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Optymalizacja warunkow wstepnego przygotowania trocin bukowych za pomoca
wodno-dioksanowych roztworéw wodorotlenku sodowego dla enzymatycznej
hydrolizy celulozy
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Optimalization of Conditions for the Pretreatment of Beech Sawdust with Water-Dioxan Solutions
of Sodium Hydroxide for Enzymatic Hydrolysis of Cellulose

Wykorzystanie substratow lignocelulozowych w biotechnologii zwigzane jest
nieodlacznie z ich wstgpnym przygotowaniem. Celem tego procesu jest miedzy
innymi redukcja krystalicznosci celulozy, zwigkszenie jej powierzchni wlasciwej
oraz rozbicie kompleksu lignocelulozowego. W ostanich kilku latach szczegolnie
duzo uwagi poswigcono wstepnemu przygotowaniu substratow lignocelulozo-
wych na drodze parowania i autohydrolizy w temperaturach 190-260°C oraz
poprzez delignifikacje substratu za pomoca rozpuszczalnikow organicznych
zdodatkiem katalizatorow, tj. kwasow lub zasad (5, 6, 7, 9). Wymienione metody
pozwalaja nie tylko na otrzymanie masy celulozowej ulegajacej enzymatycznemu
scukrzeniu w 100%, ale takze rozdzielaja substrat lignocelulozowy na trzy
frakcje: rozpuszczalna w H,O zawierajaca hydrolizaty hemiceluloz, frakcje
ligninowa rozpuszczalna w rozpuszczalnikach organicznych lub roztworach
wodorotlenku sodowego i frakcje celulozowa nierozpuszczalng w wodzie
i rozpuszczalnikach organicznych. Z celulozy i hemiceluloz w procesach
fermentacyjnych mozna otrzyma¢ rozne zwiazki chemiczne, jak etanol, butanol,
aceton, aldehyd octowy, octan etylu i inne, a takze biomase zawierajaca do 50%
biatka mikrobiologicznego. Lignina natomiast moze by¢ wykorzystana poprzez
przeksztalcenia chemiczne do produkcji mas plastycznych, jonowymieniaczy czy
produkcji aromatycznych zwiazkow organicznych (11).

Celem badan przedstawionych w tej pracy byla optymalizacja warunkow
wstepnego przygotowania trocin bukowych z zastosowaniem wodno-dioksa-
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nowych roztworéw wodorotlenku sodowego dla enzymatycznej hydrolizy
celulozy zawartej w tych trocinach. Zarowno obecno$¢ rozpuszczalnika or-
ganicznego, jak i wodorotlenku sodowego pozwalata nie tylko na usunigcie
znacznej ilosci ligniny z substratu, ale takze wydatnie zwigkszyta powierzchnig
wlasciwa celulozy w porownaniu do np. celulozy otrzymanej w wyniku
delignifikacji trocin bukowych kwasnym roztworem wodnym dioksanu (dane nie
publikowane).

METODY BADAN
WSTEPNE TRAKTOWANIE TROCIN BUKOWYCH

Trociny bukowe ogrzewano w stalowym autoklawie o pojemnosci 250 cm® zanurzonym w lazni
olejowej w temperaturze 140—-170°C. Przed ogrzewaniem trociny zadawano wodnym roztworem
dioksanu i wodorotlenku sodowego w stosunku roztwor do trocin jak 5:1. Stezenie NaOH
stosowano w zakresie od 1 do 4%. Po osiagnigciu przez mieszaning zadanej temperatury mierzono
czas obrobki, a po zakonczeniu procesu autoklaw chtodzono pod biezaca woda. Otrzymana masg
odsaczano, przemywano woda destylowana, a nastgpnie zoboj¢tniano kwasem fosforowym do
pH okolo 5. :

ENZYMATYCZNA HYDROLIZA MASY CELULOZOWEJ
»

