnost i efikasnost
imobilizacije prate isti trend promene u zavisnosti od pH vrednosti. Maksimalna vrednost
rezidualne aktivnosti i efikasnosti imobilizacije postignuta je pri pH 5,0, pri ¢emu je rezidualna
aktivnost iznosila 81%, a efikasnost imobilizacije 61%. Dalje povecanje pH vrednosti dovelo je do
smanjenja oba parametra, zbog ¢ega se pH 5,0 smatra kao optimalana vrednost za imobilizaciju
lakaze na M-KVB. Al-Sareji i saradnici [132], su takode dokazali da je pH 5,0 optimalna vrednost
za imobilizaciju lakaze iz T. versicolor na aktivnom uglju kokosove ljuske aktiviranom kiselinama.
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Slika 4.23. Uticaj pH na rezidualnu aktivnost i efikasnost imobilizacije lakaze na M-KVB
(m/V =20 g/L, t=3,5 h, T=25 °C)

Uticaj temperature na imobilizaciju lakaze

S obzirom na to da su enzimi osetljivi na promenu temperature i aktivni samo u odredenim
temperaturnim opsezima, ispitivanje uticaja temperature predstavlja jedan od klju¢nih faktora za
uspesnu imobilizaciju. Na Slici 4.24. prikazana je rezidualna aktivnost i efikasnost imobilizacije
lakaze na M-KVB u zavisnosti od temperature. Sa porastom temperature, oba parametra se
povecéavaju, dostizué¢i maksimalne vrednosti na 40 °C, kada rezidualna aktivnost iznosi skoro 83%,
a efikasnost imobilizacije 64%. Ova temperatura se smatra optimalnom jer predstavlja ravnotezu
izmedu povecane molekularne pokretljivosti i enzimatske aktivnosti, ¢ime se poboljSavaju
interakcije izmedu lakaze i bio¢adi kao nosac¢a. Medutim, daljim povecanjem temperature na 50 °C
dolazi do smanjenja i rezidualne aktivnosti i efikasnosti imobilizacije, §to se moze pripisati
termickoj denaturaciji enzima, koja dovodi do gubitka njegove strukture i funkcije. Dobijeni
rezultati su u skladu sa istrazivanjem Taharena i saradnika koji su pokazali da je temperatura od 40
°C optimalna za imobilizaciju lakaze iz T. versicolor na poliakrilonitril bio¢adi [208].
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Slika 4.24. Uticaj temperature na rezidualnu aktivnost i efikasnost imobilizacije lakaz na M-KVB
(m/V =20 g/L, pH=5, t=3,5 h)
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Uticaj kontaktnog vremena na imobilizaciju lakaze

Slika 4.25. prikazuje uticaj vremena kontakta na imobilizaciju lakaze na M-KVB.
Rezidualna aktivnost i efikasnost imobilizacije postepeno rastu sa vremenom imobilizacije od 1 do
4 h, kada dostizu svoje maksimalne vrednosti od 85% 1 66%, respektivno. Daljim povecanjem
kontaktnog vremena dolazi do smanjenja oba parametra, pri ¢emu su najnize vrenosti rezidualne
aktivnosti (69%) i efikasnosti imobilizacije (57%) zabelezene pri najduzem vremenu kontakta. Ovi
rezultati ukazuju da produzeno vreme imobilizacije ne dovodi do postizanja maksimalne
efikasnosti. Duze vreme imobilizacije moze izazvati ispiranja enzima ili njegovo odvajanje od
nosaca usled mehanickih sila, zbog ¢ega je vazno obezbediti brzu imobilizaciju lakaze na biocadi

[7]1.

100 - mmm Rezidualna aktivnost, %
90 ~ —l—Efikasnost imobilizacije

th

Slika 4.25. Uticaj kontaktnog vremena na rezidualnu aktivnost i efikasnost imobilizacije lakaz na
M-KVB (m/V =20 g/L, pH=5, T=40 °C)

4.3.2. Karakterizacija slobodne i imobilisane lakaze

Lakaza iz T. versicolor, koja je koris¢ena u eksperimentalnom delu istrazivanja, jedna je od
najcesc¢e proucavanih lakaza zbog svoje visoke kataliticke efikasnosti i Sirokog spektra primene. U
ovom istrazivanju analiziran je uticaj pH vrednosti rastvora i temperature na aktivnost slobodne i
imobilisane lakaze.

4.3.2.1. Temepraturni optimum slobodne i imobilisane lakaze

Temperatura ima znacajan uticaj na aktivnost enzima, jer moze izazvati promene u njegovoj
strukturi. Uticaj temperature na aktivnost slobodne i imobilisane lakaze prikazan je na Slici 4.26.
Imobilisana lakaza pokazala je vecu aktivnost U odnosu na slobodnu lakazu, S$to sugeriSe da je
proces imobilizacija o¢uvao aktivnost enzima. Pored toga, temperaturni profil imobilisane lakaze
ima $iru optimalnu oblast u poredenju sa slobodnim enzimom. Optimalna temperatura za slobodnu
lakazu iznosi 30 °C, dok je za imobilisanu lakazu 40 °C, §to ukazuje na povecanu otpornost enzima
na viSe temperature nakon imobilizacije. Ove promene su posledica konformacionih i hemijskih
promena lakaze usled imobilizacije na bio¢adi [209].
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Slika 4.26. Uticaj Temperature na aktivnost slobodnog i imobilisanog enzima

4.3.2.2. pH optimum slobodne i imobilisane lakaze

Pored tempeature, pH vrednost rastvora predstavlja kljucni faktor koji utice na enzimsku
aktivnost. Na Slici 4.27. prikazan je profil aktivnosti slobodne i lakaze imobilisane na M-KVB.
Imobilisana lakaza pokazuje nesto visu relativnu aktivnost u celom ispitivanom pH opsegu, pri
¢emu je optimalna pH vrednost 1 za slobodnu i za imobilisanu lakazu na pH 6.
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Slika 4.27. Uticaj pH na aktivnost slobodnog i imobilisanog enzima

4.3.2.3. Karakterizacija imobilisane lakaze na biocadi

Lakaza imobilisana na modifikovanoj biocadi (LM-KVB) karakterisana je primenom SEM,
EDX i FTIR analizom kako bi se utvrdile morfoloS§ke promene, elementarna kompozicija i hemijske
interakcije izmedu enzima i nosaca.

Na Slici 4.28. prikazana je SEM-EDX analiza modifikovane bio¢adi pre i posle vezivanja
enzima. SEM analiza nativnog uzorka KVB, opisana u poglavlju 4.1, otkrila je poroznu strukturu sa
porama razliitih veli¢ina, pri ¢emu su manje pore rasporedene unutar veé¢ih. Nakon modifikacije
kiselinama, povrsina je postala heterogenija, sa dubljim porama (Slika 4.28.a), Sto se pripisuje
uklanjanju necisto¢a iz pora delovanjem Kkiselina. SEM morfologija imobilisane lakaze na

81



modifikovanoj bio¢adi, LM-KVB (Slika 4.28b), nije pokazala znaCajne promene u topografiji
povrsine, §to se verovatno moze pripisati relativno maloj veli¢ini proteina lakaze (60-90 kDa), koja
odgovara dimenzijama d{estica manjim od 5 nm. Takve dimenzije je teSko detektovati
mikroskopskim analizama sa uvecanjem od 1 pm [210,211]. Ipak, nakon imobilizacije lakaze,
povrsina LM-KVB deluje glatkije, $to se moze pripisati formiranju enzimske prevlake na povrsini
bioc¢adi.

