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SaZetak

Nanoceluloza je prirodan i biorazgradiv materijal koji se dobiva iz obnovljivih lignoceluloznih sirovina kao sto su drvna biomasa, poljoprivredni
ostaci i ostaci iz proizvodnje celuloze i papira. U posljednje vrijeme nanoceluloza kao zeleni materijal modernog doba zadobiva sve veci interes
zbog svojih atraktivnih karakteristika kao Sto su izvrsna mehanicka svojstva, velika povrsina te veliki broj hidroksilnih skupina koji omogucava veliki
raspon modifikacija materijala. U ovome radu biti ¢e opisani nacini proizvodnje nanoceluloze iz lignoceluloznih sirovina koristenjem mehanickih i
fizikalno-kemijskih metoda, a poseban naglasak ce bit dan na metode predobrade koristenjem enzima.

Kljucne rijeci: nanoceluloza, , lignoceluloza, enzimi, fizikalno-kemijska predobrada

Abstract

Nanocellulose is a natural and biodegradable material derived from renewable lignocellulosic raw materials such as wood biomass, agricultural
residues, and residues from cellulose and paper manufacturing. Recently, nanocellulose has attracted increasing interest as a green material of the
modern era due to its attractive characteristics such as excellent mechanical properties, large surface area, and large number of hydroxyl groups,
which allow a wide range of material modifications. In this paper, the methods of producing nanocellulose from lignocellulosic raw materials using
mechanical and physicochemical processes are described, with particular attention paid to pretreatment methods using enzymes.
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Uvod

Prema definiciji, nanoceluloza je materijal celuloznog podrijetla s najmanje jednom dimenzijom u nanometarskoj veli¢ini (Nechyporchuk i sur.,
2016). Znacajne karakteristike nanoceluloze, kao §to su velika povrsina, hidrofilnost i visoki stupanj kristalini¢nosti i ¢istoce, posljedica su nacina
proizvodnje. Osim navedenih, nanocelulozu karakterizira i velika aksijalna krutost (do 130 GPa), veliki omjer Sirine i visine nanocestica (od 10
do 100), mala gustoca (priblizno 1,5 g / cm3) i niska vrijednost koeficijenta toplinskog Sirenja (priblizno 1 ppm / K). Ova svojstva koriste se u
proizvodnji kompozitnih materijala poboljsanih svojstava (Borjesson i sur., 2015). Takoder, koristenjem nanoceluloze dobivaju se materijali koji su
biokompatibilni, biorazgradivi te imaju poboljsana mehanicka i izolacijska svojstva (Islam i sur., 2014). Uz nacin proizvodnje i fenomene vezane
uz Cestice nanometarske veli¢ine, svojstva nanoceluloze ovise o sastavu lignocelulozne biomase (Siqueira et al 2010). Lignocelulozna biomasa je
kompleksna sirovina uglavnom sastavljena od lignina, hemiceluloze i celuloze. Razlikujemo dvije vrste celuloznih struktura: amorfnu i kristalini¢nu.
Amorfne strukture su nepravilnosti na kristalini¢noj strukturi celuloze te udio izmedu njih 1 kristalini¢nih regija ovisi o podrijetlu lignocelulozne
biomase (Moon i sur 2011). Za razliku od kistalini¢nih struktura celuloze, amorfna celuloza podloznija je kiselinskoj hidrolizi. Uklanjanjem amorfnih
regija oslobadaju se dijelovi nanoceluloze s kristaliniénom strukturom. (Tortorella i sur 2020).

Morfoloski gledano iz lignocelulozne biomase mogu se proizvesti dvije vrste nanoceluloze: nanokristali celuloze, koji se dobiva primjenom
koncentriranih anorganskih kiselina kao $to su HCI ili H2SO4 i celulozna nanovlakna, dobivena enzimskim i/ili fizikalno-kemijskim metodama
(Slika 1) (Klemm 2011).

