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Alkaliczna obrébka wstepna
lignocelulozowych odpadow kukurydzianych

Wstep

Lignocelulozy, materiat budulcowy $cian komérkowych roslin, sa
bogatym zrédlem polisacharydéw, a surowce bogate w lignocelulozy,
m.in. biomasa drzewna czy odpady rolnicze, to cenne, odnawialne
zrédto energii o szczegdlnym znaczeniu w wytwarzaniu bioetanolu,
uznanego za przyjazny srodowisku substytut lub biokomponent ropo-
pochodnych paliw pednych, ktérego wykorzystywanie w transporcie
jest istotnym elementem zréwnowazonego rozwoju. Korzysci wynika-
jace ze stosowania biopaliw to: zmniejszenie zuzycia wyczerpujacych
si¢ zasobow paliw kopalnych i produktéw ich rafinacji, poprawa
bezpieczenstwa energetycznego gospodarki poprzez dywersyfikacja
zrédet zaopatrzenia w paliwa, poprawa stanu Srodowiska przez ograni-
czenie emisji gazOw cieplarnianych do atmosfery, stymulacja rozwoju
obszaréw wiejskich [Arevalo-Gallegos i in., 2017].

Obecnie ciekle biopaliwa produkowane sa z surowcéw bogatych
w skrobig, stanowiacych jednocze$nie zrédto pozywienia dla ludzi
i paszg¢ dla zwierzat [Koizumi, 2015]. Intensyfikuje to wzrost cen surow-
céw zywnosciowych i budzi wiele kontrowersji natury ekonomicznej
ietycznej. Korzystne jest zastgpowanie surowcéw skrobiowych bio-
masg lignocelulozowa pozbawionej znaczenia zywieniowego. Pomi-
mo licznych badan prowadzonych globalnie nie opracowano dotych-
czas efektywnej i oplacalnej przemystowej technologii przetwarzania
lignoceluloz w biorafineriach. W procesach tego typu wyréznia sig
trzy gléwne etapy: obrébke wstgpna biomasy, hydrolizg zawartych
w niej polisacharydéw oraz fermentacj¢ uwolnionych cukréw prostych
[Kottuniewicz i Dgbkowska, 2016]. Trudnosci technologiczne hydroli-
tycznego scukrzania biomasy w tagodnych warunkach procesowych
wynikaja ze zlozonej i zwartej struktury lignoceluloz, zawartosci
lignin oraz krystalicznej postaci celulozy. Efektywnos¢ hydrolizy silnie
zalezy od rodzaju surowca, a podatno$¢ biomasy roslinnej na scukrzanie
i koncowa wydajno$¢ produktéw w biorafinerii mozna intensyfikowaé
poddajac biomasg obrébce wstepnej [Seid! i Goulart, 2016].

Celem pracy bylo zbadanie wptywu wybranych warunkéw alka-
licznej obrdébki wstgpnej biomasy na efektywnos¢ nastgpczej hydro-
lizy enzymatycznej odpadéw kukurydzianych w postaci stomy oraz
odziarnionych kolb. Alkaliczna obrébka surowca jest korzystna,
zuwagi na ograniczone generowanie chemicznych inhibitoréw
fermentacji etanolowej, w poréwnaniu z efektami obrébki wstepnej
prowadzonej w srodowisku obnizonego pH.

Badania doswiadczalne

Surowce lignocelulozowe

Wykorzystano dwa rodzaje odpadéw kukurydzianych: (I) stomg
oraz (II) odziarnione kolby. Do badan uzyto rozdrobnionego mecha-
nicznie surowca o rozmiarach czastek z zakresu od 0,5 do 1,0 mm.

Obrobka wstepna

Odpady kukurydziane traktowano dwoma réznymi roztworami
alkalicznymi: (I) 2% NaOH oraz (II) 2% H,0, 0 pH 11,5 (odczyn pH
ustalono SM NaOH). Stgzenia uzytych roztworéw dobrano na podsta-
wie wczesniej przeprowadzonych badan wstgpnych. Biomasg podda-
wano obrébce wstepnej przez 2, 9 lub 24 h. W 4 kolbach Erlenmeyera
umieszczano po 5 g s.m. surowca kukurydzianego i po 100 cm® roz-
tworu alkalizujacego, tzn. NaOH lub H,0,. Kolby wstrzasano w 50°C.
Po zadanym czasie obrébki wstgpnej proces przerywano przez filtracje
zawiesiny biomasy pod zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskany osad
ptlukano porcjami wody destylowanej do uzyskania obojgtnego odczy-
nu pH filtratu i uzywano jako substrat w hydrolizie enzymatyczne;j.

