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Studies on susceptibility of selected pretreated ligninocellulosic ma-
terials on enzymic hydrolysis

Sum mary

Studies described in this paper were conducted in order to determine the
dependence between the conditions of ligninocellulosic substrate pretreatment
and its suceptibility to enzymic hydrolysis. In view of this, a semi-empirical math-
ematical model was used to examine the process of enzymic hydrolysis of cellu-
lose by assuming that this reaction proceeds as a sum of two first order reac-
tions with different rates of reactions. The application of quasi-Newtonian equa-
tions allowed for the determination of percentage fractions of easily and non-
-easily hydrolised cellulose in the structures of pretreated substrates.
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1. Wstep

Z uwagi na wyczerpywanie sie nieodnawialnych zasobow pa-
liw kopalnych, takich Jak ropa naftowa, gaz ziemny, wegiel ka-
mienny, coraz wieksza uwaga bedzie skupiona na wykorzystaniu
biomasy roslinnej na cele energetyczne i produkcje chemika-
liow. W wyniku fotosyntezy produkowana Jest biomasa w ilo-
ciach 10-krotnie wiekszych niz wynosi obecne globalne zuzycie
energii. Dlatego tez biomasa roslinna w nieodlegtej perspekty-
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wie moze sta¢ sie jednym z waznych zrodet energii dla ludzkosci, przetwarzanym
m.in. na paliwa ptynne.

Pomimo wieloletnich badan proces konwersji biomasy na paliwa ptynne jest
nadal skomplikowany z punktu widzenia enzymatycznego i ekologicznego. Staty
postep w badaniach, w szczeg6lno$ci nad wstepnym przygotowaniem substratu, en-
zymatyczng hydroliza celulozy, biosynteza enzymow celulolitycznych i fermentacjg
pentoz znacznie przybliza moment wdrozenia tej technologii. Na ograniczenie roz-
woju technologii produkcji paliw ptynnych z biomasy majg réwniez wptyw wahania
cen ropy naftowej na rynkach Swiatowych.

Podstawowa trudno$é w biotechnologicznym wykorzystaniu biomasy wynika ze
ztozonosci kompleksu ligninocelulozowego, bedacego podstawowym sktadnikiem
biomasy roslinnej i jego odpornosci na enzymatyczng hydrolize. Czynnikami limi-
tujgcymi efektywno$¢ enzymatycznej hydrolizy materiatow ligninocelulozowych i ce-
lulozowych jest krystaliczno$¢ celulozy, zawartos¢ ligniny i jej rozmieszczenie w struk-
turze tkanki roslinnej, powierzchnia wiasciwa celulozy i jej dostepnos¢ dla kom-
pleksu celulaz. Dlatego tez procesy, ktorych celem jest enzymatyczna depolimery-
zacja materiatéw ligninocelulozowych powinny by¢ poprzedzone wstepnym ich przy-
gotowaniem (1,3,6). Zabiegi te maja na celu istotng zmiane charakteru czynnikéw li-
mitujacych enzymatycznag hydrolize celulozy, o ktérych juz wspomniano.

Celem badar byla préba oceny wplywu warunkéw wstepnego przygotowania
materiatu ligninocelulozowego na pézniejszg jego podatno$é na enzymatyczng hy-
drolize.