U proizvodnji nanoceluloze uz kiselinsku hidrolizu mogu se koristiti i bioloski posredovane (pred)obrade koristenjem enzima u ekoloski prihvatljivim,
vodenim medijima. Ovaj pristup dobiva sve vecu pozornost (Wang i sur 2020), djelomicno zbog visoke specificnosti enzima za celuloznim supstratima
(Chen i sur 2018), kao i poboljsanih fizikalnih svojstava nanoceluloze proizvedene djelovanjem endoglukanaza i egzoglukanaza (Michelin i sur 2020,
Arantes i sur 2020, Yeh i sur 2010). Kombinacija enzimske i fizikalne predobrade pulpe drva rezultira proizvodnjom nanovlakana s ve¢im omjerom
Sirine i duzine te ve¢om molekulskom masom, za razliku od nanokristala dobivenih nakon predobrade kiselinama (Moon i sur 2011, Lavoine i sur
2010 Henriksson i sur 2007). Takoder ovim na¢inom se dobivaju celulozna nanovlakna s ve¢im brojem negativnih naboja koji omoguéava naknadnu
funkcionalizaciju materijala te analogno time i Siru primjenu.-Uz navedeno ova vrsta predobrade je ekoloski prihvatljivija i ne zahtjeva upotrebu
toksi¢nih i korozivnih kemikalija koje su karakteristiéne za predobradu kiselinama. Kombinacija razli¢itih vrsta predobrada rezultira u¢inkovitijom
razgradnjom kompleksne strukture lignocelulozne biomase (Thakur i sur 2021). Kombinacija mokrog mljevenja sa diskovima i enzimske hidrolize
pokazala se kao dobra alternativa proizvodnje nanoceluloze tijekom procesa saharifikacije u biorafinerijama. Ova metoda nije ucinkovita samo
za ostatke dobivene preradom Secerne trske, vec i za druge lignocelulozne sirovine (Teixeira i sur 2015). Enzimska hidroliza rezultira zna¢ajnim

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



T. Rezi¢ et al.: 47 - 51 48

smanjenjem stupnja polimerizacije celuloze. Takva depolimerizacija
pospjesuje proizvodnju celuloznih nanovlakana fizikalnim metodama
(Khalil i sur 2014). Ovisno o koristenoj predobradi mogu se dobiti
nanovlakana razlicitih svojstava i moguénosti primjene.

U ovom radu opisane su fizikalne i kemijske metode predobrade
celuloze, a s ciljem efikasne proizvodnje nanoceluloze iz lignoceluloznih
sirovina. Takoder su opisane enzimske metode kao alternativne metode
predobrade celuloze koje se mogu koristiti zasebno ili u kombinaciji s
fizikalno-kemijskim metodama.

Proizvodnja nanoceluloze

Prvi korak tijekom proizvodnje nanoceluloze je predobrada koja
ukljucuje uklanjanje lignina i hemiceluloze iz lignocelulozne biomase s
ciljem izdvajanja celuloze. (Nechyporchuk et al 2016). Nakon izdvajanja
celuloze potrebno je provesti intezivnu fizikalno-kemijsku obradu s
ciljem usitnjavanja celuloze na nanometarsku razinu. Visoki utro$ak
energije tijekom kemo-mehanic¢ke obrade ograniava primjenu ovako
proizvedene nanoceluloze. Stoga su se posljednjih godina razvijeni novi
postupci proizvodnje nanoceluloze koristenjem energetski uéinkovitijih
fizikalnih, kemijskih i enzimskih metoda (Nechyporchuk i sur 2015).

Mehanicke i fizikalne metode (proizvodnja nanoviakana
celuloze)

Celulozna nanovlakna proizvodi nekoliko tvrtki (npr. Daicel, Japan;
Rettenmaier Njemacka; Innventia AB, Svedska) koristenjem mehanickih
metoda obrade pri ¢emu nastaju nanocelulozna vlakana duljine nekoliko
mikrometara i promjera izmedu 50 i 1000 nm (Jowkarderis i sur 2014).
U usporedbi s nanokristalima celuloze, celulozna nanovlakna (CNV)
imaju vecu duljinu s visokim omjerom duljine i promjera, ve¢u povrsinu
i visoki udio hidroksilnih grupa, sto olakSava modifikaciju povrsine
nanovlakana (Chakraborty i sur. 2009).

