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Degradacja struktur lignocelulozowych
oraz produktéw ich hydrolizy

Wstep

Biomasa lignocelulozowa jest jednym z najpowszechniej stosowa-
nych odnawialnych zrédet energii. Budowa chemiczna oraz wysoka
warto$¢ kaloryczna umozliwia wykorzystanie jej w szeregu réoznych
procesOw prowadzacych do wytwarzania znacznych ilosci energii
w formie zaréwno gazowej, statej jak i ciekltej [Kuma i in., 2009, Sun
i Cheng, 2002]. Materiat taki najczgsciej wykorzystuje si¢ w procesach
produkcji biogazu, biodiesla oraz energii cieplnej pochodzacej ze spa-
lania brykietow. W tym celu biomasa lignocelulozowa podawana jest
specjalistycznej obrobce fizycznej, chemicznej i enzymatycznej, za-
pewniajacej prawidlowy i efektywny przebieg proceséw finalnych.

Podstawowymi sktadnikami biomasy lignocelulozowej sa: celuloza,
hemiceluloza i lignina — struktury polimerowe dos$¢ trudno podlegaja-
ce biodegradacji. Najbardziej energetyczna z nich celuloza, otoczona
jest zarowno fragmentami hemicelulozy jak i drzewnika (ligniny), co
znacznie utrudnia jej rozktad i uwalnianie zgromadzonej w niej ener-
gii. Stad tez w ciagu ostatnich kilkunastu lat wzrosto zainteresowanie
badaniami dotyczacymi metod chemicznej degradacji poszczegdlnych
struktur lignocelulozowych, a w konsekwencji — maksymalizacji wy-
dajnosci bioprocesow [Mosier i in., 2005; Wyman i in., 2005]. Tenden-
cja ta obserwowana jest gtownie w przypadku procesu fermentacji me-
tanowej prowadzacego do wytwarzania biogazu o znacznej zawartosci
metanu. Duzy nacisk potozony jest na zbadanie wptywu kazdej z metod
na stopien degradacji poszczego6lnych struktur polimerowych, ale takze
produktoéw ich rozktadu, takich jak glukoza, ksyloza oraz zwiazki feno-
lowe [Hendriks i Zeeman, 2008).

Sposrod metod najczesciej wykorzystywanych do wstgpnej obrob-
ki biomasy wymieni¢ mozna hydrolizg kwasowa, alkaliczna, techniki
zaawansowanego utleniania i metody termiczne [Kang i in., 2012; Mi-
chalska i in., 2011]. Kazda z nich odpowiedzialna jest za rozklad innego
polimeru, a zatem za uwalnianie r6znych produktéw rozktadu. Z punktu
widzenia inzynierii procesowej konieczna jest zatem weryfikacja mozli-
wosci zastosowania kazdej z takich metod w odniesieniu do wydajnosci
otrzymywania pozadanego produktu koncowego. Dobor odpowiedniej
metody rzutowaé¢ moze bowiem na efektywno$¢ catego procesu pro-
dukcji energii z biomasy.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu trzech stosowanych
metod chemicznej hydrolizy na poziom degradacji struktur lignocelu-
lozowych oraz produktow ich rozktadu w odniesieniu do wydajnosci
procesu fermentacji metanowe;j.

Metodyka badan

Obiektem badan byly czyste zwiazki chemiczne stanowiace podsta-
wowe struktury budulcowe biomasy oraz typowe produkty ich rozkta-
du. Do celow eksperymentalnych wykorzystano krystalicznag celulozg
(Sigma - Aldrich), glukozg (CHEMPUR), ksylozg (Carl Roth GmbH
+ Co.KG) oraz waniling (POCH S.A.). Do chemicznej, wstgpnej hy-
drolizy biomasy wykorzystano obrobke kwasowa, alkaliczna oraz utle-
nianie za pomoca odczynnika Fentona. Ponadto w celu enzymatycznej
degradacji probek celulozy stosowano dwa rodzaje enzymow: celulazg
(Celluclast 1.5L, Sigma - Aldrich) i celobiazg (Novozyme 188, Sigma -
Aldrich).

Hydroliza chemiczna

Badany zwiazek rozprowadzano w wodzie destylowanej lub odpo-
wiednim roztworze kwasu badz zasady i poddawano chemicznej ob-
robee. Otrzymane po procesie hydrolizaty saczono na saczkach jako-
sciowych, po czym poddawano analizom chemicznym umozliwiajacym
okreslenie wydajnosci reakc;ji.