2. Materiaty i metody

Do badan uzyto powietrznie suchej stomy pszennej, rozdrobnionej przy uzyciu
miynka miotkowego. Niefrakcjonowany, rozdrobniony surowiec poddano wstepne-
mu przygotowaniu polegajgcemu na impregnowaniu 10 g nawazek 1,5% wodnym
roztworem kwasu azotowego w ilosci 50 cm” w ciggu 24 godzin, przeniesieniu do
wysokocisnieniowego autoklawu o pojemnosci 250 cm” i ogrzewaniu biomasy w tem-
peraturze 185°C w czasie 12 i 18 minut. W tym celu pojemnik autoklawu umieszcza-
no w azni olejowej o temperaturze 220°C i po szybkim osiagnieciu temperatury
185°C (mierzonej przyrostem cisnienia wewnatrz autoklawu) przenoszono do dru-
giej fazni olejowej o stabilnej temperaturze 185°C na ustalony okres. Po tym czasie
autoklaw gwattownie schtadzano w tazni wodnej do temperatury ok. 20°C. Przygo-
towang wstepnie biomase przenoszono na lejek Biihnera i przez ok. 5 min strumie-
niem pary usuwano powstate lotne produkty pirolizy. W nastepnej kolejnosci bio-
mase przemywano buforem cytrynowym w celu usuniecia z niej hydrolizatu hemice-
luloz i nadmiaru kwasu azotowego. Do kolb Erlenmayera o poj. 500 cm” wprowa-
dzano 10 g tak przygotowanej wstepnie ligninocelulozy (w przeliczeniu na suchg
substancje substratu), dodawano odpowiednig dawke celulaz i uzupetniano do obje-
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tosci 100 cm™ 0,1 M buforem cytrynowym o pH= 4,8. Kolby z mieszaning reagujaca
umieszczano na rotacyjnej wstrzasarce (200 obr. x min ' ) z faznig wodng. Do enzy-
matycznej hydrolizy uzyto celulaz pochodzacych z hodowli fermentorowej grzyba
strzepkowego z gatunku T. reesei M-7 na podtozu ptynnym zawierajacym laktoze.
Enzymatyczng hydrolize wstepnie przygotowanej biomasy, z ktorej usunieto hydro-
lizat hemiceluloz, przeprowadzono w temperaturze 50°C w czasie 48 godzin, przy
zréznicowanych dawkach celulaz od 2,5 FPU/g do 50 FPU/g substratu, w celu okres-
lenia minimalnej dawki jednostek aktywnosci enzymow w stosunku do ilosci sub-
stratu, przy ktdrej proces hydrolizy przebiegatby z mozliwie najwieksza szybkoscia
i wydajnoscig. Odpowiednio po 1,4, 24 i 48 godzinie doSwiadczenia pobierano pré-
by do oznaczania ilosci uwolnionych cukréw prostych.

Analizy cukréw wykonywano przy uzyciu techniki HPLC w warunkach izokratycz-
nych. W tym celu wykorzystano chromatograf cieczowy typu LC-5A Laboratorni Pri-
stroje-Praha, wyposazonego w detektor refraktometryczny RID-K-102. Stosowano
kolumne SEPARON-SG-NH2 (O 4 mm x 150 mm) firmy TESSEK. jako fazy ruchomej
uzyto mieszaniny acetonitrylu i dejonizowanej wody destylowanej w stosunku obje-
tosciowym 80 : 20. Objeto$¢ probki nanoszonej na kolumne wynosita 20 pl. Przed
tym, probki odbiatczano za pomoca 20% roztworu kwasu tréjchlorooctowego (TCA),
odpowiednio rozcienczano eluentem i odwirowywano. Szybko$¢ przeptywu fazy ru-
chomej przez kolumne wynosita 0,5 cm”/min. Poszczeg6lne piki otrzymane na chro-
matogramach poréwnywano z odpowiednimi pikami substancji wzorcowych o zna-
nym stezeniu w roztworze.

W celu oznaczenia ilosci celulozy zawartej w materiale ligninocelulozowym od-
wazano ! g substratu (w przeliczeniu na suchg substancje) do probdwki wiréwko-
wej i zadawano 10 cm” 67% roztworem H2SO4. Tak przygotowang mieszanine re-
agujacg inkubowano na mikrowstrzasarce przez ! godzine w temperaturze otocze-
nia. Po tym czasie prébke zobojetniano za pomocg BaC03, wirowano przez 20 min
przy 10 000 x g i oznaczano w niej ilos¢ cukrow jak wyzej. Zawarto$¢ celulozy
w SLibstracie wyliczano z zaleznosci (1):

C =09 x IT6 (1)

gdzie:
C - wyliczona ilo$¢ celulozy zawartej w badanym substracie (g),
mc- masa glukozy w analizowanej probce (g).

Stopien scukrzenia celulozy wyliczano na podstawie analizy zawartosci cukrow
w prébkach hydrolizatéw, korzystajac z zaleznosci (1) i definiowano jako stosunek
masy celulozy scukrzonej do catkowitej masy celulozy zawartej w prébce.
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3. Omowienie wynikéw badan

Tabela |

Whpfyw dawki enzymu i czasu hydrolizy na stopien scukrzenia celulozy zawartej w obrobionej wstepnie
stornie pszennej w temperaturze 185°C wobec 1,5% kwasu azotowego w ciggu 12 minut

L, Czas trwania enzymatycznej hydrolizy (h) i odpowiadajace mu scukrzenie celulozy (%)
llo$¢ enzymu FPU/g