2 gramy otrzymanej masy celulozowej (w przeliczeniu na sucha masg¢) umieszczano w kolbach
Erlenmayera o pojemnosci 100 ¢cm?®, dodawano 10 cm® buforu octanowego 0,05 M o pH 5,2,
zawierajacego 0,05% NaNj i 0,1% mocznika oraz 30 cm® roztworu enzymoéw celulolitycznych
otrzymanych w wyniku hodowli Fiisarium sp. 27 z 2% dodatkiem bibuly filtracyjnej i 0,2% kietkow
stodowych w pozywce (8). Zaggszczony ptyn pohodowlany wykazywat aktywnosc 0,8 jednostki FPU
(Filter Paper Activity). Po dodaniu enzyméw celulolitycznych mieszaning inkubowano w tem-
peraturze 45°C przez 24 godziny, okresowo pobierano probki w celu okreslenia zawartos$ci cukrow
redukujacych. Stopien scukrzenia polisacharydow zawartych w badanej masie celulozowej obliczano
z nastepujacej zaleznoscei:

ilo$¢ cukrow redukujacych w hydrolizacie x 0,9

zawartos$¢ polisacharydow w masie celulozowej

Zawarto$¢ weglowodanéw w masie celulozowej oznaczano metoda Updegraffa(10), a zawar-
to$¢ cukrow redukujacych w reakcji z kwasem 3,5-dwunitrosalicylowym wg Millera (4). Aktywnosé
enzymow celulolitycznych oznaczano wg Mandeles 1 wsp. (2).

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Stosunek woda : dioksan. W celu okreslenia wplywu dioksanu na proces
wstepnego przygotowania trocin bukowych do enzymatycznej hydrolizy ogrze-
wano je w temperaturze 160°C z 4% wodnym roztworem wodorotlenku
sodowego, a nastgpnie z 4% wodno-dioksanowym roztworem NaOH (tab. 1).
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Tab. 1. Wplyw stosunku dioksanu do wody na wydajnos$c i stopien enzymatycznego scukrzenia
masy celulozowej, otrzymanej po wstgpnym przygotowaniu trocin bukowych

The influence of the proportion of dioxan to water on the efficiency and degree of enzymatic
saccharification of cellulosic mass after the pretreatment of beech sawdust

Seokntich Wydajnosé masy Stopien scukrzenia masy celulozowej w % po:
dioksan : woda w % 1 godzinie 24 godzinach
0:100 70,2 142 38,2
20: 80 69,5 15,0 41,2
40 : 60 62,3 25,5 75,0
60 : 40 67,2 1916 4973
80:20 76,5 10,4 34,1

Temperatura obrobki 160°C, stezenie NaOH w roztworze 4%, czas dzialania 45 min.

Tab. 2. Wplyw temperatury obrobki trocin bukowych na wydajnos¢ i stopien scukrzenia masy

celulozowej

The influence of the temperature of pretreatment of beech sawdust on the efficiency and degree

of enzymatic saccharification of cellulosic mass

Temperatura Wydajnoé¢ masy Stopien scukrzenia masy celulozowej w % po:
o w % 1 godzinie 24 godzinach
140 68,1 20,0 65,1
160 62,3 25,6 75,0
170 58,8 26,2 80,2

Stezenie NaOH w roztworze 4%, stosunek dioksan : woda 2 : 3, czas obrobki 45 min.

Okazalo sig, ze zarowno wysoka zawarto$¢ dioksanu (80% roztwor), jak i jego
brak, wplywaja negatywnie na zwigkszenie podatnosci otrzymanej masy lig-
nocelulozowej na enzymatyczna hydrolize. Najlepsze wyniki uzyskano, gdy
stosunek dioksanu do wody wynosil 4: 6.

Shimizu i Usami(7) badajac wpltyw metanolu na delignifikacje substratow
lignocelulozowych stwierdzili, ze optymalny stosunek metanolu do wody
w zaleznosci od rodzaju drewna, wahal si¢ od 4: 1 do 1: 1. Gdy stezenie metanolu
wynosito mniej niz 40% obserwowano gwaltowne obnizenie stopnia delig-
nifikacji substratu lignocelulozowego i stopnia scukrzenia celulozy.

Temperatura. Trociny bukowe byly ogrzewane w 4% wodno-dioksanowym
rozworze wodorotlenku sodowego przez 45 min. w temperaturze 140, 160
i 170°C. Wyniki wydajnosci masy celulozowej i jej podatnosci na enzymatyczna
hydrolize¢ przedstawiono w tabeli 2. Wzrostowi temperatury towarzyszylo
obnizenie si¢ wydajno$ci masy celulozowej, a jednoczesnie wzrastala podatnosc¢
celulozy na enzymatyczna hydrolize. Dalsze zwigkszanie temperatury bylo
niecelowe, poniewaz nastgpowaly znaczne ubytki masy celulozowej. Marton
i Granzow (3) stosujac wodno-etanolowy roztwor 1:1 wodorotlenku sodo-
wego do otrzymywania pulpy celulozowej najlepsze wyniki uzyskali w zakresie
temperatur 160-175°C.
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Tab. 3. Wplyw czasu obrébki trocin bukowych 4% wodno-dioksanowym ‘roztworem NaOH
na wydajno$é masy celulozowej i stopien jej scukrzenia
The influence of the time of pretreatment of beech sawdust with 4% water-dioxan solution
of NaOH on the efficiency and degree of enzymatic saccharification of cellulosic mass