EDX analizom je potvrdeno uspesno vezivanje lakaze na povrSinu biocadi, zbog znacajog
porasta koli¢ine azota (7,86%) koji nije registovan kod uzoraka KVB i M-KVB. Detektovan azot
verovatno poti¢e od aminokiselinskih ostataka enzima [108].
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Slika 4.28. SEM i EDX analiza: a) pre imobilizacije lakaze (M-KVB), b) posle imobilizacije lakaze
(LM-KVB)

Imobilizacija lakaze na biocadi takode je analizirana FTIR-ATR tehnikom koja je prikazana
na Slici 4.29. Detaljna karakterizacija FTIR-ATR spektra nemodifikovane bioc¢adi (KVB) ve¢ je
opisana u poglavlju 4.1. Nakon modifikacije kiselinama, u spektru M-KVB pojavila su se dva nova
pika: na 2646 cm™!, koji ukazuje na prisustvo alifati¢nih (—CH,) grupa, i na 1050 cm™, koji se
pripisuje istezanju S=O veze u —SOsH grupi [92]. Sve ostale funkcionalne grupe, ukljucujuci
karbonilne grupe (pikovi na 1703 cm™ i 1600 cm™), hidroksilne i etarske veze (pikovi na 1390 cm™!
i 1210 ecm™), kao i aromatske C-H vibracije (756878 cm™), ostale su nepromenjene i prisutne i u
uzorcima M-KVB i LM-KVB. Nakon imobilizacije lakaze (LM-KVB), intenzitet pika na 1600 cm™!
se povecao, §to se moze pripisati dodatnim karbonilnim grupama enzima [212]. Pored toga, pojava
tripleta na 1116, 1104 i 1080 cm™! nakon Vvezivanja enzima ukauzuje na prisustvo proteina lakaze
[213]. Ovi rezultati su u skladu sa EDX analizom, koja je potvrdila prisustvo azota poreklom iz
proteinske strukture enzima.
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Slika 4.29. FTIR-ATR analiza pre (M-KVB) i posle imobilizacije lakaze (LM-KVB)

4.3.3. Razgradnja boje primenom imobilisane lakaze na biocadi
4.3.3.1. Razgradnja boje u SarZznom sistemu

Nakon optimizacije procesa imobilizacije lakaze na M-KVB, ispitivana je oksidativna
sposobnost imobilisanog enzima za razgradnju toksi¢ne boje BZ. Kako bi se postigla efikasna
razgradnja boje 1 optimizovao proces degradacije, analizirani su klju¢ni procesni parametri.

4.3.3.1.1. Ispitivanje procesnih parametara

Uticaj pocetne koncetracije boje

Efikasnost uklanjanja BZ primenom imobilisane lakaze na bioc¢adi ispitivana je pri razli¢itim
pocetnim koncentracijama boje, u rasponu od 10 do 500 mg/L, a rezultati su prikazani na Slici 4.30.
Pri najnizoj ispitivanoj koncentraciji od 10 mg/L, efikasnost uklanjanja boje bila je najniza,
verovatno zbog nedovoljne koli¢ine supstrata potrebne za maksimalnu katalitiCku aktivnost enzima.
Maksimalna efikasnost uklanjanja BZ primenom LM-KVB postignuta je pri koncentraciji od 50
mg/L i iznosila je 75%. Dalje poveéanje pocetne koncentracije boje dovelo je do Smanjenja
efikasnosti razgradnje, S§to se moZe objasniti inhibicijom supstrata i/ili ogranicenom dostupnos$cu
aktivnih mesta enzima, §to je rezultiralo smanjenom razgradnjom boje. Slican trend su primetili
Tahkur i saradnici [214] koji su koristili lakazu imobilisanu u alginatu za uklanjanje boje metil
narandZaste.
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Slika 4.30. Uticaj pocetne koncentracije boje na razgradnju BZ primenom LM-KVB (m/V =20 g/L,
pH 6, t=3 h, T= 25 °C)

Uticaj pH

pH vrednost rastvora u procesu enzimske razgradnje boje igra klju¢nu ulogu jer uti¢e i na
naelektrisanje enzima i na naelektrisanje molekula boje, ¢ime se odreduje intenzitet njihovih
medusobnih interakcija. Ekstremno niske ili visoke pH vrednosti mogu inhibirati enzimsku
aktivnost, dok se optimalni pH za razgradnju boje obi¢no nalazi u neutralnom ili blago kiselom
opsegu [215]. Na Slici 4.31. prikazan je uticaj pH vrednosti u rasponu od 3 do 7 na efikasnost
uklanjanja BZ primenom LM-KVB. Povecanjem pH vrednosti sa 3 na 5 belezi se porast efikasnosti
uklanjanja, nakon ¢ega dolazi do njenog postepenog opadanja sa daljim poveéanjem pH. Niska
efikasnost uklanjanja BZ pri pH 3, od svega 45%, moze se objasniti promenama u strukturi lanaca
aminokiselina enzima usled izuzetno kisele sredine, $to je dovelo do narusavanja njegove
konformacije 1 smanjenja kataliticke aktivnosti. Maksimalna efikasnost uklanjanja zabeleZena je pri
pH 5, gde je dostigla efikanost uklanjanja od skoro 85%. Pri pH vrednosti 6 primeceno je blago
smanjenje efikasnosti na 80%, Sto se moZe pripisati delimi¢nom gubitku aktivnosti enzima usled
promene jonskog oblika aktivnog mesta pod suboptimalnim pH uslovima [7]. Alsaiari i saradnici
[216] su takode dokazali da je pH 5 optimalna vrednost za razgradnju boje direktno crvene 23
primenom imobilisane lakaze iz T. versicolor na magnetnim nanocesticama.
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Slika 4.31. Uticaj pH na razgradnju BZ primenom LM-KVB (m/V=20 g/L, t=3 h, T= 25 °C, Cj=50
mg/L)
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Uticaj temperature

Temperatura ima znac¢ajnu ulogu u enzimskoj razgradnji boje. Ekstremne temperature mogu
ometati enzimsku aktivnost, zbog ¢ega je kljuéno odrediti optimalnu temperaturu koja omogucava
postizanje maksimalne efikasnosti uklanjanja. Efikasnost uklanjanja BZ primenom LM-KVB
ispitivana je u temperaturnom opsegu od 20 do 50 °C, a rezultati su prikazani na Slici 4.32.
Efikasnost uklanjanja BZ povecala se sa porastom temperature sa 20 na 30 °C, pri ¢emu je
maksimalna efikasnost iznosila 87% na 30 °C. Medutim, dalji porast temperature doveo je do
smanjenja efikasnosti uklanjanja boje. Na temperaturi od 50 °C, efikasnost uklanjanja smanjila se
za oko 20% u odnosu na maksimalnu vrednost. Temperature iznad optimalne, negativno su uticale
na razgradnju BZ primenom imobilisane lakaze, verovatno zbog promena u konformacionoj
strukturi lakaze izazvane termiCkom denaturacijom, §to je dovelo do smanjene efikasnosti
uklanjanju boje [217].
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Slika 4.32. Uticaj temperature na razgradnju BZ primenom LM-KVB (pH=5, m/V=20 g/L, t=3 h,
Ci=50 mg/L)

