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Wplyw metody wstepnej obrébki surowca lignocelulozowego
na efektywnos¢ hydrolizy enzymatycznej

Wstep

Hydroliza surowcow lignocelulozowych stanowi kluczowy etap
przetwarzania surowcow roslinnych w biorafineriach. Podczas procesu
hydrolizy nastepuje przeksztalcenie dlugich polimerow celulozy i he-
micelulozy zawartych w surowcu lignocelulozowym do pojedynczych
czasteczek fermentowalnych cukrow prostych (gtownie glukozy i ksy-
lozy). Powstate monocukry moga by¢ wykorzystywane do wytwarzania
biopaliw (etanol, butanol, biogaz, wodoér) jak i ré6znych potproduktow
dla przemystu chemicznego [Szewczyk, 2010]. Proces hydrolizy surow-
cow lignocelulozowych moze by¢ prowadzony na drodze hydrolizy
kwasnej lub z uzyciem enzymow jako katalizatorow. Przewaga hydro-
lizy enzymatycznej nad innymi metodami hydrolizy polega na mniej-
szych zuzyciu medidw (wody, energii), nizszych kosztach zagospodaro-
wania odpadoéw oraz braku ktopotow z korozja aparatury [Sun i Cheng,
2002]. Poza tym, w wyniku hydrolizy kwasnej moga powstawac duze
ilosci toksycznych produktow ubocznych, ktére hamuja wzrost i fer-
mentacj¢ drobnoustrojow.

Enzymatyczny rozktad celulozy do cukrow prostych wymaga syner-
gicznego dziatania trzech rodzajow celulaz [Rabinovich i inni, 2002]:
— endoglukonaz (EC 3.2.1.4), ktore w przypadkowym miejscu atakuja

wiazania f-1,4-glikozydowe w tancuchu celulozowym;

— celobiohydrolaz (EC 3.2.1.91), ktore atakuja co drugie wiazanie
p-1,4-glikozydowe poczynajac od redukujacego konca tancucha
uwalniajac celobiozg;

— p-glukozydazy (EC 3.2.1.21) ktére hydrolizuja celobiozg do gluko-
zy.

Dane literaturowe wskazuja na istnienie wielu czynnikéw limituja-
cych szybkos¢ enzymatycznej hydrolizy odpadéw lignocelulozowych
[Zhang i inni, 2010; Bansal i inni, 2009]. Zwigkszenie efektywnosci
ekonomicznej enzymatycznej hydrolizy jest mozliwe dzigki zwigksze-
niu aktywnosci stosowanych preparatow enzymatycznych oraz dostep-
noSci substratu dla dziatania enzymdw. Istotng rolg odgrywa tu obrobka
wstgpna surowca lignocelulozowego.

Wstgpne przygotowanie biomasy lignocelulozowej ma na celu
uszkodzenie zwartej struktury lignocelulozy, aby utatwi¢ przebieg hy-
drolizy polisacharydow. Na etapie obrobki wstepnej dazy si¢ do rozbi-
cia kompleksu lignocelulozowego, zmniejszenia stopnia krystalizacji i
polimeryzacji, zwigkszenia powierzchni kontaktu surowca z enzymami
oraz usunigcia lignin. Wybdr metody oraz efektywno$¢ obrobki wstep-
nej zalezy od rodzaju surowca poddawanego procesowi [Taherzadeh i
Karimi, 2008; Mcmillan, 1994).

Celem prezentowanej pracy byto okreslenie wptywu metody obrobki
wstepnej surowca lignocelulozowego z wierzby energetycznej na jego
podatno$¢ na hydrolizg katalizowana enzymatycznie.

Materiaty i metodyka

Preparaty enzymatyczne

Do badan wybrano dwa preparaty enzymatyczne firmy Novozymes:
Cellic" CTec2 i Cellic” HTec2. Pierwszy z nich jest kompleksowym
preparatem wykazujacym wysoka aktywnos¢ celulolityczna, drugi zas
wykazuje wysoka aktywno$¢ hemicelulolityczna. Sa to najnowsze wy-
sokowydajne preparaty do hydrolizy surowcéw lignocelulozowych.
Zgodnie z informacjami podanymi przez producenta enzymow, opty-
malne warunki hydrolizy dla preparatu Cellic® CTec2 to temperatura
45-50°C 1 pH = 5-5,5, za$ dla preparatu Cellic” HTec2 temperatura
65-70°C i pH =4,5-5,5.