Kwasowa hydroliz¢ chemiczng prowadzono przy wykorzystaniu 3%
(v/v) roztworu kwasu siarkowego (H,SO,). Badana probke o st¢zeniu
5% (obj.) umieszczano w autoklawie i poddawano obrobce termicznej
w temperaturze 121°C na czas 30 minut.

Hydrolizg zasadowa prowadzono przy uzyciu 5% (m/v) roztworu za-
sady sodowej (NaOH). Badang probke o stgzeniu 5% (m/v) umieszcza-
no w autoklawie w temperaturze 121°C na okres 30 minut.

Utlenianie za pomoca odczynnika Fentona prowadzono z wykorzy-
staniem 0,498 g siarczanu zelazawego (FeSO,-7H,0) i 8,33 cm’ 30%
roztworu nadtlenku wodoru (H,0,). Badana probke o st¢zeniu 5% za-
wieszong w wodzie destylowanej doprowadzano do pH = 3 za pomoca
stezonego kwasu siarkowego (H,SO,). Nastgpnie do probki dodawa-
no siarczan zelazawy i mieszano za pomoca mieszadta elektrycznego
z szybkoscia 550 rpm. Po uptywie 5 minut do probki dodawano nadtle-
nek wodoru i mieszano zawartos¢ z szybkoscia 200 rpm. Po 2 h probke
umieszczano w tazni wodnej w temperaturze 50°C na okres 30 minut
w celu usunigcia pozostatego nadtlenku wodoru.

Hydroliza enzymatyczna

Hydrolizg¢ enzymatyczna prowadzono z wykorzystaniem chemicznie
zhydrolizowanej celulozy. Probke o masie 1g umieszczano w 20 cm’
50mM roztworu buforu cytrynianowego o pH 4,8. Do mieszaniny do-
dawano enzymy: celulazg (160 EGU/g probki) i celobiazg (17,2 CBU/g
probki). Probke umieszczano w wytrzasarce w temperaturze 50°C. Po
uptywie 24 h probke saczono, a uzyskany hydrolizat poddawano anali-
zom fizykochemicznym.

Metody analityczne

W badanych probkach przed procesem jak i po procesie hydrolizy
chemicznej oznaczano nast¢pujace parametry fizykochemiczne: stgze-
nie glukozy Cg i ksylozy Ck (chromatograf Waters 600 wyposazony
w kolumng Bio-Rad Aminex HPX-87H, detektor Waters 410 RI; tempe-
ratura w kolumnie 60°C, faza ruchoma 0,01 N kwas siarkowy, przeptyw
0,6 cm3/min), stgzenie zwiazkoéw fenolowych — waniliny Cw (metoda
Folina-Ciocalteu, spektrofotometr UV-VIS T80+ PG Instruments Limi-
ted, dhugos¢ fali A = 765 nm), ogdlny wegiel organiczny OWO (Anali-
zator TOC, HACH-LANGE).

Wyniki i dyskusja
Degradacja celulozy

Zaréwno dostgpnos¢ celulozy dla mikroorganizméw i enzymoéw, jak
i stopien jej degradacji do glukozy odgrywa kluczowa rolg w procesie
fermentacji metanowej. Rownie istotny jest wpltyw konkretnej metody
chemicznej hydrolizy celulozy na efektywno$¢ rozktadu glukozy jako
podstawowego substratu bakterii metanogennych. Metody prowadzace
do mineralizacji tego monosacharydu sa — z punktu widzenia wydaj-
nosci calego procesu — niekorzystne i nie zalecane. W technologiach
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fermentacyjnych sprawdzaja si¢ te z nich, ktére prowadza do dalszych
przeksztatcen glukozy w lotne kwasy tluszczowe.

W tab. 1 przedstawiono wyniki uzyskane po procesach chemicznej
hydrolizy celulozy trzema ré6znymi metodami. W badaniach okreslano
zardwno stopien degradacji celulozy (Yc), jak i st¢zenie uwolnionej glu-
kozy Cg, i jej przeksztalcenia w inne produkty posrednie OWO,). In-
deksy 01 k odpowiadaja warunkom poczatkowym i koncowym procesu
degradacji chemicznej. Wydajnos¢ Yc obliczono uwzgledniajac ubytek
masy celulozy.