Najzastupljenije tehnologije pripreme nanovlakana djelovanjem
mehani¢ke sile su:  homogenizacija (putem Manton-Gaulin
homogenizatora), mikrofluidizacija i mikromljevenje, a mogu se
koristiti: ekstruzija, kriomljevenje, koloidni mlinovi, ultrazvucna obrada
visokog inteziteta, obrada mikrovalovima, obrada parom pod visokim
tlakom i parna eksplozija (Rol i sur. 2019). Djelovanjem visokog tlaka
i sila smicanja dolazi do promjene u strukturi i usitnjavanja celuloze na
mikro i nanometarsku razinu. Neke od ovih metoda biti ¢e opisani u
nastavku poglavlja.

Koriste¢i gore spomenute tehnologije celulozna nanovlakna (CNV) se

Vikna celuloze

Lanac celuloze

pripremaju koriStenjem celuloze iz razli¢itih izvora kao §to su meko i
tvrdo drvo, pulpa Secerne repe, kore banane, kaktus, krumpir, pSeni¢na
slama, bambus i neke morske trave. Morfoloske karakteristike CNV
zavise o svojstvima koristene celuloze i tehnologiji predobrade. Rezultati
istrazivanja proizvodnje CNVa pokazala su da iz celuloze dobivene iz
primarne stani¢ne stjenke nastaju duza i tanja nanaovlakna nego ona
dobivena iz sekundarne stani¢ne stjenke (Rol i sur 2017).

Visoko tlacni homogenizatori (VTH)

Homogenizacija pod visokim tlakom ucinkovita je metoda za
usitnjavanje celuloznih vlakna, jednostavna je i ne ukljucuje dodatak
kemikalija (Keerati-U-Rai i Corredig, 2009). Tijekom ovog postupka
vodena suspenzija celulozne pulpe propusta se kroz vrlo usku mlaznicu
pri visokom tlaku koji moze dose¢i i preko 150 MPa (Nakagaito i Yano,
2004). Prolaskom suspenzije kroz mlaznicu i djelovanjem smi¢nih
sila i tlaka dolazi do usitnjavanja vlakana celuloze na mikrometarsku i
nanometarsku razinu (Naderi i sur., 2015). Homogenizacija pod visokim
tlakom koristi se za proizvodnju nanovlakana iz razli¢itih sirovina,
poput pulpe Secerne repe i ostataka pulpe nakon prerade voca (Habibi
i sur., 2009). Nedostaci koristenja VTH u proizvodnji nanovlakana su
zaCepljenja mlaznice, stoga je prije propustanja suspenzije potrebno
provesti zadovoljavajuée usitnjavanje sirovine kako ne bi doslo do
zacepljenja (Jonoobi i sur., 2010).

Mijevenje

Mljevenjem uz koriStenje modificiranih komercijalnih mlinova s
diskovima provodi se usitnjavanje celuloznih vlakana. Tijekom
mljevenja, suspenzija celuloze propusta se izmedu statickog i rotirajueg
diska koji se vrti brzinom od oko 1500 okretaja u minuti. Djelovanjem
smi¢nih sila na celulozu dolazi do slabljena vodikovih veza izmedu
celuloznih vlakana koje za posljedicu rezultira usitnjavanjem (Siro i
Plackett 2010).

Kriomljevenje je metoda tijekom koje se koristenjem tekuceg dusika
celulozne sirovine zamrzavaju, te se nakon zamrzavanja djelovanjem
visokih smi¢nih i udarnih sila narusava struktura celuloznih vlakana pri
¢emu dolazi do usitnjavanja. Tijekom djelovanja udarnih i smi¢nih sila
dolazi do stvaranja pritiska zamrznutih kristala vode, pucanja celuloznih
vlakana i oslobadanja mikrovlakana celuloze. Dodatnim djelovanjem
sila na mikrovlakna dolazi do usitnjavanja na nanometarsku razinu
(Chakraborty i sur 2005). Kontrolom parametara tijekom kriomljevenja
dobivena su nanovlakna s promjerima od 5 do 80 nm, a testirana vlakana
od lana, konoplje i korabice prethodno su obradena kemijskim metodama.
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Slika 1. Shematski prikaz dobivanja nanokristala celuloze i celuloznih nanovlakana iz celuloze.