Czas obrébki Wydajnoé¢ masy Stopien scukrzenia masy celulozowej w % po:
min w.% | godzinie 24 godzinach

20 73,6 21,3 66,5

45 62,3 26,2 80,2

90 58,8 30,1 93,7

180 55,2 28,8 91,9

Temperatura obrobki 170°C, stosunek dioksan : woda 2 : 3.

Tab. 4. Wplyw stezenia roztworu wodorotlenku sodowego na wydajnos¢ i stopien scukrzenia masy
celulozowej otrzymanej z trocin bukowych
The influence of concentration of the solution of sodium hydroxide on the efficiency and degree of
enzymatic saccharification of cellulosic mass obtained from beech sawdust

Stezenie NaOH w roztworze Wydajnosé masy Stopien scukrzenia masy celulozowej w % po:
%% w % 1 godzinie 24 godzinach
1 76,6 8,7 304
2 68,8 7.9 31,9
3 64,5 25,0 62,5
4 62,3 293 88,0
Czas obrébki 120 min., stosunek dioksan : woda 1 : 1, temperatura dziatania 160°C.

Czas obrébki. W tabeli 3 podano wplyw czasu obrobki trocin bukowych
w temperaturze 170°C wodno-dioksanowym roztworem NaOH na wydajnos¢
i podatnos¢ otrzymanej masy celulozowej na enzymatyczna hydrolize. Naj-
korzystniejsze wyniki uzyskano podczas 90 minutowego dzialania roztworem,
gdyz przy wydajnosci 58,8% uzyskano 93,7% scukrzenia weglowodanow
zawartych w masie celulozowej. Wydhluzenie czasu dzialania powodowalo
obnizenie wydajnos$ci masy celulozowej, a nie wywolywato wzrostu dynamiki
scukrzenia celulozy enzymami celulolitycznymi.

Stezenie wodorotlenku sodowego. Wodorotlenck sodowy spelnfa decydujaca
rolg w procesie wstepnego przygotowania celulozy trocin bukowych do enzy-
matycznej hydrolizy. Powoduje on delignifikacj¢ substratu lignocelulozowego
stymulowana obecnoscia rozpuszczalnika organicznego, jak rowniez pecznienie
celulozy, co zwiazane jest ze wzrostem jej powierzchni wiasciwej, a tym samym
wigkszym kontaktem enzymow z celuloza. Z danych przedstawionych w tabeli
4 wynika, ze stezenie NaOH w roztworze do 2%, przy module trocin do roztworu
1:5, pozwalalo na enzymatyczne scukrzenie celulozy tylko w 31,9%. Dopiero
wzrost stezenia NaOH do 3%, a naste¢pnie do 4% spowodowal wydatny wzrost
scukrzenia celulozy trocin bukowych.

Wysoki stopien scukrzenmia celulozy trocin bukowych otrzymanych po
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dziataniu wodno-dioksanowym roztworem wodorotlenku sodowego przy sto-
sunkowo niewielkim zuzyciu preparatu celulolitycznego wskazuje na duza
skuteczno$¢ tej metody obrobki substratow lignocelulozowych. Wada tej
metody jest jednak znaczne zuzycie NaOH oraz koniecznos$¢ regeneracji
dioksanu. Dioksan mozna zastapi¢ rowniez innymi rozpuszczalnikami organicz-
nymi, jak metanol, etanol czy aceton (7), o nizszej temperaturze wrzenia niz
dioksan. Efekty enzymatycznej hydrolizy otrzymanej masy celulozowej beda
podobne. Jezeli wodorotlenek sodowy zastapimy innymi katalizatorami przy-
spieszajacymi delignifikacje substratu lignocelulozowego jak np. NH,OH, HCI,
AICl, i inne, efekty zwiazane ze zwigkszeniem powierzchni wiasciwej celulozy
w porownaniu do NaOH beda znacznie mniejsze. Konsekwencja tego bedzie
wydluzenie czasu enzymatycznej hydrolizy dla osiagnigcia tego samego stopnia
scukrzenia celulozy lub konieczno$¢ stosowania preparatu celulolitycznego
o kilkakrotnie wyzszej aktywnosci.

