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Raziskujemo in razvijomo

ANALIZA LIGNOCELULOZNE BIOMASE S
FTIR SPEKTROSKOPLJO

QUANTITATIVE ANALYSIS OF LIGNOCELLULOSE BIOMASS BY MEANS OF

FTIR SPECTROSCOPY

Maja FREUH', Janja ZULE!, Lorna FLAJSMAN!

IZVLECEK

Uporabnost lignocelulozne biomase je odvisna od njene kemicne sestave. Standardni analizni postopki za karakterizacijo so
zamudni, dragi in operativno zahtevni. Sodobne instrumentalne tehnike, med katere sodi tudi infrardeca spektroskopija (FTIR),
omogocajo hitro in enostavno analizo komponent biomase, kot so celuloza, hemiceluloza, razli¢ni sladkorji in lignin. V sklopu
raziskave smo uporabili tehniko ATR-FTIR za napovedovanje vsebnosti lignina in sladkorjev v vzorcih biomase. Eksperimente smo
izvedli s pomocjo umetno pripravljenih zmesi ¢istih komponent celuloze, lignina, ksiloze in manoze. Z merjenjem visine karakteris-
ti¢nih absorpcijskih vrhov v spektrih v odvisnosti od koncentracije smo izdelali umeritveni krivulji za lignin s koeficientom linear-
nosti R? — 0,978 in za ksilozo z R? — 0,999. Izracun vsebnosti obeh komponent v referen¢ni zmesi na osnovi posnetih spektrov je
pokazal, da vrednosti odstopajo od teoreticnih za manj kot 15 %, na osnovi cesar ugotavljamo, da je spektroskopija ATR-FTIR po-
tencialno zanimiva tehnika za kvantitativno analizo komponent biomase, vendar bo potrebna optimizacija postopka.

Klju¢ne besede: FTIR, infrardeca spektroskopija, kvantitativna analiza, biomasa, celuloza, lignin, ksiloza, manoza

ABSTRACT

The utilization of lignocellulose biomass depends on its chemical structure. Standard analytical procedures for its characterization
are time-consuming, expensive and labor-intensive. Modern instrumental techniques, including infrared spectroscopy (FTIR)
enable fast and simple analysis of biomass components, e.g. cellulose, hemicellulose, different sugars and lignin. Within

our research of biomass composition, we tested the suitability of ATR-FTIR technique for the prediction of lignin and sugar
contents. The experiments were carried out by using artificially prepared mixtures of pure cellulose, lignin, xylose and mannose.
Calibration curves for lignin and xylose were prepared by measuring the characteristic absorption peak heights as a function of
concentration. The obtained linearity coefficient R? for lignin was 0.978 and 0.999 for xylose. The calculated content of both
components in a reference mixture using spectral data indicated that the values deviated from the theoretical ones by less

than 15 %, which made the ATR-FTIR spectroscopy a potentially interesting analytical tool for the quantification of biomass
components. However, further optimisation is still needed.

Keywords: FTIR, infrared spectroscopy, quantitative analysis, biomass, cellulose, lignin, xylose, mannose

1UVOD

V naravi se nahajajo ogromne zaloge
lignocelulozne biomase, vendar je tehno-
losko izkoris¢en sorazmerno majhen del.
Materiali, kot so npr. invazivne rastline,
ostanki kulturnih rastlin po Zetvi, ostanki
iz kmetijske in lesne predelave ter zeleni
odrez, so bogat vir vlaknin, ogljikovih hi-
dratov, lignina, ekstraktivnih spojin in anor-
ganskih snovi. Zato predstavljajo potenci-
alno, alternativno surovino za pr0|zvodn
celuloze, sladkornih komponent, razli¢nih
kemikalij, bioplastike, kompozitnih mate-
rialov in biogoriv. Za ucinkovito izrabo oz.
predelavo razpoloZljive biomase je potreb-
no predhodno okarakterizirati njene mor-
foloske, kemi¢ne in fizikalno-mehanske
lastnosti, ki narekujejo njeno uporabnost
v industriji.

Kemic¢na sestava biomase je odvisna od
vrste in starosti rastlinskega materiala, vrste
tkiva (stebla, veje, listi, cvetovi, sadezi, ko-
renine), pogojev rasti in ¢asa Zetve. Zaradi
raznolikosti biomase, nacina vzorcenja, po-
gojev predobdelave in skladis¢enja je treba
vsak material reprezentativno vzoriti in
izvesti vecje Stevilo analiz, da dobimo ¢im
bolj realne, povpre¢ne podatke o strukturi
snovi. Za kemijsko karakterizacijo celulo-
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ze, hemiceluloze, lignina, ekstraktivov in
pepela se rutinsko uporabljajo ve¢inoma
standardne in uporabne kemijske metode
preizkusanja (SIST, EN, ISO, TAPPI, SCAN,
ASTM), ki bazirajo na selektivnem razklopu
snovi z uporabo ustreznih reagentov. V
primeru dolocanja celuloze, hemiceluloze
in lignina, slednje izoliramo kot netopni
preostanek in jih gravimetri¢no ovredno-
timo. Tako imenovani klasi¢ni postopki