Tab. 1. Parametry fizykochemiczne opisujace proby przed i po procesie rozktadu
celulozy r6znymi metodami chemicznymi

Parametr Hydroliza Hydroliza Utlenianie odczynnikiem

kwasowa zasadowa Fentona

me, [g] 2,5000 2,5000 5,0000

mey [g] 2,2193 1,3897 3,8884

Ye [%] 11,20 44,40 22,20

Cg, [g/dm*] 0,00 0,00 0,00

OWO, [g/dm*] 19,98 19,98 19,98

OWO, [g/dm’] 1,46 12,10 0,89

Z uzyskanych danych eksperymentalnych wynika, iz najwigkszy po-
ziom degradacji celulozy uzyskano dla procesu hydrolizy zasadowej,
a najnizszy dla obrobki kwasowe;j. Jednoczesnie wszystkie z zapropo-
nowanych w badaniach metod prowadza do rozktadu produktu pozada-
nego — glukozy. Hydroliza zasadowa w najmniejszym stopniu obniza
wydajno$¢ rozktadu celulozy z uwagi na fakt, iz tylko czg$ciowo mi-
neralizuje wegiel organiczny, a wigc wszystkie produkty posrednie roz-
ktadu. Sposrod trzech analizowanych metod utlenianie odczynnikiem
Fentona daje najmniej korzystne rezultaty.

Degradacja glukozy

Jak juz wspomniano z punktu widzenia procesow fermentacji meta-
nowej glukoza jest najbardziej pozadanym produktem rozktadu struktur
lignocelulozowych wchodzacych w sktad biomasy. Jej niedobor moze
zaklocaé przebieg reakcji metanogennych badz tez prowadzi¢ do ob-
umierania mikroorganizméow bioracych udziat w anaerobowej degra-
dacji biomasy i produkcji biogazu. W wyniku poddawania jej dziataniu
réznych czynnikow glukoza moze ulega¢ mineralizacji, badz tez two-
rzy¢ cate spektrum zwiazkow posrednich, wchodzacych w szlaki meta-
boliczne mikroorganizmoéw. Stopien jej konwersji w wyniku dziatania
kwasem, zasada i odczynnikiem Fentona przedstawiono w tab. 2.

Tab. 2. Parametry fizykochemiczne opisujace proby przed i po procesie rozktadu
glukozy réznymi metodami chemicznymi

Hydroliza Hydroliza Utlenianie odczynnikiem
Parametr
kwasowa zasadowa Fentona
Cg, [¢/dm’] 50,00 50,00 50,00
Cg, [¢/dm*] 45,58 0,77 13,08
Yg [%] 8,83 98,47 73,34
OWO, [g/dm*] 20,30 20,30 20,30
OWO, [g/dm’] 20,30 20,30 20,30

Uzyskane dane wskazuja na fakt, iz hydroliza zasadowa prowadzi
do niemal catkowitego rozktadu glukozy. Nie mniej jednak stata war-
to$¢ wskaznika OWO $wiadczy o przeksztalceniu glukozy w zwiazki
posrednie o charakterze organicznym, a zatem istotne substraty dla
procesu fermentacji metanowej. Podobne wlasciwosci zaobserwowano
w odniesieniu do reakcji utleniania glukozy odczynnikiem Fentona,
cho¢ poziom degradacji glukozy byt w tym przypadku nieco mniej-
szy. Najkorzystniejsza metoda z punktu widzenia dalszych procesow
fermentacyjnych okazata si¢ hydroliza kwasowa; nie tylko ze wzgledu
na niewielka wydajnos$¢ degradacji glukozy, ale takze na mate prawdo-
podobienstwo wystapienia zjawiska inhibicji substratowej, wywotanej
obecnoscia lotnych kwasow thuszczowych pochodzacych z rozktadu
glukozy. Im wigksza iloé¢ glukozy ulega przeksztatceniom do produk-
tow pochodnych, tym to prawdopodobienstwo jest wigksze.

