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Hydroliza enzymatyczna surowca lignocelulozowego
z wierzby energetycznej (Salix viminalis L.)

Wstep

Obserwowany w ostatnim czasie szybki rozwoj Swiatowej gospodar-
ki implikuje potrzebg wykorzystywania odnawialnych zrodel energii.
Gama naturalnych, odnawialnych surowcéw mozliwych do zagospo-
darowania w tym kierunku jest szeroka i obejmuje przede wszystkim
biomasg lignocelulozowa, do ktorej zalicza si¢ odpady rolnicze i lesne
oraz uprawy celowe [Cheng i Timilsina, 2011].

Hydroliza surowcow lignocelulozowych jest jednym z etapow wy-
twarzania biopaliw II generacji. W jej wyniku, z zawartych w surowcu
dhugotancuchowych polimerow celulozy i hemiceluloz otrzymuje sig
cukry proste, ktore na drodze fermentacji moga zosta¢ przeksztatcone
do bioetanolu, biogazu lub wodoru [Szewczyk, 2010]. Proces hydrolizy
biomasy moze by¢ prowadzony z uzyciem st¢zonych kwasow, badZ me-
toda enzymatyczna zapewniajaca tagodniejsze warunki [Sun i Cheng,
2002]. Ponadto okazuje sig, ze przed procesem hydrolizy niezbedna jest
obrobka wstgpna surowca, ktora zwigksza dostgpnos$¢ substratu dla en-
zymow [Traherzadeh, 2008).

Celem prezentowanej pracy byto wyznaczenie optymalnych warun-
kéw hydrolizy surowca lignocelulozowego z wierzby energetycznej
Salix viminalis L. (poddanego obrobce wstepnej metoda eksplozji pary)
prowadzonej z uzyciem preparatow enzymatycznych Cellic® CTec2
oraz Cellic® HTec2.

Materiaty i metodyka

Preparaty enzymatyczne

W badaniach stosowano dwa preparaty enzymatyczne firmy Novozy-
mes (Dania): Cellic® CTec2 i Cellic” HTec2. Sa to wysokowydajne, sto-
sowane przemystowo, preparaty do hydrolizy surowcow lignocelulo-
zowych. Cellic® CTec2 jest kompleksowym preparatem wykazujacym
wysoka aktywnos$¢ celulolityczng oraz hemicelulolityczng, natomiast
preparat Cellic® HTec2 zawiera dodatkowa porcje hemicelulaz. Zgod-
nie z informacjami producenta, zaleznie od rodzaju uzytego surowca,
metody obrobki wstgpnej oraz warunkoéw prowadzenia hydrolizy doda-
tek nawet niewielkiej ilosci Cellic® HTec2 moze zwigkszy¢ wydajnosc
hydrolizy surowca lignocelulozowego.

Surowiec lignocelulozowy

Zrebki wierzby energetycznej S. viminalis L. byty surowcem lignoce-
lulozowym wykorzystywanym w badaniach. Stosowano rozdrobniong
biomas¢ poddang obrobce wstgpnej metoda eksplozji pary, przepro-
wadzonej w Zakladzie Energii Odnawialnych Instytutu Maszyn Prze-
phywowych w Gdansku. Procentowa zawarto$¢ celulozy, hemiceluloz
oraz ligniny w surowcu poddanemu obrobce wynosita odpowiednio:
39,03%, 0,73% oraz 45,83%.

Hydroliza enzymatyczna

Do kolb Erlenmayera o pojemnosci 0,3 dm’ dodawano 5 g suchej
masy surowca lignocelulozowego, 0,1 dm’ 0,05 mol-dm™ buforu cy-
trynianowego o odczynie pH z zakresu 5,0+6,0; 0,02 g azydku sodu
oraz odpowiednie ilo$ci preparatow enzymatycznych w stosunku do
uzytej suchej masy surowca (w zaleznosci od doswiadczenia stoso-
wano 5,4+6,0% wiw Cellic® CTec2 oraz 0+0,6% w/w Cellic” HTec2).
Sumaryczna ilo$¢ preparatow enzymatycznych uzytych do badan byta
wartoscia stata, wynoszaca 6% w/w w stosunku do suchej masy surow-
ca. Kolby reakcyjne inkubowano w termostatowanej wstrzasarce (150
obr‘min"l) w zatozonej temperaturze z zakresu 40+50°C przez 72 h.
W roznych odstgpach czasu pobierano probki mieszanin reakcyjnych

i natychmiast schtadzano je w wodzie z lodem. Schlodzone probki wi-
rowano nastgpnie (4500% g, 5 min.), po czym przesaczano je przez filtr
o $rednicy porow 0,2:10” m.