R, %

Uticaj kontaktnog vremena

Uticaj kontaktnog vremena na efikasnost uklanjanja boje primenom imobilisanog enzima je
vazan faktor koji uti¢e na brzinu i stepen razgradnje boje. Na Slici 4.33. prikazana je efikasnost
uklanjnja BZ primenom LM-KVB u vremenskom intervalu od 1 do 6 sati. Nakon prvog sata,
uklonjeno je samo 43% boje, dok se daljim povecanjem vremena efikasnost uklanjanja postepeno
povecavala. Maksimalna efikasnost uklanjanja postignuta je tokom cetvrtog sata, kada je
razgradeno 93% boje. Visoka vrednost efikasnosti uklanjanja ukazuje da LM-KVB pokazuje
znacajan kapacitet za razgradnju toksi¢nih boja.
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Slika 4.33. Uticaj vremena na razgradnju BZ primenom LM-KVB (pH=5, m/V=20 g/L, T= 30 °C,
Ci=50 mg/L)
4.3.3.1.2. Ponovna upotreba imobilisane lakaze

Nakon razgradnje boje pomoc¢u imobilisane lakaze, ispitana je moguénost njene uzastopne
ponovne upotrebe, sto je prikazano na Slici 4.34. Svaki ciklus ponovne upotrebe izveden je pri
pocetnoj koncentraciji boje od 50 mg/L, pH 5, temperaturi od 30 °C i trajanju od 3 h, kako bi se
obezbedila ekonomicnost procesa. Mogucénost ponovne upotrebe enzima ima klju¢nu ulogu u
minimiziranju ukupnih troskova tretmana, smanjenju enzimskog otpada i poveéanju njegove
industrijske primenljivosti.
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Ciklusi uklanjanja

Efikasnost uklanjanja, %
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Slika 4.34. Ispitivanje ponovne upotrebe LM-KVB za razgradnju BZ (pH=5, m/V=20 ¢g/L, t=3 h, T=
30 °C, Ci=50 mg/L)

Prema rezultatima prikazanim na Slici 4.34., imobilisana lakaza moze efikasno da se ponovo
upotrebi za razgradnju BZ. Nakon prvog ciklusa, efikasnost uklanjanja boje bila je najvisa, iznoseci
89%. Medutim, sa svakim slede¢im ciklusom efikasnost je postepeno opadala, a na kraju 11. ciklusa
iznosila je samo 45%, §to je otprilike upola manje u odnosu na prvi ciklus. Znacajno smanjenje
aktivnosti enzima moze biti povezano sa inhibicijom enzima reakcijskihim produkatima [218]. S
obzirom na to da je nakon 9. ciklusa efikasnost uklanjanja boje ostala veca od 81%, smatra se da je
9 ciklusa optimalno za ponovnu upotrebu imobilisane lakaze za razgradnju BZ. Alsaiari i saradnici
[216] su pokazali da se lakaza poreklom iz T. versicolor, imobilisana na magnetnim nanocesticama,
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moze uspesno Koristiti u 6 uzastopnih ciklusa za razgradnju boje direktno crvena 23. Sli¢no tome,
Amari i saradnici [219] su objavili da se ista lakaza, kada je imobilisana na magnetnom metal-
organskom nosacu, moze primeniti u 5 uzastopnih ciklusa razgradnje reaktivno crne 5 i alizarsko
crvene S boje. U poredenju s ovim studijama, lakaza imobilisana na biocadi pokazala je vecu
operativnu stabilnost, zadrzavajuci aktivnost u ¢ak 9 uzastopnih ciklusa. Ovi rezultati ukazuju da
biocad predstavlja efikasan i stabilan nosa¢ za imobilizaciju lakaze, $to je ¢ini pogodnom za
visekratnu upotrebu u tretmanu kontaminiranih voda, kao i potencijalnu primenu u industrijskim
postrojenjima.

4.3.3.2. Razradnja boje u air-lift reaktoru

Na osnovu utvrdenih procesnih parametara iz Sarznog sistema, razgradnja BZ primenom
LM-KVB ispitana je u ALR kako bi se ispitao uticaj meSanja na brzinu razgradnje boje.
Eksperiment je izveden pri pocetnoj koncentraciji boje od 50 mg/L, pH 5 1 temperaturi od 30 °C.
Efikasnost uklanjanja BZ u funkciji vremena prikazana je na Slici 4.35. Kao §to se moze videti, U
prvih 15 min uklonjeno je ¢ak 65% boje, dok je nakon 90 min rastvor bio gotovo potpuno
obezbojen, pri ¢emu je efikasnost uklanjanja dostigla 98%.

R, %
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Slika 4.35. Efikasnost uklanjanja BZ primenom LM-KVB u ALR (pH=5, m/V=20 g/L, t=3 h, T= 30
°C, Ci=50 mg/L)

U poredenju sa Sarznim sistemom, gde se na rotacionom Sejkeru pri 200 obrt/min ukloni
93% boje za 4 h, u air-lift reaktoru postignuta je veca efikasnost za 2,5 puta kraée vreme.
Poboljsana kinetika razgradnje moze se objasniti veCom dostupnoS¢u kiseonika i intenzivnijim
mesSanjem, $to pospesuje kontakt izmedu imobilisane lakaze i molekula boje [220]. Aeracija u
ALR-uU omogucava efikasan prenos kiseonika kroz rastvor, §to je klju¢no za oksidativni kataliticki
mehanizam lakaze. Istovremeno, kruzenje fluida u ovom sistemu smanjuje difuzioni otpor prenosu
mase, ¢ime se omogucava brzi transport molekula boje do aktivnih mesta enzima. Kombinacija
poboljsanog prenosa mase i efikasnije dostupnosti kiseonika doprinosi zna¢ajnom ubrzanju reakcije
razgradnje boje u poredenju sa Sarznim sistemom.
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4.4. Razvoj modela za predvidanje adsorpcionih kapaciteta pomoc¢u veStacke
neuronske mreze

Za efikasnu adsorpciju razlicitih polutanata primenom biocadi, klju¢no je unapred predvideti
adsorpcioni kapacitet, odnosno sposobnost uklanjanja polutanata pomoc¢u odgovaraju¢ih modela,
kako bi se smanjila potreba za eksperimentalnim radom, kao i upotreba hemikalija i samih
polutanata. U poslednje vreme se za ove potrebe ANN izdvaja kao pouzdan alat, jer omogucéavaju
razvoj i1 obucavanje mreze iz bilo kog eksperimentalnog skupa, ¢ime se prevazilaze nelinearni i
visedimenzionalni funkcionalni odnosi [221].

Primarni cilj primene ANN u ovom istrazivanju je razvoj modela koji omogucava pouzdano
predvidanje adsorpcionog kapaciteta proizvedenih bioc¢adi prema katjonskim bojama, a kao ulazne
promenljive koriS¢eni su podaci o karakteristikama bio¢adi, procesni parametri adsoprcije, kao i
osnovne karakteristike boja BZ, MZ | KL;j.

Karakteristike proizvedenih bio¢adi prikazane su u Tabeli 4.1., karakteristike boja u Tabeli
3.2., a procesni parameteri adsorpcije u poglavlju 4.2.

4.4.1. Razvoj modela za predvidanje adsorpcionog kapaciteta za uklanjanje BZ i MZ

U ovom poglavlju je opisan razvoj modela za predvidanje adsorpcionog kapaciteta
proizvedenih bio¢adi (KBB, KVB i KSB) prema bojama BZ i MZ. Ispitivane boje pripadaju istoj
klasi katjonskih (baznih) boja i poseduju pozitivno naelektrisanje u vodenom rastvoru, §to
omogucava elektrostaticku interakciju sa povr§inom negativno naelektrisanih adsorbenata poput
biofadi. Medutim, uprkos pripadnosti istoj grupi, ove boje se razlikuju po molekulskoj masi,
rastvorljivosti u vodi, strukturi i prisustvu funkcionalnih grupa, $to moze uticati na kinetiku i
mehanizam adsorpcije.