Figure 1. Schematic view of nanocelullose crystals and fibres production from cellulose.
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Metoda kriomljevenja u kombinaciji s visoko tlacnim homogenizatorom
takoder je koriStena za izolaciju nanovlakna iz sojinih ljuskica pri cemu
su dobiven CNV promjera od 50 do 100 nm (Wang i Sain 2007).

Ultrazvuk

Ultrazvuk je dio zvuénog spektra u intervalu od 20 kHz na 10 MHz.
Sonda koja generira ultrazvuk pretvara mehanicku ili elektriénu energiju
u ultrazvucne valove visokog intenziteta. Apsorpcijom ultrazvucnih
valova visokog intenziteta u kapljevinama dolazi do vrlo jakih
mehanickih oscilacija (kavitacije), $to je fizikalni fenomen koji ukljucuje
formiranje, ekspanziju i imploziju mikroskopskih mjehuri¢a plina.
Tijekom implozije, u neposrednom okruzju kavitacijskih mjehurica,
nastaju snazni udarni valovi koji proizvode lokalne temperature do 5000
°C i tlakove vece od 500 atm (Abramov 1998).

Predobrada ultrazvukom primijenjen je kod vodenih suspenzija celuloze
iz razli¢itih izvora pri ¢emu su dobivena mikrometarska i nanometarska
vlakna. Temperatura suspenzije celuloze povecava se brze uz koristenje
ultrazvucne sonde vece snage pri ¢emu se ostvaruje i ucinkovitije
usitnjavanje (udio nanoceluloznih vlakana se povecava u ukupnoj masi
suspenzije). Koristenjem celuloznih vlakana vecée duljine dobivene su
suspenzije s manjim udjelom celuloznih vlakana nanometarske duljine
(Cheng i Wang 2009).

Stoga je za efikasnu ultrazvuénu predobradu potrebno odabrati
odgovarajuce metodu kako bi se smanjila duljina celuloznih vlakana prije
daljnje obrade. KoriStenjem kemijskih i mehanic¢kih metoda mogu se
proizvesti celulozna vlakna promjera od 5 do 50 nm. Odnosno potrebno
je koristiti vise razli¢itih metoda kako bi se dobio zadovoljavajuci udio
nanoceluloze uz $to nizi utroSak energije (Naderi i sur 2015).
Mehanicki postupci najcesce se koriste za proizvodnju nanoceluloze
ali su energetski nepovoljni. Takoder dobivene vodene suspenzije
nanoceluloze nakon mehanicke obrade imaju nizak udio Cvrste tvari
(do 5%), te su troskovi izdvajanja visoki. Stoga je istrazivanje i razvoj
mehanickih metoda ogranien, a u industrijskom mjerilu se koristi
iskljucivo ekstruderi s dva vijka (Rol i sur 2019). Vezano uz smanjivanje
utroska energije i optimiranje procesa proizvodnje nanoceluloze,
proveden je niz istrazivanja proizvodnje nanoceluloze koriStenjem
kemijskih i enzimskih metoda koji su opisani u sljede¢im poglavljima.

Predobrada  kiselinama i
nanokristala celuloze)

luZinama(proizvodnja

Celulozni nanokristali nastaju otpustanjem kristalnih podrucja iz
celuloznih vlakana hidrolizom s anorganskim kiselinama. Proces
zapocinje uklanjanjem strukturnih dijelova lignocelulozne biomase
(hemiceluloza, lignin, masti, vosak i pektin) vezanih na povrsini
celuloznih vlakana, a nakon toga slijedi razgradnja lakse dostupnih
amorfnih podrucja te oslobadanje kristalnih celuloznih dijelova u
obliku vlakana (Zhu i Pan 2010). Kako bi se uklonili strukturni dijelovi
i olaksalo oslobadanje kristalnih regije celuloze potrebno je provesti
nekoliko kemijskih predobrada