Optymalne warunki wstgpnego przygotowania substratow lignocelulozo-
wych rozpuszczalnikami organicznymi zaleza zarowno od rodzaju tych sub-
stratow, jak i warunkow dzialania. Lipinsky (1) podaje nastepujace parametry
dzialania: temperatura 165-225°C, stosunek cieczy do ciala stalego 4:1120:1,
zawartos¢ alkoholu w uzytej mieszaninie okolo 50%, czas ogrzewania 0,5-12
godzin. Szczegdlnie trudne w obrobece sa trociny drzew iglastych, dlatego
zastosowano wysoka temperatur¢ obrobki, przy nizszych temperaturach wy-
dluza sie czas trwania procesu.

W wyniki przeprowadzonych badan okreslono optymalne wyrunki dla
wstepnego przygotowania trocin bukowych do enzymatycznej hydrolizy celu-
lozy. Proces ten prowadzono z zastosowaniem wodno-dioksanowego roztworu
wodorotlenku sodowego, stosujac nastepujace parametry: stosunek dioksanu do
wody 2: 3, modut trociny — roztwor 1: 5, stezenie wodorotlenku sodowego 4%,
czas ogrzewania 90 min., temperatura obrobki 170°C. Enzymatyczna hydrolize
masy celulozowej otrzymanej w wyniku przedstawionego procesu obrobki
wstepnej, prowadzono za pomoca enzymow celulolitycznych otrzymanych
z hodowli Fusarium sp. 27, uzyskujac ponad 90% scukrzenia celulozy.
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PE3IOME

BbUTH yCTAHOBJIEHBI ONTHMAJIBHBIE YCJIIOBHS BCTYIHTEIBHON NMOArOTOBKH GYKOBBIX OMHIIOK
JUIst (pEPMEHTATHBHOTO THPOJIM3a HEJUI0J103bl. [Iponece moAroTOBKM ONUIIOK NPOBOIKIICS C IPH-
MEHEHHEM BOJIHO-/IHOKCAHOBOI'O PACTBOPA MMAPOOKHCH HATPHUS, IIPUTOTOBJICHHOTO B CJICYIOIIMX
MPOTIOPIMSIX: COOTHOLICHHE TUOKCAHA M BOABI 2:3, KOHLEHTpAUMs TMApPOOKHcH HaTpusi 4%,
MO/TyJIb ONMJIOK pacTBop 1 : 5. Onuiku, Ha KOTOPBIE BO3/ICHCTBOBAJI BOIHO-THOKCAHOBBII PACTBOP
THIPOOKHCH HaTpHs, 06orpeBanuce 3aTeM B Teuenue 90 munyT B Temnepatype 170°C B ctanbHOM
aBTOKJIaBE EMKOCTBIO 250 cM?, MOrpyKeHHOM B MacisiHyio BaHHY. (DepPMEHTATHBHBIA IMAPOJIH3
LEJUTFOJIO3HOM MAcChl, MOJIyYCHHOW B pe3yJibTaTe MPEACTABICHHOIO 3/eCh IMpOoIecca BCTYIH-
TeJIbHOM 06paboTKH, IPOBOAMIICS € TIOMOIIIBIO HEJUTIOJISAPHBIX (DEPMEHTOB M3 KYJIbTYPBI IITAMMA
Fusarium sp. 27. Beuto mosyueno cebime 90% ocaxapeHus Me/UTIoN03bl.

SUMMARY

Optimum conditions for pretreatment of beech suwdust for enzymatic hydrolysis of cellulose,
were determined. The process of preparing the sawdust was going on using water-dioxan solution of
sodium hydroxide which was prepared in the following proportions: dioxan : water = 2:3,
concentration of sodium hydroxide of 4%, modulus of sawdust : solution = 1:5. Beech sawdust
flooded with water-dioxan solution of sodium hydroxide, was heated for 90 minutes in the tem-
perature of 170°C in a steel autoclave with the volume of 250 cm® immersed with oil bath. Enzymatic
hydrolysis of cellulose mass obtained in this pretreatment, was carried out with the help of cellulosic
enzymes from the culture of the Fusarium strain, sp. 27, obtaining over 90% of saccharification of
cellulose.
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