Za uspesno predvidanje adsorpcionog kapaciteta biocadi prema ispitivanim bojama, od
sustinske je vaznosti pazljivo odabrati ulazne promenljive modela, koje u ovom istrazivanju
obuhvata: karakteristike bio¢adi (podaci iz proksimativne analize, elementarne organske analize,
sadrzaja neorganskih elemenata, prinosa bioc¢adi, pHsus, PHpzc, zeta potencijal, SA i Smic), procesne
parametre adsorpcije (d, pH, m/V, t, T i C;), kao i karakteristike boja (molarnu masu Mr i
rastvorljivost u vodi na sobnoj temperaturi R).

Statisticki pokazatelji adsorpcionih kapaciteta za boje BZ i MZ primenom biocadi, kao i
njihove ukupne vrednosti prikazani su u Tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Statisticki pokazatelji adsorpcionih kapaciteta bio¢adi prema BZ i MZ
Biotad q za BZ, (mg/g) q za MZ, (mg/qg)
Sr.vr. | St.dev. Max Min Sr.vr. | St.dev. Max Min
KBB | 32,3959 | 26,5594 | 101,1100 | 3,1335 | 30,5130 | 29,3635 | 116,1450 | 3,9959
KVB | 29,4943 | 26,6007 | 114,4600 | 2,8058 | 26,5374 | 31,1547 | 118,1281 | 0,9841
KSB | 18,3568 | 20,4190 | 100,3800 | 0,5910 | 23,1039 | 23,7823 | 99,8900 | 0,5368
Ukupno | 26,7490 | 25,1968 | 114,4600 | 0,5910 | 26,7197 | 28,1526 | 118,1281 | 0,5368

U Tabeli 4.5. Sr. vr. predstavlja srednju vrednost, St. dev. standardnu devijaciju, Max je
maksimalna, a Min minimalna vrednost izmerenih adsorpcionih kapaciteta.

Kako bi se konstruisao ANN model sa zadovoljavaju¢om ta¢noséu u predikciji izlazne
promenljive, odnosno adsorpcionog kapaciteta biocadi, prema ispitivanim bojama, veoma je vazno
identifikovati parametre koji imaju znacajan uticaj na adsorpcioni kapacitet, odnosno procesne
parametre adsorpcije. Statisticki pokazatelji procesnih parametara adsorpcije BZ i MZ primenom
bioc¢adi prikazani su u Tabeli 4.6.
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Tabela 4.6. Statisti¢ki pokazatelji procesnih parametara adsorpcije BZ i MZ primenom KBB, KVB

i KSB
Parameta BZ MZ
r Sr. vr. St. dev. Max Min Sr. vr. St. dev. Max Min
d (mm) 0,5588 0,26601 2 0,5 0,5541 0,2554 2 0,5
t (min) 434,6176 607,2198 1440 2 384,5135 516,6783 1440 2
m/V (g/L) 2,2941 1,4528 10 1 2,2703 1,3944 10 1
pH 6,7994 0,8600 9 3 5,2629 0,8329 9 3
T (°C) 25,7353 4,8948 50 15 25,6757 4,6946 50 15
Ci(mg/L) 90,3891 115,8208 688,1522 | 7,0313 77,8055 86,5938 486,1430 | 16,2774

Na performanse ANN modela, pored pravilnog izbora nezavisnih ulaznih promenljivih,
znacajan uticaj moze imati i njihova medusobna korelacija, buduéi da visoka korelacija ukazuje na
izrazenu linearnu zavisnost izmedu nezavisno promenljivih [167]. Zbog toga je, nakon selekcije
ulaznih promenljivih, sprovedena analiza medusobne korelacije izmedu ulaznih promenljivih, kako
bi se identifikovali potencijalno visoko korelisani parametri. U slucaju da izmedu dve promenljive
postoji visoka korelacija, preporucuje se eliminacija jedne od njih, kako bi se izbegla konfuzija
tokom procesa obucavanja modela.

Kao S$to je i ocekivano, preliminarna analiza korelacije pokazala je izrazeno visoke
medusobne korelacije izmedu promenljivih iz iste grupe podataka dobijenih analizom biocadi.
Visoka korelacija zabelezena je medu parametrima proksimativne analize (vlaga, isparljive
materije, pepeo i vezani ugljenik), kao i medu parametrima elementarne analize (C, H, O, N, S, H/C
1 O/C). Sli¢an obrazac uocen je i kod sadrzaja neorganskih elemenata (K, Ca, Mg, Fe, Si, Zn, Mn,
Cu i Pb), kao 1 kod fizicko-hemijskih osobina bio¢adi, ukljucujuéi prinos bio¢adi, pHsus, PHpzc, Z€ta
potencijal, Crl i SA.

Nakon preliminarne korelacione analize, izvrSena je selekcija ulaznih promenljivih na
osnovu procene veli¢ine uticaja na izlaznu promenljivu — adsorpcioni kapacitet biocadi. U skladu sa
tim, izabrane su potencijalne ulazne promenljive koje ¢e biti koriS¢ene u daljoj analizi. Vrednosti
koeficijenata korelacije za ove promenljive prikazane su u Tabeli 4.7.

Tabela 4.7. Rezultati korelacione analize ulaznih promenljivih za modelovanje adsorpcionih
kapaciteta biocadi KBB, KVB i KSB

Mr R vl

o/C % Ca PHsus PHpzc Crl SA Shnic d t m/V pH T Ci
Mr 1
R - 1
vl [-1,7.107| 36-107 | 1
o/C |1,2:1077 |-1,7.1077| 0,739 1
%Ca | 37107 | 20-10% | 0,826 | -0,230 1
pHas | 2,0-1077 |-4,8-1018| -0,767 | -0,999 | 0271 1
PHpze | 4,1-1077 [-2,1.107%| -0,009 | -0,743 | -0,480 | 0,715 1
crl | 28107 |6,7-10% | -0,002 | -0675 | -0563 | 0643 | 0995 1
SA | 161077 |-1,5-10"| 0998 | 06905 | -0,763 | -0,720 | -0,029 | 0,068 1
Smic |-1,3-1077(-9,7 .10%8| 0181 | 0796 | 0406 | -0,770 | -0,997 | -0,984 | 0,111 1
d 0,009 | 0009 |1,0-10%|-1,6-10"7(-7,0-10%|-1,0.10"7 |-1,5-10%7|-1,4-10"7| 1,0.107¢ | 8,7 -10%8| 1
t 0045 | 0045 | 0013 | -0,001 | 0018 | 0002 | -0011 | -0,013 | -0,014 | 0010 | -0,110 | 1
m/NV | 0008 | 0008 |-1,2:1077|53-10% | 19.10% |-1,1.10"7| 95-10" | 9,1.10"° |-1,3-10"" |-2,4 -1078| -0,043 |-0,101 | 1
pH | 0674 | 0674 |-00005| 0012 | 0011 | -0,012 | -0,019 | -0,019 | -0,002 | 0019 | -0,011 | 0117 | 0,001 | 1
T 0,006 | 0006 |2510% 15107 |89-10%® |-1,1-10%8|-1,9-108 | -2,8-10%° | 4,3 -108 | 1,9 -10%8| -0,032 |-0,070 | -0,029 | -0,006 | 1
Ci 0062 | 0062 | 0006 | 0006 | -0004 | -0,006 | -0,003 | -0,002 | 0,006 | 0003 | -0,073 | 0,615 |-0,066| 0,060 | 0,049 | 1
q 0005 | 0005 | 0160 | 0094 | -0,152 | -0,099 | 00201 | 00360 | 0162 | -0,007 | -0,094 | 0657 |-0,159 | 0,046 | 0,017 | 0,885

U ovom istrazivanju, za visoko korelisane vrednosti uzete su kombinacije promenljivih kod

kojih je koeficijent korelacije (r) jednak ili veci od 0,8, $to je u skladu sa prethodnim istrazivanjima
[222].