Alkalna predobrada

Prethodna obrada s luzinama uklanja odredenu koli¢inu lignina, voska
i ulja koja prekrivaju vanjsku povrsinu celuloznih vlakna. Ova metoda
mijenja strukturu lignina i pomaze u razbijanju veza izmedu lignina i
celuloze. U tu svrhu se najcesée koristi natrij-hidroksid (17% -18%),.
Alkalna predobrada rezultira uklanjanjem lignina i preostalih pektina
i hemiceluloze. Uvjeti tijekom alkalne predobrade (temperatura,
koncentracija luzine, vrijeme trajanja) moraju se pazljivo kontrolirati
kako bi se izbjegla nezeljena razgradnja celuloze i osiguralo provodenje
hidrolize samo na povrSini vlakana (Cheng i sur 2008). Djelovanjem

kiselina i luzina na celulozne supstrate dolazi do uklanjanje dijela beta-
1-4-vezanih jedinica glukana i usitnjavanja celuloze na nanometarsku
razinu. Takoder kiseline i luzine reagiraju s hidroksilnim grupama
glukana. Ove reakcije se koriste za modifikaciju i dobivanje nanoceluloze
zeljenih svojstava (Habibi i sur 2014).

Kiselinska hidroliza

Kiselinska hidroliza ¢istog celuloznog materijala koristi se za proizvodnju
celuloznih nanaokristala, pod kontroliranim uvjetima (temperatura, nacin
mijeSanja i vrijeme trajanja hidrolize). Takoder uspjesnost hidrolize
i svojstva nanokristala celuloze ovise o vrsti kiseline. Najcesce se
koristi sulfatna kiselina, a takoder se koristi kloridna i fosfatna kiselina.
Vrijeme reakcije je vazan parametar koji se mora uzeti u obzir tijekom
hidrolize (na primjer, produljeno vrijeme reakcije dovodi do potpune
digestije celuloze). Ukoliko je vrijeme reakcije kratko, nastati ¢e velika
nedispergirana vlakna i celulozni agregati (Rol i sur 2017).

Sulfatna i fosfatna kiselina reagiraju sa povrSinskim hidroksilnim
grupama celuloze pri ¢emu nastaju celulozna vlakna s fosfatnim ili
sulfatnim estrima, koji pospjeSuju spontanu disperziju celuloznih
nanokristala u vodi.

Celuloza koja se koristi za pripremu celuloznih nanokristala dobiva se
iz: pamuka, lana, konoplje, agave, psenicne slama, palme, pulpe drva,
Secerne repe i bakterijske celuloze. Ovisno o podrijetlu celuloze 1 vrsti
koristene kiseline, omjeri duzine i §irine nanaoceluloze se mijenjaju.
Ipak za vecinu predobrada kiselinama i luZzinama izmjerene su dimenzije
od nekoliko nanometara $irine i duzine od deset nanometara do nekoliko
mikrometara

Primjer koriStenja viSe razli¢itth metoda s ciljem povecanja
prinosa i dobivanja nanoceluloze Zzeljenih svojstava je istrazivanje
provedeno simultanim djelovanje ultrazvu¢nih valova i mikro-valova
(simultaneously ultrasonic wave and microwave assisted technique —
SUMAT) na proizvodnju nanoceluloznih kristala (NCK) iz filter papira
u sumpornoj kiselini. Ispitan je utjecaj temperature, koncentracije
sumporne kiseline, mase sirovog materijala i vremena na prinos
NCK. Upvjeti proizvodnje NCK su optimirani su koriStenjem metode
odzivnih povrSina, te je odreden znacaj pojedinih parametara na prinos
nanooceluloze (Yung i Wayman 2008).

Enzimska predobrada

Enzimskom predobradom olakSava se razgradnja celuloze i umanjuje
utrosak energije za proizvodnju nanoceluloze (Pakko i sur, 2007). Da
bi se uspjesno razgradila celuloza potrebno je djelovanje vise enzima
koje nazivamo celuloliti¢kim enzimima. Podjela celulolitickih enzima
na celobiohidrolaze, endoglukanaze i egzoglukanaze odreduje nacin
odnosno mehanizam njihovog djelovanja. Egzoglukanaze djeluju na
celulozni lanac i proizvode disaharide i trisaharide. Celobiohidrolaze
djeluju na kristalinicne regije celuloze 1 hidroliziraju disharide i
trisaharide u glukozu. Endoglukanaze djeluje nakon promjena u
strukturi celuloze nastalih prethodnim djelovanjem fizikalno kemijskih
ili enzimskih predobrada i hiroliziraju amorfne regije celuloze (Michelin
i sur 2020, Imai i sur 2020, Zhou i Ingram 2000)