Hydroliza enzymatyczna

Do enzymatycznej degradacji polisacharydéw zawartych w bio-
masie poddanej alkalicznej obréobce wstgpnej uzyto preparatu
Cellic® CTec2 (Novozymes, Dania), zawierajacego enzymy scukrza-
jace celulozg i hemicelulozy. W kolbach Erlenmeyera umieszczano
5 g.m surowca poddanego obrébce wstepnej, 0,3 g Cellic® CTec2
oraz 100 cm® buforu cytrynianowego (pH 5.4). Kolby wstrzasano
(160 obr-min') w temperaturze 50°C i prowadzono enzymatyczna
hydrolizg przez 72 h. W zalozonych interwatach czasowych pobie-
rano do mikroprobéwek typu Eppendorf probki mieszaniny reakcyj-
nej (0,5 cm’), ktére natychmiast schtadzano w kapieli lodowej
i nastepnie odwirowywano przy 1-10* obr-min™' przez 10 min w celu
zatrzymania enzymatycznej degradacji surowca. Uzyskany superna-
tant przenoszono do czystych probéwek i po 10-krotnym rozcien-
czeniu woda dejonizowana oznaczano zawarto$¢ cukréw prostych
(4. glukozy, ksylozy i arabinozy) wykorzystujac technik¢ HPLC.

Metody analityczne

Zawarto$¢ suchej masy surowca oznaczano metoda wagowa
z uzyciem wagosuszarki MA 50/1.R (Radwag, Polska). Zawartos¢
celulozy i hemiceluloz w biomasie kukurydzianej, przed i po obréb-
ce wstepnej, oznaczano zgodnie z procedura referencyjna National
Renewable Energy Laboratory (NREL, USA) [Sluiter i in., 2012].

Stezenia monosacharydéw w probkach oznaczano z uzyciem
chromatografu Varian 625L (Varian, USA) wyposazonego w detek-
tor refraktometryczny, wykorzystujac zdolno$§¢ rozdzielcza kolumny
AMINEX HPX-87H (Bio-Rad, USA) w warunkach termostatowania
(50°C) i przeptywu (0,4 cm®min™") 0,001 N H,SO, jako eluentu.

Wyniki i dyskusja

W tab.1 zamieszczono wyznaczone do$wiadczalnie wartosci pro-
centowego ubytku masy (up) stomy i odziarnionych kolb kukury-
dzianych podczas obrébki wstgpnej, jak i procentowe zawartosci
celulozy i hemiceluloz w badanych surowcach, przed i po obrébce
wstepnej prowadzonej w badanych warunkach. Dodatkowo przed-
stawiono warto$ci procentowego odzysku celulozy (o¢) i hemicelu-
loz (oy) w osadach uzyskanych po obrébce danego surowca.

Wyznaczona do§wiadczalnie sumaryczna zawarto$¢ polisachary-
déw (tj. celulozy i hemiceluloz tacznie) w stomie i kolbach sa zbli-
zone. W stomie oznaczono 34,6% celulozy oraz 26,6% hemiceluloz,
co lacznie daje 61,2% frakcji wegglowodanéw. Natomiast w rozdrob-
nionych odziarnionych kolbach zawartos$¢ celulozy wynosita 35,1%,
a hemicelulozy 29,3%, czyli tacznie 64,4 % frakcji polisacharydéw.