1 (h) 4 (h) 24 (h) 48 (h)
25 6,14 15,69 40,59 44,65
5 15,32 29,92 59,72 70,35
10 18,42 51,02 71,90 73,14
15 27,92 51,02 80,01 87,66
25 39,64 57,69 92,19 87,66
50 49,13 64,36 91,03 91,01

Tabela 2

Whptyw dawki enzymu i czasu hydrolizy na stopien scukrzenia celulozy zawartej w obrobionej wstepnie
stomie pszennej w temperaturze 185°C wobec 1,5% kwasu azotowego w ciggu 18 minut

» Czas trwania hydrolizy enzymatycznej (h) i odpowiadajace mu scukrzenie celulozy (%)
1lo$¢ enzymu FPU/g

1 (h) 4 (h) 24 (h) 48 (h)
25 4,88 17,29 55,75 60,82
5 8,87 26,60 70,68 71,72
10 11,97 38,57 83,62 85,92
15 18,18 47,89 90,29 85,45
25 22,61 59,86 90,29 90,61
50 18,82 60,30 92,26 90,99

Celuloza natywna, jak i czesciowo modyfikowana, sktada sie z frakcji krystalicz-
nych trudno hydrolizujgcych i frakcji amorficznych tatwo hydrolizujgcych. Przebieg
enzymatycznej hydrolizy mozna opisa¢ rownaniem matematycznym, co zapropono-
wali Lee i Fan oraz Okazaki i Moo-Young (2,4) przyjmujac nastepujace zatozenia:

- celuloza sktada sie z dwdch frakcji o réznej podatnosci na hydrolize,

- w celulozie substratu ligninocelulozowego, przygotowanego wstepnie do en-
zymatycznej hydrolizy ilos¢ frakcji fatwo i trudno hydrolizujacej jest stata dla okres-
lonych warunkéw obrébki wstepnej,

- frakcje tatwo i trudno hydrolizujaca jednoczesnie podlegajg oddziatywaniu
enzyméw celulolitycznych,

- w procesie enzymatycznej hydrolizy celulozy mozna wyr6zni¢ dwie reakcje
pierwszorzedowe o réznych kinetykach.
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Pdtempiryczny model matematyczny enzymatycznej hydrolizy celulozy zaktada
przebieg reakcji jako sume dwaoch reakcji pierwszorzedowych, przebiegajacych z roz-
ng szybkoscia. Réwnanie matematyczne ujmujace te zaleznos¢ ma postac:

C =Cyg X exp(-Kg Xt)--Cb X exp (-Kb x t) 2
gdzie:
C - ilos¢ celulozy pozostatej w substracie po hydrolizie w czasie t {%),
Ca - ilos¢ frakcji celulozy tatwo hydrolizujacej (%),
Ch - ilos¢ frakcji celulozy trudno hydrolizujacej (%),

Ka - stata szybkosci reakcji frakcji celulozy tatwo hydrolizujacej (h *),
Kb - stata szybkosci reakcji frakcji celulozy trudno hydrolizujacej (h *)
t - czas trwania hydrolizy enzymatycznej.

Na podstawie ilosci cukréw uwolnionych w czasie hydrolizy (tab. ! i tab. 2) obli-
czono ilos¢ celulozy zhydrolizowanej w dowolnym czasie t, korzystajac z rownania
ujmujacego zalezno$¢ pomiedzy iloscig zhydrolizowanej celulozy a jej iloscig pozo-
statg w substracie w dowolnym czasie t:

Y = (Cg + Ch) - C )

gdzie:

Y - ilos¢ celulozy zhydrolizowanej po czasie t,

Ca - tak jak w réwmaniu 1,

Cb - tak jak w réwnaniu 1,

C - ilos¢ celulozy pozostata w substracie po czasie t.

Pierwotnie do wyznaczenia parametrow réwnania (1) Cg, Ch, Kg, Kb zastosowano
nieliniowa metode najmniejszych kwadratow (NLS). Wedtug tej metody, oszacowa-
ne wartosci parametréw réwnania (2) zawieraty sie w pewnych przedziatach warto-
sci liczbowych, nie dajac jednoznacznego przyporzadkowania tylko jednej wartosci
okreslonemu parametrowi réwnania.

W celu ich jednoznacznego oszacowania do opracowania wynikéw doswiadczen
postuzono sie metodami quasi-Newtona dostepnymi w pakiecie programu kompu-
terowego CSS-Statistica™. Metody quasi-Newtona polegajg na dopasowaniu para-
metrow réwnania modelu matematycznego do rzeczywistego przebiegu procesu za
pomocg metod statystycznych.