Surowiec

Wykorzystywanym do badaniach surowcem lignocelulozowym byty
zrgbki wierzby energetycznej Salix viminalis. Stosowano rozdrobniony
surowiec poddany obrobece wstgpnej metoda eksplozji pary (z ang. ste-
am explosion) w Instytucie Maszyn Przeplywowych w Zaktadzie Ener-
gii Odnawialnych w Gdansku oraz surowiec lignocelulozowy poddany
wstepnej obrobee radiacyjnej w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej
w Warszawie. Ponadto, przed hydroliza rozdrobniony, natywny suro-
wiec poddawano wstegpnej obrobee chemicznej: alkalicznej oraz z uzy-
ciem kwasu fosforowego i etanolu. W tab. 1 zamieszczono procentowa
zawarto$¢ celulozy, hemiceluloz oraz lignin w natywnym surowcu oraz
w surowcu poddanym obrobee wstgpnej metoda eksplozji pary. Sktad
surowcow po chemicznej obrobce wstgpnej nie byt oznaczany.

Tab. 1. Procentowy sktad natywnego surowca lignocelulozowego oraz surowca pod-
danego obrobce wstepnej metoda eksplozji pary.

Surowiec Celuloza Hemicelulozy Ligniny
bez obrobki 51,20 % 7,30 % 19,70 %
obrobka metoda eksplozji pary 39,03 % 0,73 % 45,83 %

Warunki hydrolizy enzymatycznej

Do kolb Erlenmayera o pojemnosci 300 cm’ dodawano 5 g s.m. su-
rowca lignocelulozowego, 100 cm’ 0.05M buforu cytrynianowego o
pH 5.2, 0.02 g azydku sodu oraz odpowiednie ilosci preparatow enzy-
matycznych w stosunku do suchej masy surowca (w zaleznosci od do-
$wiadczenia stosowano 5,4+6% w/w Cellic® CTec2 oraz 0+0,6% w/w
Cellic® HTec2). Calkowita ilo§é preparatow enzymatycznych uzytych
do badan wynosita zawsze 6% w/w w stosunku do suchej masy su-
rowca. Kolby reakcyjne umieszczano w termostatowanej wytrzasarce
w 50°C. Wszystkie doswiadczenia prowadzono przy 150 obr/min. Czas
prowadzenia reakcji zalezat od do§wiadczenia i wynosit ok.72 godziny.
Z mieszanin reakcyjnych w réznych odstgpach czasu pobierano probki
i natychmiast schtadzano je w wodzie z lodem. Schtodzone probki wi-
rowano nastgpnie przez 5 min przy 4500 obr/min po czym saczono je
przez filtr 0,2 pm. Tak przygotowane probki rozcienczano 11-krotnie
woda i poddawano analizie z uzyciem HPLC.

Chemiczna obrébka wstepna surowca

Obrébka kwasem fosforowym i etanolem

Do kolb o pojemnosci 300 cm’ dodawano 10g s.m. surowca lignoce-
lulozowego oraz 80 cm’ 85% kwasu fosforowego. Otrzymane miesza-
niny umieszczano w termostatowanej wytrzasarce w 60°C na 45 min.
Po tym czasie do kolb dodawano 100 cm’ 96% etanolu a nastgpnie ich
zawarto$¢ odwirowywano przy 3500 obr/min przez 15 min. Do otrzy-
manego osadu dodawano 100 em’ 96% etanolu i po dokladnym wy-
mieszaniu zawarto$¢ kolb odwirowywano ponownie. Otrzymany osad
przeplukiwano nastgpnie dwukrotnie 200 cm’ wody dejonizowanej po
czym z uzyciem 0,1 M NaOH doprowadzono jego odczyn do pH =~ 5.

Obrobka NaOH

Do kolb o pojemnosci 300 cm® dodawano 10 g s.m. surowca lignoce-
lulozowego, 2 g NaOH oraz 100 cm’ wody dejonizowanej. Otrzymane
mieszaniny umieszczano w wytrzasarce w temperaturze pokojowej na
12 godzin. Po tym czasie zawarto$¢ kolb odwirowywano przy 3500 obr/
min. przez 15 min, nastgpnie otrzymany osad dwukrotnie ptukano woda
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dejonizowana, a na koniec doprowadzono jego odczyn do pH =5 z uzy-
ciem 0.1M NaOH.

Obrébka Ca(OH),

Do kolb o pojemnosci 300 cm’ dodawano po 10 g s.m. surowca ligno-
celulozowego, 4 g Ca(OH), oraz 100 cm’ wody dejonizowanej. Otrzy-
mane mieszaniny umieszczano w termostatowanej wytrzasarce w 80°C
na 6 godzin. Po tym czasie zawarto$¢ kolb odwirowywano przy 3500
obr/min. przez 15 min, nast¢pnie otrzymany osad dwukrotnie ptukano
woda dejonizowana po czym z uzyciem 0,1 M HCI doprowadzono jego
odczyn do pH =~ 5.