so sorazmerno dolgi, pri ¢emer porabimo
precejsnje kolicine kemikalij, vode in ener-
gije, hkrati pa nastajajo odpadni produkti,
ki jih moramo odstranjevati. Informacija,
ki jo dobimo, je zgolj vsebnost posamezne
komponente, ne pa tudi njene kemic-

ne lastnosti, npr. vsebnost funkcionalnih
skupin v ligninu, sestava hemicelulozne
frakcije, ekstraktivov in pepela. Zaradi po-
rabljenega ¢asa in materialnih stroskov so
analize biomase po standardnih postopkih
drage in zato manj primerne za velike serije
vzorcev (1).

Alternativa dolgotrajnim standardnim te-
stom so spektroskopske metode, pred-
vsem infrardeca spektroskopija (FTIR), ki je
primerna za kvalitativno in kvantitativno
karakterizacijo plinskih, tekocih in trdnih
vzorcev. FTIR tehnika je hitra in nedestruk-
tivna, obravnavani materiali pa morajo biti

zgolj mehansko obdelani (susenje, mletje,
homogenizacija). Osnovni princip je inte-
rakcija IR-elektromagnetnega valovanja s
preiskovano snovjo, pri ¢emer dobimo ka-
rakteristicen absorpcijski spekter, na osnovi
katerega lahko identificiramo komponen-
te vzorca. Vrhovi v spektru predstavljajo
nihanja in vibracije molekulskih vezi, do
katerih pride pri interakciji snovi z IR-valo-
vanjem. Tehnika je absolutna, kar pomeni,
da so spektri Cistih snovi pri enakih ekspe-
rimentalnih pogojih ponovljivi. Pri veckom-
ponentnih vzorcih se lahko v doloc¢enih
delih spektra posamezni spektralni vrhovi
komponent prekrivajo, vendar je mozno s
pomogjo racunalniskega procesiranja spek-
trov identificirati tipicne spektralne karakte-
ristike posameznih komponent, kar je tudi
osnova za kvantitativno delo, saj je visina
0z. povrsina vrha sorazmerna koncentraciji
spojine v vzorcu. Potrebna je kalibracija, ki
jo izvedemo s pomocjo standardnih zmesi
znanih koncentracij. Spektralno obmocje
snemanja FTIR spektrov se razteza med va-
lovnimi dolZinami 25 in 2,5 pm oz. valov-
nimi Stevili med (400 in 4000) cm'. Tipi¢ni
IR absorpcijski vrhovi celuloze so (895,
1046, 1161, 1253, 1323, 1375, 1417,
1638, 2916 in 3416) cm™ in lignina (780,
850, 945, 1130, 1220, 1270, 1330, 1425,
1500, 1595, 1655, 1710, 3500) cm™ (1,2).

Ceprav je uporaba FTIR 3e vedno usmerje-
na predvsem na proucevanje strukturnih
lastnosti biomase, pa je bilo precej razi-
skav posvecenih tudi kvantitativni dolocitvi
vsebnosti posameznih komponent, in sicer
celuloze, hemiceluloze, lignina in ekstrak-
tivov v razli¢nih vrstah biomase. V literaturi
smo zasledili primere FTIR-analiz z uporabo
KBr tablete in PAS tehnike (fotoakusti¢na
spektroskopija) za kvantitativno doloc¢anje
vsebnosti sladkorjev in lignina v ostankih

iz predelave iglavcev (3), koncentracijo
lignina, ogljikovih hidratov, ekstraktivov in
pepela v slami (4,5), polisaharide (arabino-
ksilan) v zitnih otrobih (6), koncentracijo
celuloze, hemiceluloze in lignina v slami
razli¢nih Zitaric (7, 8), koncentracijo lignina
v lesu evkaliptusa (9).

Namen preliminarne raziskave je bil ugota-
vljanje primernosti spektroskopije ATR-FTIR
za dolocanje oz. napovedovanje vsebnosti
celuloze, hemiceluloze in lignina na osnovi
identifikacije karakteristi¢nih absorpcijskih
vrhov in kalibracije instrumenta z upora-
bo zmesi standardnih spojin, saj se tehnika
ATR uporablja predvsem za identifikacijo
neznanih spojin. Bistveno manj je podatkov
0 njeni uporabi za kvantitativne namene.

2 MATERIALI IN METODE

Potencial tehnike FTIR z ATR (attenuated
total reflection) snemanjem spektra za
kvantitativno delo smo testirali na umetno
pripravljenih mesanicah celuloze, lignina,
manoze in ksiloze z znano vsebnostjo po-
sameznih komponent. Za pripravo mesanic
smo uporabili komercialno dostopne kemi-
kalije analizne ¢istosti.