Na osnovu dobijenih podataka, kao i na osnovu procene uticaja pojedinih ulaznih
promenljivih na izlaznu promenljivu (), za razvoj modela odabrane su sledec¢e ulazne promenljive:

Molarna masa boja (Mr), rastvorljivost boja u vodi na sobnoj temepraturi (R), karakteristike bio¢adi

(OIC, %Ca, Crl, SA i Smic), kao i svi ispitani procesni parametri (d, t, m/V, pH, T i C).
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Nakon selekcije relevantnih ulaznih promenljivih, pristupa se razvoju modela za predvidanje
adsorpcionog kapaciteta za boje BZ i MZ primenom razli¢itih vrsta bio¢adi (KBB, KVB i KSB), pri
razli¢itim operativnim uslovima. U tu svrhu primenjena je arhitektura neuronske mreze sa
propagacijom greske unazad (BPNN), pri ¢emu su posebno posmatrani podaci za adsorpcioni
kapacitet prema BZ i adsorpcioni kapacitet prema MZ.

Za obucavanje i validaciju neuronske mreze za predikciju adsorpcionog kapaciteta biocadi
za uklanjanje BZ koriSc¢en je 81 set podataka, od kojih je 68 nasumi¢no izabranih setova kori$¢eno
za obucavanje, dok je 16 setova koris¢eno za validaciju mreze, a dodatnih 18 setova za njeno
testiranje.

U slucaju predikcije adsorpcionog kapaciteta uklanjanja MZ, koriS¢eno je ukupno 90 setova
podataka, od kojih je 72 nasumi¢no izabrano za obu¢avanje, 18 za validaciju, a 21 set za testiranje
mreze. U oba slucaja, odnos izmedu broja podataka koriSéenih za obucavanje i validaciju bio je
priblizno 4:1, §to se smatra pogodnim za stabilno treniranje modela. Broj setova podataka
kori$¢enih za razvoj modela sumiran je u Tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Broj koris¢enih serija podataka za razvoj i evaluaciju modela
Skup podataka BZ MZ

81 serija podataka: 90 serija podataka:

Podset za obuku: 68 Podset za obuku: 72
Podset za validaciju: 16 Podset za validaciju: 18

Podaci koris$¢eni za razvoj
modela

Podaci koriSc¢eni za

" Podset za testiranje: 18
evaluaciju modela

Podset za testiranje: 21

Odnos izmedu broja
podataka za razvoj i 4,5 4,3
evaluaciju modela

U Tabeli 4.9. prikazani su statisti¢ki indikatori performansi razvijenih modela za predikciju
adsorpcionih kapaciteta primenjenih bio¢adi pri uklanjanju BZ i MZ, dok je na Slici 4.36. prikazano
graficko poredenje stvarnih i predvidenih vrednosti adsorpcionih kapaciteta za obe boje.

Tabela 4.9. Statisticki indikatori performansi modela za predvidanje adsorpcionih kapaciteta KBB,
KVB i KSB za uklanjanje BZ i MZ

Statisticki indikatori Jedinica BZ MZ
R? - 0,9494 0,9732
RMSE mg/g 10,3684 5,6575
MAE mg/g 6,2328 4,9730
MAPE % 17,7957 12,8275
1A - 0,9743 0,9962
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Slika 4.36. Poredenje stvarnih i predvidenih vrednosti adsorpcionih kapaciteta primenom bioc¢adi za
uklanjanje: a) BZ, b) MZ

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se adsorpcioni kapaciteti pri razli¢itim
eksperimentalnim uslovima mogu uspes$no predvideti primenom pazljivo razvijenih modela ANN,
$to moze doprineti smanjenju broja potrebnih eksperimentalnih ispitivanja, Sto posledi¢no dovodi
do smanjenja emitovanja opasnih materija u vode i ustedi znacajnih sredstava potrebnih za
izvodenje eksperimenata.

4.4.2. Razvoj modela za predvidanje adsorpcionog kapaciteta za uklanjanje KLj

Podaci dobijeni iz adsorpcionih izotermi bio¢adi (KBB, KVB i KSB) za boje BZ i MZ, pri
optimizovanim procesnim parametrima: veli¢ine Cestica (klasa II), vreme kontakta (24 h), doze
adsorbenta (2 g/L), pH vrednosti (7 za BZ i 5,5 za MZ) i temperature (25 °C), posluZila su za razvoj
modela za predikciju adsorpcionih kapaciteta navedenih biocadi za boju KLj.

Kao ulazne promenljive za razvoj modela korisé¢ene su osnovne karakteristike boja BZ i MZ
(Mr i R), kao i odabrane karakteristike kori§¢enih bio¢adi (O/C, %Ca, Crl, SA i Smic), pri pH
vrednosti odgovarajuce boje, dok ostali procesni parametri nisu korisc¢eni, jer su bili konstantni. Kao
izlazna promenljiva koriS¢eni su adsorpcioni kapaciteti primenjenih bio¢adi za boje BZ i MZ.

Statisti¢ki indikatori adsorpcionih kapaciteta za BZ i MZ primenom sve tri biocadi (KBB,
KVB i KSB), kao i statisticki indikatori osnovnih karakteristika boja, karakteristika biodadi i
procesnih parametara prikazani su u Tabeli 4.10.

Tabela 4.10. Statisticki indikatori za adsorpcione kapaciteteta, karakteristike boja i osobine bioc¢adi

(KBB, KVB i KSB)
Karakteristika Sr. vr. St. dev. Max Min

q (mg/g) 51,7809 | 38,1777 | 118,1281 | 1,3559
Mr (g/mol) 431,9466 | 59,2647 | 482,6400 | 354,9110
R (g/L) 85,6857 16,7291 | 100,0000 | 66,6000

o/C 0,4067 0,0663 0,4900 0,3300

Ca (%) 0,2123 0,1240 0,3400 0,0470
Crl (%) 27,1333 | 1,1734 | 28,4200 | 25,6100
SA (m?/g) 178,6667 | 7,8108 | 186,0000 | 168,0000
Smic (M?/Q) 128,6667 | 10,4640 | 143,0000 | 119,0000
pH 6,3571 0,7513 7,00000 5,5000

Ci (mg/L) 156,6952 | 124,8159 | 351,7171 7,0313
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Za razvoj modela za predikciju adsorpcionih kapaciteta bio¢adi za uklanjanja boje KLJ
takode je koriS¢ena BPNN arhitektura neuronske mreze.