Degradacja ksylozy

Ksyloza, bedaca gldownym produktem rozktadu hemicelulozy, jest
rowniez pozadanym substratem w procesie fermentacji metanowej,
cho¢ nie tak chegtnie metabolizowanym przez mikroorganizmy, jak
glukoza. Obecnos¢ tej pentozy we wsadzie fermentora obarczona jest
ryzykiem wprowadzenia toksycznych dla mikroorganizmoéw substancji
pochodnych, takich jak furfural i hydroksymetylofurfural, a w zwiazku
z tym — zatrzymania procesu produkcji biogazu [Hu i in., 2010; Leni-
han i in., 2010]. Konieczna jest zatem kontrola produktow posrednich
rozktadu ksylozy, cho¢ z drugiej strony — jej obecno$¢ w fermentorze
swiadczy¢ moze o degradacji hemicelulozy, a wige tatwej dostgpnosci
mikroorganizméw i enzymow do celulozy.

W tab. 3 zestawiono warto$ci parametrow fizykochemicznych $wiad-
czacych o stopniu degradacji ksylozy za pomoca trzech metod chemicz-
nej hydrolizy.

Tab. 3. Parametry fizykochemiczne opisujace proby przed i po procesie rozktadu

ksylozy réznymi metodami chemicznymi

Hydroliza Hydroliza Utlenianie odczynnikiem
Parametr
kwasowa zasadowa Fentona
Ck, [g/dm3] 50,00 50,00 50,00
Ck; [g/dms] 22,12 0,00 3,703
Yk [%] 55,76 100,00 92,59
owo, [g/dmz] 19,88 19,88 19,88
OWO, [g/dm3] 19,88 19,88 17,99

Z otrzymanych danych eksperymentalnych wynika, iz wylacznie
hydroliza zasadowa prowadzi do catkowitej degradacji ksylozy. Ana-
liza uzyskanych wartosci OWO wskazuje jednak w tym przypadku na
znaczne prawdopodobienstwo wystapienia zjawiska inhibicji dalszego
procesu fermentacji pochodnymi furfuralu. Nieco korzystniejsze wyni-
ki uzyskano w przypadku utleniania ksylozy odczynnikiem Fentona,
a najlepsze w przypadku zastosowania hydrolizy kwasowej do che-
micznej obrobki biomasy. W kazdym z wymienionych przypadkéw
wskazana jest jednak doglebna analiza produktow rozktadu ksylozy.

Degradacja waniliny

Wanilina jest jednym z glownych produktow rozkladu ligniny. Jej
obecno$¢ w hydrolizacie $wiadczy o mozliwosci czgsciowej degradacji
drzewnika, a zatem swobodniejszym dostgpie mikroorganizmow i en-
zymow do potozonej glebiej celulozy. Z drugiej strony kazdy produkt
posredni rozktadu ligniny majacy charakter fenolowy zwigksza ryzy-
ko wystapienia zjawiska inhibicji mikroorganizméw metanogennych
[Baudel i in., 2005].

W tab. 4 zestawiono warto$ci parametrow fizykochemicznych cha-
rakteryzujacych hydrolizaty otrzymane w wyniku chemicznej obrobki
waniliny r6znymi metodami.

Tab. 4. Parametry fizykochemiczne opisujace proby przed i po procesie rozktadu

waniliny ré6znymi metodami chemicznymi

Hydroliza Hydroliza Utlenianie odczynnikiem
Parametr
kwasowa zasadowa Fentona
Cw, [g/dm’] 50,00 50,00 50,00
Cw, [¢/dm’] 7,53 3,74 3,09
Yw [%] 84,93 92,53 93,83
OWO, [g/dm*] 31,54 31,54 31,54
OWO, [g/dm’] 533 31,53 20,33

Wszystkie z badanych metod prowadzily w znacznym stopniu do
degradacji waniliny. Najmniej efektywna w tym wzgledzie okazata si¢
hydroliza kwasowa, a najbardziej — utlenianie odczynnikiem Fento-
na. Zastosowanie obrobki kwasowej prowadzito dodatkowo do silnej
mineralizacji otrzymanych produktéw posrednich, a w zwiazku z tym
— zmnigjszenia prawdopodobienstwa wystapienia inhibicji wzrostu mi-
kroorganizméw. W przypadku dwoch pozostaltych metod chemicznej
hydrolizy to prawdopodobienstwo jest zdecydowanie wigksze, zwlasz-
cza dla obrobki zasadowe;j.
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Hydroliza enzymatyczna

Wplyw wszystkich metod chemicznej hydrolizy struktur lignocelu-
lozowych i produktow ich rozktadu analizowano réwniez w odniesieniu
do mozliwosci pozyskania produktu pozadanego, a wige glukozy, ze
zhydrolizowanej wczesniej chemicznie celulozy i zastosowaniu hydro-
lizy enzymatycznej. Stezenie glukozy uzyskanej w dwuetapowym pro-
cesie porownywano ze stgzeniem glukozy pozyskanej w wyniku jedynie
obrobki enzymatycznej. Uzyskane rezultaty przedstawiono w tab. 5.