Plan eksperymentéw

Doswiadczenia prowadzono wedtug planu Boxa-Behnkena (Tab. 1)
co pozwolito wyznaczy¢ 10 wspotczynnikow w réwnaniu kwadrato-
wym stuzacym do estymacji powierzchni odpowiedzi:

2 2 2
Y =bot bixi + baxa + byxs + buxi + bpxa + byxi + bxixs +
+hixixs + bixaxs (1

gdzie:
y —zmienna zalezna (stopien hydrolizy po 72 h reakcji),
by-bs; —wspotczynniki,
X,-¥; —zmienne niezalezne (temperatura, pH, procentowy udziat
Cellic® HTec?2).

Do opracowania wynikéw doswiadczen, polegajacym na wyznacze-
niu wartosci wspotczynnikow i oceny ich istotnosci, wykorzystano pa-
kiet STATISTICA (StatSoft, Polska).

W tab. 1 przedstawiono realizowany w pracy plan eksperymentow.
Dla trzech zmiennych niezaleznych plan Boxa-Behnkena wymaga prze-
prowadzenia 15 doswiadczen. Dodatkowo w tab. 1 umieszczono takze
dane dotyczace ilosci dodawanych w poszczegdlnych eksperymentach
preparatow enzymatycznych oraz odnotowane stopnie hydrolizy (a,) po
72 h reakc;ji.

Tab. 1. Plan przeprowadzonych eksperymentow oraz ilo$¢ preparatdéw enzymatycz-
nych uzytych w poszczegolnych eksperymentach w przeliczeniu na sucha masa
badanego surowca lignocelulozowego

Plan Boxa-Behnkena
sap. | TOC | et | STE | e | pewn | P72
[%]
1 40 5,0 5 0,3 5,7 0,41
2 50 5,0 5 0,3 5,7 0,32
3 40 6,0 5 0,3 5,7 0,42
4 50 6,0 5 0,3 5,7 0,35
5 40 55 0 0 6,0 0,45
6 50 55 0 0 6,0 0,40
7 40 5,5 10 0,6 5,4 0,45
8 50 5,5 10 0,6 5,4 0,38
9 45 5,0 0 0 6,0 0,47
10 45 6,0 0 0 6,0 0,47
11 45 5,0 10 0,6 5,4 0,45
12 45 6,0 10 0,6 5,4 0,46
13 45 5.5 5 0,3 5,7 0,51
14 45 5,5 5 0,3 5,7 0,50
15 45 5,5 5 0,3 5,7 0,51

* procentowa zawarto$¢ preparatu Cellic® HTec2 w calkowitej ilosci zastosowanych
preparatow, ®ilog¢ preparatu w stosunku do suchej masy surowca lignocelulozowego

Stopnie hydrolizy wyznaczono z zaleznoS$ci:
o, = Cy/Cco0 (2)
gdzie:
C, — stezenie glukozy uwolnionej w wyniku hydrolizy [g-dm'3],
Cco— poczatkowe stgzenie celulozy w surowcu [g-dm’3].
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Metody analityczne

Przebieg reakcji monitorowano na podstawie oznaczen stezenia uwol-
nionych cukrow w probkach mieszanin reakcyjnych, rozcienczonych
11-krotnie woda. Oznaczenia przeprowadzono wykorzystujac technikg
HPLC, przy uzyciu chromatografu Varian 625 CL System (USA) wypo-
sazonego w kolumne ANIMEX HPX-87H (Bio-Rad Laboratories Inc,
USA) w nastgpujacych warunkach:

— eluent: 0,04 M H,SO,, przeptyw 0,4 cm3-min’1;
— detektor refraktometryczny 7,,,, = 45°C.

Wyniki i dyskusja

Przeprowadzona analiza prob mieszanin reakcyjnych jednoznacznie
wskazuje, ze produktami badanej reakcji hydrolizy surowca lignoce-
lulozowego sa glukoza i ksyloza. Okazato sig, ze stezenie celobiozy
w mieszaninach reakcyjnych jest bliskie zeru (0,01+0,02 g-dm™) i nie
zmienia si¢ w czasie. Jest to korzystne z uwagi na fakt, ze celobioza jest
inhibitorem enzymoéw celulolitycznych. Po 72 h hydrolizy, w miesza-
ninach reakcyjnych stezenie glukozy wynosito od 6,24 do 9,95 g-dm™,
w zaleznosci od warunkow prowadzenia reakcji. Z uwagi na niewielka
zawarto§¢ hemiceluloz w surowcu, st¢zenie ksylozy byto znacznie niz-
sze 1 nie przekraczato 0,30 g~dm'3.