W wyniku alkalicznej obrébki wstgpnej znaczna czg$¢ masy su-
rowca ulegla rozpuszczeniu w roztworze. Swiadcza o tym przedsta-
wione w tab.1 wartoéci ug (tj. od 42,8 % do 57,2%), obliczone
z zaleznos$ci opisanej réwnaniem 1:

u, =20 100% 1)
my

gdzie:

mp — sucha masa biomasy poddanej obrébce wstepnej, [g];

mo — sucha masa osadu uzyskanego w wyniku obrébki wstgpne;j, [g].
Gléwnym sktadnikiem frakcji polisacharydowej osadu uzyska-

nego po kazdym z wariantéw alkalicznej obrébki wstgpnej stomy jak

i kolb kukurydzianych byla celuloza, ktérej zawarto$¢ miescita sig

w zakresie od 52,3 do 62,8%. Uwzgledniajac procentowa zawartos$¢

celulozy w surowej biomasie, straty celulozy zalezaty od warunkéw

prowadzenia procesu alkalicznej obrébki wstgpnej oraz rodzaju
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Tab. 1. Wyznaczone doswiadczalnie parametry - charakteryzujace nych w wyniku alkalicznej obrébki wstgpnej, sktad mieszaniny
alkaliczng obrdbke wstepna stomy  odziarionych kolb kukurydzianych reakcyjnej nie ulegat zmianie, a ksyloza stanowila gtéwny cukier

surowiec | obrobka wstepna | uz [%] | Ce[%] | Cul%] | oc (%] on %] prosty uwalniany w wyniku hydrolizy hemiceluloz.
stoma bez obrébki - 34,6 26,6 - - 1 . Esloma Okolby
kolby bez obrébki - 35,1 29,3 - - 0.8 08 = = =
2% H,0,, 2h 443 | 604 | 182 972 38,1 <05 Zos
2% H,0,,90 | 428 | 551 | 183 91,1 394 . - g:
02 2
2% H,0,, 24h 47,1 59,9 18,1 91,6 36,0 H | | | | | L]
stoma 0 0
2% NaOH, 2h 50,2 58,6 21,3 84,3 39,9 2h 9h 24h 2h 9h 24 h
2% NaOH, % | 526 | 626 | 213 | 858 38,0 2% Ha0(pH 11.5) 2 NaGH
1
2% NaOH, 24h 52,4 62,2 16,4 85,6 29,3 0 ; 0.8 ml— = W —
2% H,0,,2h | 433 | 523 | 193 | 845 373 Zos T
2% H,0,, 4h 44,6 55,6 18,5 87,8 35,0 = 0.4 =04
2% H,0,,24h | 457 | 546 | 17,6 84,5 32,6 02 02
kOlby 0 0 L | | L
2% NaOH,2h | 525 | 635 | 182 85.9 295 7h oh 2h N ok otls
2% NaOH, 9h 53,1 62,8 16,4 83,9 26,3 2% H,0, (pH 11,5) 2% NaOH
2% NaOH, 24h 57,2 60,3 18,5 73,5 27,0
i - . . : — : Rys. 1. Wydajnosci scukrzania celulozy i hemiceluloz uzyskane po 48 h hydro
ug — procentowy ubytek b}f)masy, [%];  on— procentowy odzysk hemiceluloz, [%] lizie enzymatycznej biomasy stomy i kolb kukurydzianych poddanych uprzednio
Cc — procentowa zawarto$¢ celulozy [%]; oc — procentowy odzysk celulozy [%]; alkalicznej obrébee wstepnej w srodowisku 2% H,0, (pH 11,5) lub 2% NaOH.
Cy — procentowa zawarto$¢ hemiceluloz [%];

surowca. Swiadcza o tym réznice w wartosciach parametru o¢ (od
73,5 do 97,2%), zdefiniowanego jako stosunek masy celulozy
w osadzie uzyskanym po obrébce do masy celulozy w surowcu
wyjSciowym (tzn. bez obrébki wstgpnej) i okreslonego réwnaniem:
00 = my-Cep . 100% 2)
mg-Cep
gdzie: mo — sucha masa osadu uzyskanego po obrébce wstegpnej, [g];
mp — sucha masa surowca poddanego obrdébce wstepnej, [g];
Cco — procentowa zawarto$¢ celulozy w osadzie uzyskanym po
obrébce wstgpnej, [%]; Ccp — procentowa zawartos¢ celulozy
w biomasie poddanej obrébce wstepnej, [%].

Analogicznie wyznaczone warto$ci parametru oy (od 26,3% do
39,9%), zdefiniowanego stosunkiem masy hemicelulozy w osadzie po
obrébce wstgpnej do masy hemicelulozy w surowcu przed obrébka
wskazuja, ze podczas alkalicznej obrébki wstgpnej rozpuscita sig
znaczna cz¢$¢ hemiceluloz, a uzyskane warto$ci oy zaleza od warun-
kéw obrobki wstepnej. Dostrzezono, ze wartoSci oc 1 oy w wigkszosci
przypadkéw sa wyzsze po obrébce stomy niz kolb, co oznacza, ze
obrébka kolb wiaze sig z nieco wigksza strata polisacharyd6éw.