Istrazivanja su pokazala da je jedan od kljuc¢nih enzima tijekom enzimske
razgradnje celuloze liticka polisaharidna monooksigenaza (LPMO).
Ipak, za uspjesnu enzimsku razgradnju celuloze potrebno je sinergisticko
djelovanje vise celuloliti¢kih enzima. S ciljem formulacije enzimskog
pripravka koji ¢e osigurati sto efikasniju razgradnju celuloze pa tako i
proizvodnju nanoceluloze proveden je niz istrazivanja (Henriksson i
sur 2007). Istrazivanja su pokazala da djelovanjem endoglukanaze
na celulozu dolazi do usitnjavanja celuloze na mikrometarsku
razinu. Nakon djelovanja enzima provedena je mehanicka obrada
pri ¢emu je primijenjena manja sila potrebna za usitnjavanje celuloze
na nanometarsku razine te je ostvarena usteda energije. Takoder
proizvedena nanoceluloza imala je uniformniju raspodjelu veliCine
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Cestica i molekularne mase u usporedbi s nanocelulozom proizvedenom
samo djelovanjem mehanicke obrade (Henrikssonet i sur 2007; Pakko i
sur 2007).

Sli¢no istrazivanje proizvodnje nanoceluloze djelovanjem mehanicke
i enzimske predobrade provedeno je u Cetiri stupnja. U prvom stupnju
koristen je Escher—Wyss rafiner za mljevenje kako bi se osiguralo $to
bolje vezanje enzima na mehanicki predobradenu povrsinu celuloze. U
drugom stupnju koristene su endoglukanaza te je enzimski predobradena
celuloza ponovno obradena kao u prvom stupnju. U zadnjem stupnju
koristen je visokotlacni homogenizator kako bi se proizvela nanoceluloza
zadovoljavajucih karakteristika, a uz $to manji utrosak energije.(Lopez-
Rubio i sur. 2007) Opcenito, djelovanjem enzima na celulozu dolazi do
smanjenja stupnja polimerizacije i povecanja indeksa kristalini¢nosti.
Smanjenju stupnja polimerizacije osobito doprinose endoglukanaze
(Nechiporcuh i sur 2015).

Noviji istrazivanja ukazuju na povecanje efikasnosti djelovanja
endoglukanaza uz prisutnost ksilanaza 1 liticke polisaharidne
monooksigenaze (LPMO). Prije svega ovi enzimi djeluyju kao
,pomocéni“ enzimi i povecavaju dostupnost celuloze za djelovanje
celulolitickih enzima pri ¢emu LPMO djeluje na kristalini¢ne dijelove
celuloze. Ksilanaze selektivno uklanjaju povrSinski ksilan i djeluju
sinergisticki s celulazama pri ¢emu poveéava poroznost i olakSavaju
fibrilaciju. Pri djelovanju ovih enzima zabiljezeno je znacajno smanjenje
stupnja polimerizacije i vlacne ¢vrstoce $to doprinosi lak§oj mehanickoj
razgradnji i umanjuje utrosak energije tijekom proizvodnje nanoceluloze.
(Nakagawa i sur 2013). Takoder se dobiva jednolika raspodjela veli¢ine
proizvedenih Cestica nanoceluloze.

Rezultati dosadasnjih istrazivanja celulolitickih enzima i razgradnje
lignocelulozne biomase potvrduju pretpostavku da je za ucinkovitu
razgradnju sloZene stjenke biljnih stanica nuzno sinergisticko djelovanje
razli¢itih enzima. Oksidativne liticke polisaharidne monooksigenaze
(LPMOs) prepoznate su kao enzimi koji, zajedno s celobioza
dehidrogenazom (CDH), razgraduju celulozu, te svojim sinergistickim
djelovanjem stimuliraju hidroliticku aktivnost celulaza (Kracher i
sur 2016). Istrazivanja su takoder pokazala da LPMO i CDH djeluju
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