Za obucavanje i validaciju neuronske mreze razvijene za predikciju adsorpcionog kapaciteta
boje KLJ primenom tri vrste bio¢adi koris¢ena su ukupno 42 seta podataka. Od toga, 34 seta su
nasumic¢no odabrana za obucavanje mreze, dok je 8 nasumicno izabranih setova koriS¢eno za njenu
validaciju, pri ¢emu je odnos izmedu broja podataka za obucavanje i validaciju iznosio priblizno
4:1. Za testiranje razvijenog modela koris¢eno je dodatnih 9 setova podataka, po tri za svaku boju
(BZ, MZ i KL}j), pri ¢emu su za svaku boju koris¢ene po tri vrste bioCadi.

Razvijena neuronska mreZa sastojala se od jednog ulaznog sloja sa devet neurona, tri
skrivena sloja i jednog izlaznog sloja sa jednim neuronom.

Statisticki indikatori performansi modela za obucavanje mreze za predikciju adsorpcionih
kapaciteta primenom bio¢adi (KBB, KVB i KSB) za uklanjanje boja BZ i MZ prikazani su u Tabeli

4.11.

Tabela 4.11. Statisti¢ki indikatori performansi modela za obucavanje mreze za predvidanje
adsorpcionih kapaciteta KBB, KVB i KSB za uklanjanje BZ i MZ

Statisticki pokazatelj | Jedinica BZiMZ
R? - 0,9940
RMSE mg/g 2,9380
MAE mg/g 2,3367
MAPE % 21,4302
1A - 0,9995

Graficko poredenje stvarnih i predvidenih vrednosti adsorpcionih kapaciteta biocadi za
uklanjanje BZ i MZ prilikom obucavanja mreze koja je posluzila za razvoj modela za predvidanje
adsorpcionog kapaciteta bioladi za KLJ prikazano je na Slici 4.37.
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Slika 4.37. Poredenje stvarnih i predvidenih vrednosti adsorpcionih kapaciteta primenom biocadi za
uklanjanje BZ 1 MZ prilikom obu¢avanja mreze

Razvijeni model je primenjen na podatke za testiranje dobijene iz adsorpcionih izotermi za boje BZ,

MZ i KLJ primenom bio¢adi (KBB, KVB I KSB). Podaci koriiéeni za testiranje prikazani su u
Tabeli 4.12.
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Tabela 4.12. Podaci za testiranje razvijenog modela za predikciju adsorpcionih kapaciteta KBB,
KVB i KSB za uklanjanje boja BZ, MZ i KV

Boja | Biotad Podaci za testiranje
Mr R o/C %Ca Crl SA Smic pH Ci
KBB | 482,6400 | 100 | 0,4000 | 0,0470 | 28,4200 | 186 119 6 241,0922
BZ KVB | 482,6400 | 100 | 0,4900 | 0,2500 | 25,6100 | 182 143 6 314,7053
KSB | 482,6400 | 100 | 0,3300 | 0,3400 | 27,3700 | 168 124 6 351,7171
KBB | 364,9110 | 66,6 | 0,4000 | 0,0470 | 28,4200 | 186 119 6 344,7663
MZ | KVB | 3649110 | 66,6 | 0,4900 | 0,2500 | 25,6100 | 182 143 6 403,4798
KSB | 364,9110 | 66,6 | 0,3300 | 0,3400 | 27,3700 | 168 124 6 486,1430
KBB | 407,9800 15 0,4000 | 0,0470 | 28,4200 | 186 119 6 227,4041
KLJ | KVB | 407,9800 15 0,4900 | 0,2500 | 25,6100 | 182 143 6 106,495
KSB | 407,9800 15 0,3300 | 0,3400 | 27,3700 | 168 124 6 86,2911

Primenom razvijenog modela na podatke prikazane u Tabeli 4.10. dobijeni su statisticki
indikatori performansi modela za predikciju adsorpcionih kapaciteta KBB, KVB i1 KSB za
uklanjanje boja BZ, MZ i KL}, koji su prikazani u Tabeli 4.13.

Tabela 4.13. Statisticki indikatori performansi modela za predvidanje adsorpcionih kapaciteta
KBB, KVB i KSB za uklanjanje BZ, MZ i KLj

Statisticki pokazatelj | Jedinica | BZ, MZ i KLJ
R? - 0,9079
RMSE mg/g 10,6178
MAE mg/g 8,5423
MAPE % 10,8862
1A - 0,9967

U Tabeli 4.14. prikazano je poredenje stvarnih i predvidenih vrednosti adsorpcionih
kapaciteta bio¢adi za uklanjanje BZ, MZ 1 KL, dok je njihovo graficko poredenje prikazano na
Slici 4.38.

Tabela 4.14. Poredenje stvarnih i previdenih adsorpcionih kapaciteta biocadi za uklanjanje BZ,

MZ, KLj
. . Stvarna Predvidena

0 B vrednost vrednost HAPE )

KBB 101,1100 101,5578 0,44

BZ KVB 114,4600 104,8882 8,36

KSB 100,3800 80,8221 19,48

KBB 115,3900 111,5736 3,31

MZ KVB 116,3300 115,6540 0,58

KSB 99,8900 87,4465 12,46

KBB 87,2000 101,7398 16,67

KLj KVB 54,7400 42,7160 21,97

KSB 25,8700 22,0667 14,70

Na osnovu poredenja stvarnih i predvidenih vrednosti adsorpcionih kapaciteta bio¢adi prema
ispitivanim bojama (Tabela 4.14.), moze se zakljuciti da razvijeni model pokazuje zadovoljavajuc¢u
tacnost predikcije. U skladu sa kriterijumima koje je predlozio Lewis [178], vrednosti MAPE za
gotovo sve kombinacije boja i biofadi ukazuju na visoku (<10%) ili dobru (10-20%) ta¢nost
predikcije modela. Nesto vece odstupanje zabelezeno je jedino u sluc¢aju adsorpcije KLJ na KVB
(MAPE = 21,97%), S§to se smatra sa prihvatljivom tacnoscu. Ipak, i u ovom slu¢aju model se moze
smatrati pouzdanim, s obzirom na kompleksnost sistema.
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Slika 4.38. Poredenje stvarnih i predvidenih vrednosti adsorpcionih kapaciteta za uklanjanje boja
BZ, MZ i KV primenom razvijenog modela

Dobijeni rezultati jasno ukazuju da se ANN model razvijen u ovoj disertaciji moze uspes$no
primeniti za pouzdano predvidanje adsorpcionih kapaciteta razli¢itih boja, kako u laboratorijskim,
tako i u industrijskim uslovima. Ovakav pristup omogucava smanjenje broja eksperimentalnih
ispitivanja, Sto doprinosi uStedi resursa 1 smanjenju upotrebe potencijalno Stetnih supstanci.

Dodatno, o¢ekuje se da ¢e ukljucivanje veéeg broja podataka koji se odnose na razlicite
karakteristike boja i biocadi doprineti unapredenju tac¢nosti modela, ¢ime se otvara mogucénost
njegove $ire primene u oblasti obrade otpadnih voda i drugih relevantnih tehnologija.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove disertacije ispitana je mogucnost primene otpadnih kostica voca, poreklom iz
prehrambene industrije, za sintezu multifunkcionalnih bio¢adi. Sintetisane biocadi detaljno su
okarakterisane primenom razli¢itih fizicko-hemijskih i instrumentalnih metoda kako bi se dobila
sveobuhvatna slika njihovih osobina. Biocadi su dalje ispitivane kao adsorbenti za uklanjanje
katjonske boje BZ u Sarznom sistemu uz optimizaciju procesnih parametara i primenu razlicitih
Kineti¢kih i izotermskih modela. Na osnovu dobijenih rezultata, razvijen je model za predvidanje
adsorpcionog kapaciteta sintetisanih biocadi prema drugim katjonskim bojama, primenom vestackih
neuronskih mreza. Takode, njihova adsorpciona sposobnost ispitana je i u air-lift reaktoru, kako bi
se ispitao uticaj meSanja na efikasnost adsorpcije BZ. Pored toga, Sto su se proizvedene biocadi
pokazale kao izvrstan adsorbent, pokazale su se 1 kao efikasni nosaci za imobilizaciju komercijalne
lakaze. Imobilisana lakaza na biocadi dalje je primenjivana za razgradnju boje BZ u Sarznom i air-
lift sistemu.