2.1 Priprava vzorcev

Natan¢no smo zatehtali dolo¢ene mase
Cistin kemikalij, in sicer mikrokristalini¢ne
celuloze (MCC), manoze (D+ manoza) in
ksiloze (D+ ksiloza) od proizvajalca Fluke
ter lignina, pridoblienega po Milox tehnolo-
skem postopku. Pripravili smo mesanice, v
katerih se je vsebnost navedenih kompo-
nent gibala v obmocju med 0 % in 100 %
(Preglednica 1). Ker velikost delcev vzorca
in kontaktna povrsina s kristalom ATR pri
snemanju bistveno vplivata na kakovost
spektrov in intenziteto vrhov, smo vse Ciste
kemikalije in zmesi pred snemanjem spe-
ktrov 2 minuti homogenizirali na vibracij-
skem krogli¢cnem homogenizatorju Perkin
Elmer.

Vzorce umetno pripravljenih zmesi (1-6)

smo uporabili za kalibracijo, vzorec 7 pa za
preverjanje natancnosti oz. primernosti teh-
nike ATR-FTIR za kvantitativno vrednotenje.

2.2 Snemanje spektrov

Spektre istih substanc in pripravljenih
mesanic smo posneli v tehniki ATR na in-
strumentu Perkin Elmer Frontier MIR v ob-
mocju valovnih stevil med 4000 cm™ in 400
cm'. Uporabljena sila na nastavku ATR in
kontaktna povrsina z vzorcem vplivata na
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Preglednica 1: Sestava zmesi, uporabljenih za analizo ATR-FTIR
Table 1: Composition of mixtures used for ATR-FTIR analysis

24,83 25,84
2 50,98 0,00
3 52,90 22,62
4 52,30 24,09
5 25,33 0,00
6 0,00 51,18
7 33,33 33,10

kakovost spektra, zato je treba pri kvantita-
tivnih dolocitvah zagotoviti enakomerno in-
tenziteto spektralnega signala. V ta namen
smo najprej definirali optimalni pritisk, pri
katerem je bila intenziteta karakteristi¢nih
trakov v posnetih spektrih najboljSa, nakar
smo uporabili enak pritisk pri snemanju
spektrov mesanic.

3 REZULTATI Z RAZPRAVO

3.1 Umeritvene krivulje za
dolocanje koncentracije lignina

Za pripravo umeritvene krivulje smo posneli
spektre dveh razlicnih mesanic, ki sta vse-
bovali priblizno 25 % in 50 % lignina ter

24,70 24,63
24,49 24,54
0,00 24,49
23,61 0,00

24,89 49,78
24,07 24,75
0,00 33,56

spekter Cistega lignina (100 %). Spremljali
smo odvisnost visine karakteristi¢nih trakov
lignina od valovne dolZine oz. valovnega
Stevila v spektralnih obmogjih 1090-
1100 cm™, 1200 cm™ in 1500-1600 cm-

'. Na spektrih je bila vidna razlika v visini
karakteristi¢nih vrhov merjenih vzorcev.
Visina je linearno sorazmerna koncentraciji
komponente v zmesi. Za pripravo umerit-
vene krivulje smo posneli tri spektre Cistega
lignina in obeh zmesi. Po korekciji bazne
linije smo za statisticno obdelavo uporabi-
li povprecne vrednosti izmerjenih visin pri
posameznih znanih koncentracijah lignina.
FTIR spektri lignina in zmesi (vzorec 1 in 6)
so prikazani na sliki 1, umeritvena krivulja
pa na sliki 2.

Slika 1: Spektri zmesi 1 (25,84 % lignina) in 6 (51,18 % lignina) in spekter ¢istega lignina (100 %), uporabljeni

za kalibracijo

Figure 1: Spectra of mixtures 1 (25.84% of lignin) and 6 (51.18% of lignin,) and spectrum of pure lignin (100%)

used for calibration
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Slika 2: Umeritvena krivulja za kvantitativno napovedovanje vsebnosti lignina
Figure 2: Calibration curve for the quantitative prediction of lignin content
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v FTIR spektru (sliki 2 in 4). Postopali
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2 'Mi vedovanje koncentracije ksiloze (slika obsezne podatkovne baze, na osnovi str. 5-16 g
S 1 40 60 100104 RO . ) i imeri i &is- g
= dele? (95) 4) smo izracunali, da znasa vsebnost K?]terlhnlahcl}l(o s.?n.merjavo s spekiri Cis 4. TUCKER, M.P, NGUYEN, Q.A., EDDY, E.P, =
£ ksiloze v zmesi 37,7 %, medtem ko je tih spojin identificiramo sestavo VZOreev. | kapaw, K.L., GEDVILAS, LM., WEBE, J.D. Fou- The Values of Paper <
& Slika 4: Umeritvena krivulja za kvantitativno napovedovanje vsebnosti ksiloze njena dejanska koncentracija, ki smo !Drw pre“mmam'. poskusi kvanﬂﬂkqo- rier transform /ergred quantitative analysis Qf &£

__ Figure 4: Calibration curve for the quantitative prediction of xylose content je komponent biomase so pokazali, da sugars and lignin in pretreated softwood solid
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