Narys. 1 przedstawiono przyktadowe zmiany stopnia hydrolizy celu-
lozy do glukozy w czasie dla reakcji prowadzonych w 50°C.
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Rys. 1. Przyktadowe zaleznosci zmiany stopnia hydrolizy w czasie (7 = 50°C) dla
roznych wariantow odczynu pH mieszaniny reakcyjnej oraz stezenia Cellic® HTec2

Jak mozna zauwazy¢, po okoto 50 h obserwowano wyrazne spowol-
nienie reakcji. Podobne zjawisko odnotowano dla wszystkich badanych
uktadow reakcyjnych. W celu stwierdzenia, czy jest ono wynikiem dez-
aktywacji preparatu enzymatycznego czy tez adsorpcji enzymow na li-
gninie obecnej w surowcu, po 72 h prowadzenia reakcji do mieszaniny
reakcyjnej dodano kolejna porcjg preparatu Cellic® CTec2 a po nastgp-
nych 10 h pobrano z niej probke do analiz. Okazato sig, ze dodatek por-
cji $wiezego enzymu nie spowodowal wzrostu stezenia glukozy. Zatem
mozna stwierdzi¢, ze obserwowane zatrzymanie reakcji zwiazane jest
z brakiem w surowcu wiazan hydrolizowanych przez enzym.

Na podstawie wartosci stopni hydrolizy uzyskanych w wyniku pro-
wadzenia poszczegolnych reakcji (Tab. 1), przy uzyciu pakietu S7A-
TISTICA wyznaczono wspolczynniki regresji rownania kwadratowego
(1). Po uwzglednieniu wyznaczonych wspotczynnikow oraz po wyeli-
minowaniu czynnikdw, dla ktorych wspolczynniki regresji przyjmuja
wartosci bliskie zeru, rown. (1) przyjeto postaé:

y=-11,0+0,29x - 0,035x + 1,83x, - 0,17x3 3)

Wspodtezynnik dopasowania (Rz) modelu do danych do§wiadczalnych
byt wysoki i wynosit 0,991.

Z rown. (3) wynika, ze temperatura oraz odczyn pH $rodowiska reak-
cji maja najwigkszy wplyw na stopien hydrolizy wyznaczony po 72 h
reakcji. Odpowiednie dla tych parametréow fizycznych liniowe wspol-
czynniki regresji sa najwigksze, przy czym wzrost zardOwno temperatury
jak i odczynu pH w zbadanym zakresie dodatnio wptywat na stezenie
glukozy w mieszaninie reakcyjnej. Niskie warto$ci pozostatych wspot-
czynnikow wskazuja, ze efekty odpowiadajacych im zmiennych nie-
zaleznych 1 ich wzajemnych korelacji sa niewielkie. Ponadto wartosci
wyznaczonych wspotczynnikow regresji sa istotne statystycznie — pa-

rametr p dla nich przyjmuje wartosci mniejsze od zalozonej wartosci
0,02.

Na rys. 2 i 3 przedstawiono wyznaczone na podstawie rown. regresji
(3) powierzchnie odpowiedzi dla badanych zmiennych niezaleznych.
Przedstawiaja one warto$ci stopnia hydrolizy w funkcji dwdch parame-
trow. Wykresy te potwierdzaja wyrazny wpltyw temperatury i wartosci
pH oraz jednoczesny brak wptywu ilosci dodanego preparatu Cellic®
HTec2 na szybko$¢ reakcji.

yz2 od fzjoipAY IS

[ <039
[1<034
<029
B <024
I <019

Rys. 2. Powierzchnia odpowiedzi w funkcji odczynu pH i temperatury dla 5 % w/w
stezenia preparatu Cellic® HTec2 w uktadzie reakcyjnym
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Rys. 3. Powierzchnia odpowiedzi w funkeji udziatu preparatu Cellic® HTec2 i temperatury
przy odczynie pH 5,5

Na podstawie przeprowadzonej statystycznej analizy danych do-
$wiadczalnych wyznaczone zostaly optymalne wartosci temperatury
oraz odczynu pH, dla ktorych warto$¢ $redniej zaleznej jest najwigksza:
T=43,8 °C, pH 5,55. Zgodnie z opracowanym roéwnaniem regresji sto-
pien hydrolizy po 72 h w tych warunkach wynosi 0,52.

Whioski

Otrzymane wyniki wskazuja, ze glownym produktem reakcji hydroli-
Zy surowca lignocelulozowe%o z wierzby energetycznej S. viminalis L.
z uzyciem preparatow Cellic® CTec2 i Cellic® HTec2 jest glukoza.

Nie zaobserwowano powstawania celobiozy, co jest korzystne z uwa-
gi na fakt, ze jest ona inhibitorem enzymow celulolitycznych.

Wykazano niewielki wptyw preparatu Cellic® HTec2 na efektywno$é
hydrolizy. Wyznaczono optymalne wartosci temperatury (43,8 °C) oraz
odczynu pH (5,55) uktadu reakcyjnego, w ktérych to warunkach, sto-
pien hydrolizy po 72 h wyniost 0,52.
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