Wydajno$¢ procesow chemicznej obrobki wstepnej, zdefiniowana
jako wyrazony w procentach stosunek otrzymanej suchej masy surow-
ca po obrdobce do suchej masy surowca uzytego do obrobki, byta we
wszystkich przypadkach bliska 50%.

Metody analityczne

Przebieg reakcji monitorowano na podstawie oznaczen stgzen cu-
krow uwolnionych w wyniku hydrolizy w mieszaninie reakcyjne;.
Oznaczenia prowadzono z uzyciem chromatografu cieczowego HPLC
z kolumng AMINEX HPX-87H w nastgpujacych warunkach:

— eluent: 0,04 M H,SO,, przeptyw 0,4 ml/min;
— detektor refraktometryczny t,,,, = 45°C.
Stezenie suchej masy substratu oznaczano metoda wagowa.

Wyniki i dyskusja

W trakcie prowadzonych badan przebiegi poszczegodlnych reakcji
monitorowano na podstawie oznaczen zawarto$ci w mieszaninie reak-
cyjnej produktéw hydrolizy takich jak: glukoza, celobioza i ksyloza.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze dla wszystkich przeprowadzonych re-
akcji stgzenie celobiozy jest bliskie zeru i nie zmienia si¢ w czasie (jest
to korzystne, poniewaz celobioza jest inhibitorem enzyméw celuloli-
tycznych) natomiast produktami reakcji sa glukoza i w niektorych przy-
padkach ksyloza. Ksyloza powstaje w wyniku hydrolizy hemiceluloz
zawartych w surowcu lignocelulozowym. Zgodnie z danymi przedsta-
wionymi w tab. 1 zawarto$¢ hemiceluloz w natywnym surowcu wynosi
7,30%, za$ w surowcu poddanym wstgpnej obrobce metoda eksplozji
pary stanowi tylko 0,73% masy surowca. Stgzenie ksylozy w miesza-
ninie reakcyjnej zalezy od metody obrobki wstepnej surowca lignoce-
lulozowego. W reakcjach prowadzonych z uzyciem surowca nie pod-
danego obrobce wstgpnej oraz surowca po obrobce wstgpnej metoda
radiacyjna, stezenie ksylozy uwalnianej w wyniku hydrolizy jest bliskie
zeru. Wynika to z faktu, ze zawarto$¢ hemiceluloz w stosowanych do
badan zrgbkach wierzby energetycznej jest niewielka (Tab. 1). Podobne
wyniki otrzymano dla hydrolizy surowca poddanego obrébce metoda
chemiczna z uzyciem kwasu fosforowego i etanolu. Z kolei dla surowca
po obrobce wstepnej metoda eksplozji pary stezenie ksylozy rosnie w
czasie, jednak jest ono niewielkie — po 72 godzinach prowadzenia reak-
cji nie przekracza 0,4 mg/ml. Znacznie wigksze st¢zenia ksylozy w mie-
szaninie reakcyjnej zaobserwowano w przypadku hydrolizy surowca po
chemicznej obrébee wstepnej z uzyciem NaOH oraz Ca(OH),. Biorac
powyzsze pod uwage, w dalszej czgsci opisu wynikow prowadzonych
badan przedstawiono zmiany stg¢zenia ksylozy w czasie wytacznie dla
hydrolizy surowca po alkalicznej obrobce wstgpnej.

Na rys. | przedstawiono zmiany stopnia hydrolizy celulozy do glu-
kozy w czasie dla reakcji prowadzonych z uzyciem surowca nie pod-
danego obrobce wstepnej oraz poddanego fizycznej obrobee wstepnej:
metoda eksplozji pary oraz metoda radiacyjna z r6znymi dawkami pro-
mieniowania (25 i 50 kGy). Stopnie hydrolizy (a,) wyznaczono z zalez-
nosci opisanej w rownaniu 1 na podstawie oznaczonych stezen glukozy
w mieszaninie reakcyjnej oraz z wykorzystaniem poczatkowej zawarto-
$ci procentowej celulozy w surowcu (Tab. 1).
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gdzie:
C, —stgzenie glukozy uwolnlonej w wyniku hydrolizy [g/1],
Ccp—poczatkowe stezenie celulozy w surowcu [g/1].
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Rys. 1. Wptyw metody fizycznej obrobki wstgpnej na zmiang stopnia hydrolizy w cza-
sie. Surowiec natywny (———), surowiec poddany obrobce wstgpnej metoda eksplozji

pary (#) oraz metoda radiacyjna z dawka promieniowania 25 kGy (0) i 50 kGy (A)