Na rys. 1 przedstawiono uzyskane wartosci wydajnosci enzyma-
tycznego scukrzania celulozy i hemiceluloz z biomasy odpadéw
kukurydzianych poddanych alkalicznej obrébce wstgpnej w bada-
nych warunkach. Wydajno$¢ scukrzania celulozy (¥) oraz hemicelu-
lozy (Yy) zdefiniowano jako stosunek ilosci glukozy (produkt degra-
dacji celulozy) lub ksylozy i arabinozy (produkty rozktadu hemicelu-
loz) uwolnionych z biomasy po 48 h jej enzymatycznej hydrolizy,
odniesionych do wydajnosci teoretycznej, zgodnie z zalezno$ciami:

,_m 3)
¢ o C 180
(4 c,0 162
. mem, “)
0 H.,0 132

gdzie: m,, my, m, — masy odpowiednio: glukozy, ksylozy lub arabino-
zy odnotowane po 48 h hydrolizy, [g]; mp oc — procentowy odzysk
celulozy [%]; poczatkowa masa osadu biomasy po obrébce wstepnej
bedaca substratem do hydrolizy [g]; Co — wyznaczona do$wiadczal-
nie procentowa zawarto$¢ celulozy w osadzie biomasy poddanej
hydrolizie, [%]; Cyo — Wyznaczona do$wiadczalnie procentowa za-
warto$¢ hemiceluloz w osadzie biomasy uzytej do hydrolizy, [%];
180/162 — stechiometryczny wspdtczynnik konwersji celulozy do
glukozy, [-]; 150/132 — stechiometryczny wspétczynnik konwersji
hemicelulozy do ksylozy i arabinozy, [-] [Sluiter i in., 2012].

Po 48 h procesu enzymatycznej hydrolizy surowcéw pozyska-

Wyznaczone wydajnosci mozna uzna¢ za wysokie — we wszyst-
kich przypadkach wartos$ci przekroczyly 80%. Efektywnos$¢ hydroli-
zy nieznacznie rosta wraz z czasem obrdébki wstepnej stomy w 2%
H,0, (pH 11,5), a praktycznie nie zalezata od czasu obrébki w 2%
NaOH. Niewielkie réznice dostrzezono w zakresie uzyskanych
wydajnosci hydrolizy hemiceluloz przeprowadzonej w 2% H,O,,
w zaleznosci od typu surowca. Wydajno$¢ reakeji scukrzania hemice-
luloz wystgpujacych w stomie wynosita od 93 do 98%, w zaleznosci od
czasu prowadzenia obrébki, natomiast w przypadku uzycia jako substra-
tu odziarnionych kolb odnotowano nizsze wartosci od 82 do 87%.

Whnioski

Uzyskane wyniki wskazuja, Zze wszystkie zastosowane warianty
alkalicznej obrébki wstgpnej biomasy kukurydzianej pozwalaja otrzy-
mac biomasg charakteryzujaca si¢ wysoka podatnoscia frakcji polisa-
charydowej na hydroliz¢ enzymatyczna. Nie zaobserwowano istotnego
wplywu czasu trwania obrébki wstgpnej, jak i uzytego czynnika alka-
lizujacego $rodowisko obrdbki wstepnej, na sktad biomasy oraz wy-
dajno$¢ scukrzania celulozy i hemicelulozy. Efektywno$¢ hydrolizy
celulozy w niewielkim stopniu zalezy od czasu trwania obrébki
wstepnej, a w przypadku hemiceluloz zalezy od rodzaju uzytych
odpadéw kukurydzianych. W wyniku obrébki wstg¢pnej zaobserwo-
wano rozpuszczanie si¢ znacznej czg$ci biomasy. Stwierdzono, ze
straty biomasy dotyczyly przede wszystkim hemiceluloz, jednakze
uzyskana w wyniku alkalicznej obrébki wstgpnej biomasa stomy, jak
i odziarnionych kolb, zawierata wigksze st¢Zenia polisacharydéw niz
biomasa surowa nie poddana obrébce wstgpne;.
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