Na osnovu eskperimentalnih rezultata i sprovedenih analiza u okviru ovog istrazivanja,
proizasli su sledeci zakljucci:

e Kostice breskve (KB), visnje (KV) i §ljive (KS), kao lignocelulozni otpad iz prehrambene
industrije, uspesno su konvertovane u bio¢ad (KBB, KVB, KSB) procesom pirolize, pri
¢emu su ostvareni prinosi od 26,10, 26,57 i 28,64%, redom.

e Sve proizvedene bio¢adi pokazuju slicne osobine u pogledu hemijskih karakteristika. Sve tri
bioc¢adi imaju Vvisok nivo ugljenika (C > 64%) kao i izuzetno nizak H/C odnos (0,04), sto
ukazuje na stabilnu i izrazito aromati¢nu strukturu.

e Ispitivane biocadi imaju neutralnu do blago kiselu povrSinu sa negativnim naelektrisanjem,
Sto ih Cini pogodnim za vezivanje katjona. FTIR-ATR analizom potvrdeno je prisustvo
kiselih funkcionalnih grupa na povrsini ispitivanih bio€adi, pri ¢emu je u uzorku KVB
detektovan veci sadrzaj hidroksilnih grupa.

e SEM i BET analizama je utvrdeno da se sve tri ispitivane bio¢adi odlikuju velikom
specificnom povrSinom i razvijenom mikroporoznom strukturom, pri ¢emu KVB pokazuje
najvecu specificnu povrsinu i zapreminu mikropora.

e Sve tri ispitane biocadi pokazale su se kao efikasni adsorbenti katjonske boje BZ u $arznom
isistemu pod optimizovanim procesnim parametrima (0,1 < d < 0,5 mm, pH 6, m/V=2 g/L,
t=90 min, T=35 °C i Ci=50 mg/L). Uzorak KVB, zahvaljuju¢i najrazvijenijoj mikroporoznoj
strukturi i prisustvu funkcionalnih grupa, postigao je najvecu efikasnost uklanjanja boje od
tak 94%, dok su efikasnosti uzoraka KBB i KSB iznosile 90% odnosno 72%.

e Adsorpcija BZ primenom KVB potvrdena je FTIR-ATR analizom.

e Modelovanjem adsorpcionih izotermi utvrdeno je da se Sipsov model najbolje opisuje
eksperimentalne podatke, pri cemu su postignuti adsorpcioni kapaciteti od 114,46 mg/g za
KVB, 101,11 mg/g za KBB i 100,38 mg/g za KSB.

e Kinetika adsorpcije BZ na bioCadi prati model pseudo-drugog reda, Sto ukazuje na
hemisorpcioni mehanizam, zasnovan na valentnim interakcijama koje ukljucuju deljenje ili
razmenu elektrona izmedu molekula boje i1 bio¢adi. Adsorpcija boje pomo¢u KBB i KVB
odvija se izuzetno brzo, bez uticaja grani¢nog sloja na kinetiku adsorpcije. Nasuprot tome,
usled manje razvijene porozne stukture i manje specifi¢ne povrsine, brzina adsorpcija BZ na
uzorku KSB je kontrolisana difuzijom, §to dovodi do odlaganja adsorpcije od 1,08 min.

e Zahvaljujuci najefikasnijoj adsorpciji BZ, uzorak KVB je odabran za primenu u air-lift
reaktoru, sa ciljem ispitivanja uticaja meSanja na kinetiku adsorpcije. Primenom veéeg
protoka vazduha (5,50 L/h) proces dostize ravnotezu za 45 minuta, §to je gotovo dvostruko
brze u odnosu na nizi protok (2,55 L/h). Primenom niZeg protoka vazduha ukupna brzina
adsorpcije je ograni¢ena brzinom prenosa mase, dok se pri veCem porotoku proces odvija
brze i kineticki je kontrolisan, $to potvrduje slaganje sa modelom pseudo-drugog reda.

95



U poredenju sa Sarznim sistemom (pri istim operativnim parametrima), gde je za 90 minuta
uklonjeno 94% boje, u air-lift reaktoru pri protoku vazduha od 5,50 L/h postignuta je
efikasnost uklanjanja od 90% za duplo krace vreme. Air-lift reaktor znacajno poboljsava
efikasnost adsorpcije, jer smanjuje uticaj grani¢nog sloja i otpor prenosu mase.

U cilju §to uspesnije imobilizacije enzima, sintetisane bioc¢adi su aktivirane hemijskim
putem.

Uzorak KVB se pokazao i kao najefikasniji nosa¢ za imobilizaciju komercijalne lakaze iz T.
Versicolor; imobilizacija je potvrdena SEM-EDX i FTIR-ATR analizama.

Najveca rezidualna aktivnost od 85% i najveca efikasnost imobilizacije od 66%, postignuta
je pri slede¢im operativnim uslovima: pH 5, T=40 °C i t=4 h.

Imobilizacijom lakaze na KVB postignuta je veca stabilnost enzima u Sirem pH i
temeraturnom opsegu.

Lakaza imobilisana na KVB uspesno je primenjena za razgradnju BZ u Sarznom sistemu pri
optimizovanim procenim uslovima (pH 5, T = 30 °C, m/V =20 ¢g/L, t = 4 h, Ci = 50 mg/L),
pri ¢emu je postignuta efikasnost razgradnje boje od 93%.

Imobilisana lakaza uspesno je primenjena u vise uzastopnih ciklusa obezbojavanja, pri cemu
je efikasnost uklanjanja boje ostala iznad 80% nakon devetog ciklusa degradacije.

Lakaza imobilisana na KB primenjena je za razgradnju boje u air-lift rekatoru, pri cemu je

postignuto prakiténo obezbojavanje rastvora (98%) za 90 minuta. Efikasan prenos kiseonika
usled aeracije u reaktoru znacajno je poboljSao oksidativni kataliticki mehanizam lakaze,
omogucivsi gotovo 2,5 puta brzu razgradnju BZ u poredenju sa imobilisanom lakazom u
Sarznom sistemu.