Jak wida¢, najwyzsze stopnie hydrolizy otrzymano wowczas gdy za-
stosowano surowiec poddany wstegpnej obrobce metoda eksplozji pary.
Po 72 h prowadzenia reakcji hydrolizy a, = 0,36. Dla pozostatych re-
akcji wartosci o, uktadajg sig na tych samych krzywych niezaleznie od
uzytego surowca i sg znacznie nizsze — po 72 h wynosza 0,037-0,042.
Otrzymane wyniki wskazuja zatem, ze obrobka radiacyjna nie zwigksza
podatnosci surowca na hydroliz¢ enzymatyczna.

Na rys. 2 przedstawiono zmiang st¢zenia glukozy w funkcji czasu dla
reakcji prowadzonych z uzyciem surowca poddanego wstepnej obrobee
chemicznej kwasem fosforowym i etanolem, NaOH oraz Ca(OH),. Dla
poréwnania na wykres naniesiono takze dane do§wiadczalne otrzymane
dla surowca natywnego oraz dla surowca po wstgpnej obrobece metoda
eksplozji pary. Jak wida¢, hydroliza surowca poddanego chemicznej
obrobee wstgpnej prowadzi do znacznie wyzszych stgzen glukozy niz
w przypadku zastosowania surowca natywnego. Zdecydowanie naj-
lepsze wyniki otrzymano dla surowca po obrobce kwasnej z etanolem.
Z otrzymanych danych do$§wiadczalnych wynika takze, ze obie zasto-
sowane metody obrobki alkalicznej prowadza do podobnych szybkosci
hydrolizy. Poréwnujac te wyniki z przedstawionym takze na wykresie
przebiegiem reakcji hydrolizy surowca poddanego obrobce metoda
eksplozji pary mozna zauwazy¢, ze reakcja z tym surowcem biegnie
wolniej niz w surowcem po obrobce kwasem fosforowym i etanolem.
Moze to wynika¢ jednak nie z podatnosci surowca na hydrolizg enzy-
matyczna, ale z zawartosci celulozy w surowcu. Procentowa zawarto$¢
celulozy znana jest tylko dla surowca po obrobce wstepnej metoda eks-
plozji pary, nie byla natomiast wyznaczana dla surowca po chemicznej
obrdbce wstepne;.

12
* *
*
* ° .
*
*
g - *
10 * [e]eXe)
=0 D
@) A al
HAQ A EA A
49 A
N - - - - - - = = = = .
0 y T T T y T
0 20 40 60 80

t [h
Rys. 2. Wptyw metody obrobki wstgpnej surowca na zmiang stezenia glukozy w czasie. Su-
rowiec natywny ( ——), surowiec poddany obrobce wstgpnej z uzyciem kwasu fosforowego
i etanolu (¢) zuzyciem NaOH (o) z uzyciem Ca(OH), (A) oraz surowiec poddany fizycznej
obrobee wstepnej metoda eksplozji pary (0)

Na kolejnym wykresie (Rys. 3) przedstawiono zalezno$¢ stezenia
ksylozy od czasu trwania reakcji hydrolizy dla chemicznej obrobki
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Rys. 3. Wptyw chemicznej metody obrobki wstegpnej surowca na zmiang stgzenia ksy-
lozy w czasie. Surowiec poddany obrobce wstepnej z uzyciem kwasu fosforowego
i etanolu (#), zuzyciem NaOH (o) oraz z uzyciem Ca(OH), (A)

wstepnej surowca. Jak mozna zauwazy¢ ksyloza jest produktem hydro-
lizy surowca lignocelulozowego tylko wowczas, gdy zostat on poddany
alkalicznej obrébee wstepnej. W wyniku obrobki kwasem i etanolem
wigkszos¢ hemiceluloz mogta zosta¢ rozpuszczona w alkoholu zatem
jej zawarto$¢ w surowcu po obrobce mogta by¢ znacznie mniejsza niz
w surowcu natywnym. Ponadto na podstawie otrzymanych wynikéw
mozna zauwazy¢, ze stezenie ksylozy uwolnionej podczas hydrolizy
surowca poddanego obrobce z uzyciem NaOH i Ca(OH), jest niewie-
le mniejsze od stezenia glukozy powstatej w tych reakcjach (Rys. 2).
Moze to §wiadczy¢ o tym, ze surowiec po alkalicznej obrobce zawiera
znacznie wigcej ksylozy w stosunku do glukozy niz surowiec po obrob-
ce metoda eksplozji pary.