Tab. 5. Stezenie glukozy w hydrolizatach po chemicznej i enzymatycznej obrobce
krystalicznej celulozy

Parametr
Hydroliza kwasowa
i enzymatyczna
Hydroliza zasadowa
i enzymatyczna
Utlenianie
odczynnikiem
Fentona
i hydroliza
enzymatyczna
Hydroliza
enzymatyczna

Cg [g/dm’]

]
=
=)
>
(9%
>
to
=

27,40 26,90

Z uzyskanych danych eksperymentalnych wynika, iz chemiczna de-
gradacja celulozy zwigkszyta efektywno$¢ dziatania enzymoéw, a zatem
1ilo§¢ uwolnionej glukozy do pozywki fermentacyjnej. Najlepsze rezul-
taty uzyskano dla dwuetapowego procesu obrobki, ztozonego z hydroli-
zy zasadowej i enzymatycznej. Stgzenie glukozy uwolnionej w wyniku
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Rys. 1. Wydajnos¢ catkowita ¥ uwalniania glukozy dla procesow jednoetapowych
i dwuetapowych

rozktadu celulozy bylo najnizsze dla celulozy przetwarzanej wytacznie
na drodze enzymatyczne;.

Dla kazdej z zastosowanych metod obliczono wydajnos¢ catkowita
procesu dwuetapowego i poréwnano ja z wydajnoscia pojedynczego
procesu enzymatycznej degradacji celulozy. Otrzymane wyniki przed-
stawiono na rys. 1.

Najwyzsza wydajno$¢ uwalniania glukozy z celulozy uzyskano dla
dwuetapowej obrobki celulozy z wykorzystaniem hydrolizy enzyma-
tycznej. Wskazuje to na zasadno$¢ zastosowania dodatkowego etapu
chemicznej hydrolizy biomasy celulozowej, mogacego skutkowac
zwigkszeniem calo$ciowej wydajnosci procesu fermentacji metanowe;.
Nieco nizsza efektywno$¢ otrzymano w przypadku hydrolizy kwaso-
wej. Najnizsza wydajnoscia, mniejsza nawet od wydajnosci pojedyn-
czego procesu enzymatycznego, charakteryzowat si¢ proces z wykorzy-
staniem odczynnika Fentona w potaczeniu z hydroliza enzymatyczna.

Nalezy jednak wzia¢ pod uwagg fakt, iz ta metoda obliczenia wydajno-
$ci w oparciu o reakcj¢ chemiczng hydrolizy celulozy do glukozy nie
uwzglednia strat glukozy w procesach chemicznej hydrolizy.

Whioski

Przedstawione w pracy dane eksperymentalne otrzymane w proce-
sach degradacji chemicznej struktur lignocelulozowych i produktow
ich rozktadu potwierdzaja réznorodno$¢ dziatania w odniesieniu do
poszczegdlnych zwiazkow organicznych, jak i celowos$¢ ich zastosowa-
nia jako obrobki wstgpnej biomasy w procesie fermentacji metanowe;.
Analizowane metody w roznym stopniu degraduja produkty pozadane,
co moze niekorzystnie wptywac na sam proces poprzez wywotanie zja-
wiska inhibicji. Kazda z nich dodatkowo zmniejsza st¢zenie dostepnego
wegla organicznego, zwlaszcza pochodzacego z rozktadu glukozy, na
co zwroci¢ nalezy szczegodlng uwagg.

Sposrod wszystkich badanych metod najkorzystniejsze rezultaty daje
hydroliza zasadowa. Z punktu widzenia procesu fermentacji metano-
wej jej zastosowanie wydaje si¢ by¢ najbardziej zasadne. Wydajnos¢
degradacji celulozy do glukozy oraz stopien mineralizacji wegla orga-
nicznego moga wyraznie podnies¢ efektywnos¢ anaerobowej produkcji
biogazu. Nalezy jednak $cisle monitorowac rodzaj i ilo$¢ uwalnianych
produktéw posrednich, mogacy mie¢ toksyczny charakter w odniesie-
niu do mikroorganizméw fermentacyjnych.
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