Analizujgc wyniki uzyskane na podstawie réwnania (2), procentowej zawartosci
frakcji celulozy fatwo i trudno hydrolizujacej wskazano, ze aby uzyskaé wiarygodne
wartosci nalezy do badan uzyé dostatecznie duzych dawek cetulaz, co najmniej
0 aktywnosci 20 jednostek FPU/g substratu. Potwierdzeniem tego wniosku jest ana-
liza wykresu przedstawionego na rysunku 2, gdzie wyliczone wartosci Kg i Kb z row-
nania (2) miaty zblizone wartosci, gdy dawka aktywnosci celulaz wynosita ponad 20
jednostek FPU/g.
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Rys. 1. Procentowa zawartosc¢ frakcji tatwo Cg i trudno hydrolizujgcej Cb w celulozie stomy pszennej
poddanej uprzednio wstepnej obrébce w temp. 185°C w ciggu 12 min wobec 5% HNO3.
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Rys. 2. State szybkosci reakcji enzymatycznej hydrolizy frakcji fatwo i trudno hydrolizujacej celulozy
stomy pszennej poddanej uprzednio obrébce wstepnej w temp. 185°C w ciggu 12 min wobec 1,5% HNO3.
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Zwigkszenie czasu obrobki wstepnej sfomy pszennej w temperaturze 185°C z 12
do 18 minut przyczynito sie do zwiekszenia udziatu frakcji tatwo hydrolizujacej ce-
lulozy. Wyliczenie procentowego udziatu tej frakcji i celulozy trudno hydrolizujacej
wymaga, podobnie jak w poprzednim przypadku, uzycia preparatu celulaz o aktyw-
nosci powyzej 20 jednostek FPU/g. Taka dawka celulaz gwarantowata uzyskanie
zblizonych wartosci Cg i Cb oraz Kg i Kb niezaleznie od zastosowanej dawki.

Ponadto o zwiekszaniu sie ilosci frakcji Cg wraz z przedtuzeniem czasu obrébki
wstepnej, moze $wiadczy¢ poréwnanie wartosci statych szybkosci reakcji Kg i Kb
frakcji fatwo i trudno hydrolizujacej (rys. 2 i 4). Dla 18 minut, w zalezno$ci od dawki
enzymow, state Kg przyjmuja wartosci najwieksze z przedziatu od 0,163 do 0,334 I/h,
a dla 12 minut obrébki najmniejsze z przedziatu od 0,111 do 0,295 I/h. Niewielkie
wartosci statych szybkosci reakcji Kb dla obydwu czaséw obrébki wstepnej Swiadczg
0 wysokim stopniu krystalicznosci frakcji celulozy Cb- Pozadany przebieg enzyma-
tycznej hydrolizy celulozy obydwu frakcji celulozy zaznaczat sie dopiero od dawki
enzymOw wynoszacej od 15 do 20 jednostek FPU/g.

Przyczyn tego zjawiska nalezy upatrywac zaréwno w skomplikowanej strukturze
biomasy otrzymanej po obrdbce stomy pszennej zawierajacej celuloze, hemicelulo-
zy i lignine, a takze w ztozono$ci kompleksu celulaz i réznym oddziatywaniem po-
szczegoélnych sktadnikéw celulaz z polimerami zawartymi w biomasie przy réznych
dawkach preparatu enzymatycznego. Ponadto zastosowany model matematyczny
nie uwzgledniat wszystkich skomplikowanych oddziatywan typu ,,celulazy-celuloza”
w uktadzie heterogennym, jaki stanowita biomasa przygotowanej wstepnie stomy
pszennej. Réwniez samo pojecie celulozy tatwo i trudno hydrolizujacej jest mato
precyzyjne i dla réznych dawek preparatu celulolitycznego jest ono, jak wynika
z danych na rysunkach ! i 3 rézne.

Rozwigzanie réwnania opisujagcego model enzymatycznej hydrolizy celulozy po-
zwolito na iloSciowe oszacowanie obecnosci frakcji fatwo i trudno hydrolizujgcej ce-
lulozy w obrobionym wstepnie materiale ligninocelulozowym, jak réwniez progno-
zowanie stopnia hydrolizy celulozy w okreslonych warunkach. Tym samym analiza
matematyczna procesu enzymatycznej hydrolizy ligninocelulozy moze by¢ wihasci-
wym czynnikiem stuzacym do optymalizacji warunkdw obrdbki wstepnej, jak i p6z-
niejszej jej enzymatycznej hydrolizy do cukréw prostych.
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