Przedstawione wyniki dotycza reakcji prowadzonych z uzyciem
preparatu Cellic® CTec2 jako biokatalizatora. Zgodnie z informacjami
podanymi przez producenta stosowanych do badan preparatoéw enzy-
matycznych zaleznie od uzytego surowca, metody jego obrobki wstgp-
nej oraz warunkéw prowadzenia hydrolizy wydajnos¢ reakcji mozna
zwigkszy¢ stosug'acc obok preparatu Cellic® CTec2 niewielki dodatek
preparatu Cellic” HTec2, ktory zawiera dodatkowa porcje enzyméw ka-
talizujacych hydroliz¢ ksylanow obecnych w surowcu. Z tego wzgledu
doswiadczenia w wyniku ktorych powstaje ksyloza jako produkt reakcji
powtdrzono z uzyciem obu preparatow enzymatycznych Cellic®, przy
czym sugerujac si¢ wskazéwkami firmy Novozymes stezenie enzymu
Cellic® HTec2 wynosito 51 10% w/w w stosunku do sumarycznego ste-
zenia obu preparatow.

Narys. 4 przedstawiono zalezno$¢ st¢zenia ksylozy od czasu dla reak-
¢ji hydrolizy surowca poddanego alkalicznej obrobce wstepnej prowa-
dzonych z uzyciem preparatéw Cellic® CTec2 oraz Cellic® HTec?.
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Rys. 4. Wplyw stgzenia preparatu Cellic” HTec2 na zmiang stezenia ksylozy w czasie hy-

drolizy surowca poddanego alkalicznej obrébee wstepnej. Surowiec po obrébee NaOH: 5%

Cellic” HTec2 (4), 10% Cellic” HTec2 (o), surowiec po obrobce Ca(OH),: 5% Cellic”
HTec2 (A), 10% Cellic® HTec2 (o)

Jak mozna zaobserwowac, wszystkie badane reakcje biegna praktycz-
nie z taka sama szybkoscia niezaleznie od iloéci preparatu Cellic® HTec2
dodanego do mieszaniny reakcyjnej. Poza tym przebiegi reakcji sa zbli-
zone do tych przedstawionych na rys. 3, ktéry dotyczy reakcji prowa-
dzonych wylacznie z uzyciem preparatu Cellic® CTec2. Oznacza to, Ze
preparat Cellic® HTec2 nie wplywa na szybko$¢ hydrolizy hemiceluloz
zawartych w stosowanym do badan surowcu lignocelulozowym.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan hydrolizy enzymatycznej su-
rowca lignocelulozowego poddanego réznym metodom obrobki wstgp-
nej mozna sformutowacé nastgpujace wnioski:

» Surowiec nie poddany obrobce wstepnej praktycznie nie ulega enzy-

matycznej hydrolizie.

Radiacyjna obrobka surowca nie zwigksza jego podatnosci na hydro-

lizg enzymatyczna.

Obrobka fizyczna metoda eksplozji pary oraz chemiczna kwasna i za-

sadowa korzystnie wptywaja na wydajnosé¢ reakcji hydrolizy celulo-

zy do glukozy. Najwyzsze wartoSci stgzen glukozy otrzymano dla re-
akcji hydrolizy prowadzonej z uzyciem surowca poddanego obrobce
wstgpnej kwasem fosforowym i etanolem.

* W produktach hydrolizy stosowanych surowcéw lignocelulozowych
prowadzonej z uzyciem preparatu Cellic® CTec?2 nie wystepuje celo-
bioza. Jest to korzystne ze wzgledu na fakt, Ze jest ona inhibitorem
enzymow celulolitycznych.

* Glownym produktem hydrolizy surowca poddanego kwasnej obrob-
ce wstegpnej oraz obrobce metoda eksplozji pary jest glukoza. W pro-
duktach hydrolizy tych surowcow stgzenie ksylozy jest bliskie zeru.
Whynika to z faktu, ze zastosowana obrobka wstgpna spowodowata
usunigcie znacznej czgsci hemiceluloz z surowca.

* Obok glukozy, produktem hydrolizy surowca poddanego obrobce
wstepnej z uzyciem NaOH lub Ca(OH), jest takze ksyloza. Moze to
$wiadczy¢ o tym, ze surowiec po obrobce alkalicznej zawiera obok
celulozy takze hemicelulozy.

» Dodatek preparatu Cellic® HTec2 do mieszaniny reakcyjnej praktycz-
nie nie ma wptywu na szybkos$¢ uwalniania ksylozy z surowca podda-
nego alkalicznej obrobce wstgpne;.
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