Primenom vestackih neuronskih mreza razvijen je model za predikciju adsorpcionih
kapaciteta proizvedenih bio¢adi (KBB, KVB i KSB) prema BZ i drugim katjonskim bojama
(Malachite green i Crystal violet) sa visokom (MAPE <10%) i dobrom (MAPE 10-20%)
ta¢noSc¢u predikcije. Primena ovog modela znacajno smanjuje potrebu za eksperimentalnim
ispitivanjima, §to doprinosi ustedi vremena, resursa i smanjenju upotrebe Stetnih hemikalija.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Vme u npesume aytopa Ana AHTaHackosuh

Bpoj nHpekca _4006/2019

UsjaBrbyjem

aa je OOKTOPCKa D,I/IcepTaLl,Vlja noa HacrioBoMm

CuHTe3a, KapakTepusaumja n npumeHa myntudyHKUMOHaNHUX 6uovahm Ha 6asu
oTnagHe nNurHouenynosHe 6uomace

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXKMBAYKOr paaa;

e [a OucepTaumja y LEnuHU HY Y fieNioBMMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTulare
Apyre gunmnomMe npema CTyAMjCKMM MporpamuMa ApYruX BUCOKOLLKONCKMX
yCTaHoBa;

e [1a Cy pe3yntatu KOPEKTHO HaBedeHUN U

e [la HMCaM KpLiMo/Na ayTopcka npaBa M KOPUCTMO/Ma WHTENeKTyarnHy CBOjuHY
Apyrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy, 04.06.2025. rognHe
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MU3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme u npesume aytopa Awsa AHTaHackoBuh

Bpoj nHoekca 4006/2019

Cryavjcku nporpam BMOXeMM|CKO MHXEHEPCTBO M BMoTEXHONON|a

Hacnos paga CuHTe3a, KapakTepusauuia v _npumeHa MynTUYHKLMOHANHUX
6unoyahu Ha 6a3n oTnagHe NUrHouenyrnosHe 6Momace

Mentop gp Munan Munueojesuh i ap 3opuua Jlonmuunh

U3sjaBrbyjeM fa je wTtamnaHa Bep3unja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €NeKTPOHCKO)
Bep3nju Kojy cam npefao/na pagu noxpaweHa y AUrutanHom peno3uTopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpany.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM Nodaun Be3aHuM 3a obuvjarbe akagemMcKor
Ha3nBa QOKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy MMe U npesuMme, rogmMHa n MecTto pohera u gatym
onbpaHe paaa.

OBM nNWYHM nogauM Mory ce 006jaBUTM Ha MPEXHWM CTpaHuuama aurutarnHe
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauvjama YHusepauteta y beorpany.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagay, 04.06.2025. rogmHe
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UsjaBa o Kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,CseTtosap Mapkosuh® ga y OdurutanHu
penosutopmjym YHuBepanteta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtaumjy nog
HacnoBoM:

CuHTe3a, KapakTepusaumja n npumeHa MynTudyHKLUOHaNHMxX omoyahm Ha 6a3un
oTnagHe nurHouenyrno3He buomace

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

OucepTaumjy ca cBum npunosmMma npegao/na cam y enekTpoHCKoM dhopmaTy NOrogHoMm
3a TpPajHO apxmBMpa-e.

Mojy pokTtopcky gucepTauujy noxpakweHy y OurutanHom  penos3ntopujymy
YHuBepauteta y beorpagy u AOCTYNHY y OTBOPEHOM MNPUCTYNY MOry Aa KOpUCTe CBU
Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogsiydmo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

@ AyTtopcTBo — HekomepumjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOopCTBO — HeKomepuujanHo — aenutun nog nctmm ycriosnma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTBO — AenuTtu nog nctmm ycriosnuma (CC BY-SA)

(Monnmo fga 3a0KpyXute camo jedHy of LecT NoHyhHeHnx nuueHum.
KpaTak onuc nuueHLm je cactaBHU 0e0 OBe usjase).

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 04.06.2025.
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1. AytopcTtBo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, OAUCTPMOYLMjy W jaBHO caonwiTaBahe
Jena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unu gaeaoua nuueHue, Yak n y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcrnoboaHuja of CBUX
NULEHLN.

2. AytopctBO — HekomepuwmjanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTPUbyLMj)y K
jaBHO caonwTaBawe Aena, v npepaje, ako ce HaBefe MMe aytopa Ha HauvH ogpeheH
oA cTpaHe ayTtopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nvueHua He Jo3BoSbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopCcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapga. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
AncTpmbyumjy n jaBHO caonwTaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa wnu
ynotpebe gena y CBOM fAery, ako Ce HaBede MMme ayTopa Ha HauvH oapeheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCY Ha cBe OcTane nuueHue, OBOM fMLUEHLIOM Ce orpaHvuyaBsa
Hajsehu obum npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMepLuUjariHO — AeNIUTU noa UCTUM ycrioBuma. [lo3BosbaBarte
YMHOXaBake, AMCTpubyLMjy 1 jaBHO caonwTaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBefde
nMe aytopa Ha HayuH oapeheH oA CTpaHe ayTopa unu fasaoua IuueHuUe U ako ce
npepaga guctpubympa nog WMCTOM WU CrAMYHOM nuueHuom. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTBOo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUOYLM)y 1 jaBHO
caonwTaBane gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HavuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua [o3BorbaBa KoMmepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOopCcTBO — AenuTU nop WUCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AMCTpUBYLMjy 1 jaBHO caoniiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha
HauMH oapeheH of cTpaHe ayTopa WNM [daBaola fMUEHUE W ako ce npepaga
AMCTpUOYyMpa noa WUCTOM UMM CRMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua [03BOrbaBa
komepuujanHy ynoTpeby gena u npepaga. CrnvyHa je codTBEpCKMM nuLeHuama,
OOHOCHO f1LeHL,aMa OTBOPEHOT Koaa.
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OLLEHA U3BELLUTAIJA O NPOBEPU OPUTMHANNHOCTU AOKTOPCKE ANCEPTALUIE

Ha ocHoBy MpaBWAHUKA O NOCTYMKY NPOBEPE OPUTMHANHOCTU AOKTOPCKUX ANCEpPTaLLMja Koje ce bBpaHe Ha
YHuBep3uTeTy y beorpagy v Hanasa y M3BeLTajy reHepucaHoMm of cTpaHe nporpama iThenticate Kojum je
n3BpLIEHa NpoBepa OPUIMHANHOCTU OOKTOpPCKe aucepTauwmje ,CMHTE3a, KapakTepusauuja U NpuMmeHa
MYNTUPYHKUMOHANHUX Buodahun Ha 6asm oTnagHe nMrHouenynosHe 6uomace” og 27.06.2025. roamHe,
ayTopa Ambe AHTaHackoBuh, KOHCTaTyjemo Aa yTBpheHO noknanawe TekcTa usHocu 12%. OBaj cTeneH
noAyAapHOCTM je nocneaumLa npeknanarba y ynotpebu cTpyyHux TepmuHa, Hasmea KopuwheHnx meToaa
N HUXOBUX CKpaheHULa, Kao M JAMYHUX MMEHA, uMTaTa M MHCTPYMEHaTa KOju Cy CacTaBHU feo
aucepTaumje, WTO je y cknaay ca ynaHom 9. MNpasunHuKa. Ha ocHOBY cBera U3HeTOor, a y CKnaay ca Y1aHOM
8. cTaB 2. [MpaBWAHMKA O NOCTYMKY NPOBEPE OPUTMHANHOCTM AOKTOPCKUX AncepTalmja Koje ce BpaHe Ha
YHusep3utety y beorpaay, n3jas/byjem ga n3BeLwwTaj yKasyje Ha OPMIMHAHAOCT AOKTOPCKe Aucepraumje,
Te ce MPOMMCaHM NOCTyNaK NpuUnpeme 3a kbeHy o46paHy MOXKe HACTaBUTU.

30.06.2025. roauHe MeHTopu:

ap Munan Munusojesuh, BaHpeaHn npodecop
YHuBep3uTeTa y beorpasy, TeXHONOWKO-MeTanypLiku gakyater

Ap 3opuua Slonnuumh, BULIM HAayYHU capagHUK
UHCTUTYT 32 TEXHOJIOTUjy HYKNEAPHUX U APYTNX MUHEPATHUX CUPOBUHA
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