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OTRZYMYWANIE BIOETANOLU
Z. SUROWCOW ZAWIERAJACYCH CELULOZE
Z WYKORZYSTANIEM CIECZY JONOWEJ

RECEIVING OF BIOETHANOL FROM RAW MATERIALS
CONSISTING OF CELLULOSE WITH THE IONIC LIQUID UTILISATION

Streszczenie. Celem pracy byla ocena wplywu obrobki wstgpnej celulozy mikrokrystalicznej
i bawelny octanem 1-etylo-3-metyloimidazolu na strukture krystaliczng oraz wydajnos¢ hydrolizy
i fermentacji etanolowej tych surowcow. Ponadto wstepnie oceniono przydatno$é tej cieczy jo-
nowej do obrobki stomy zytniej. Wykazano, ze wstgpna obrobka surowcow celulozowych: ba-
welny i celulozy mikrokrystalicznej octanem — ciecza jonowa powoduje rekrystalizacje tych
materialow od struktury I do struktury Il oraz zmniejszenie krystalicznosci wzgledne;j, jednak nie
wplywa na efektywnos$¢ produkcji etanolu. Octan 1-etylo-3-metyloimidazoliowy nie hamuje
rozwoju komorek drozdzy oraz nie wplywa negatywnie na zywotno§¢ komorek. Obrobka stomy
zytniej ciecza jonowa umozliwia hydrolize enzymatyczng tego surowca, jednak wydajnos¢ etano-
Iu z 1 g tak uzyskanej glukozy jest dwukrotnie mniejsza niz w przypadku celulozy mikrokrysta-
licznej i bawelny.

Slowa kluczowe: bioetanol, stoma zytnia, baweina, celuloza mikrokrystaliczna, hydroliza enzy-
matyczna

Wstep

Gtownymi gatunkami roslin bedacymi surowcami do produkcji bioetanolu w §wie-
cie sg: trzcina cukrowa — w Ameryce Poludniowej (w tym gtdwnie w Brazylii), kukury-
dza — w USA i Kanadzie, kukurydza, zboza, burak cukrowy (melasa) i ziemniaki —
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w krajach UE (NOWACKI 2007, GUMIENNA i IN. 2009, SZYMANOWSKA i GRAJEK 2009).
O wyborze poszczegdlnych gatunkow w kazdym kraju powinny decydowaé gltownie
lokalne warunki klimatyczne i glebowe, koszty uprawy, konkurencyjnos$¢ innych ryn-
kéw zbytu, wydajnosé spirytusu uzyskiwana z jednostki powierzchni uprawy oraz po-
tencjatl i stabilno$¢ plonowania kazdego z gatunkow. Z tych powoddéw wydaje sig, iz
perspektywicznymi surowcami do produkcji bioetanolu sg materiaty lignocelulozowe.
Nalezg one do biomasy roslinnej, ktéra zajmuje kluczowsg pozycje wsrod surowcow
odnawialnych. Ich roczna produkcja wynosi okoto 170 mld t, z czego okoto 75% sta-
nowia weglowodany, 20% lignina, a pozostale sktadniki zaledwie 5% (BURCZYK 2009).
Najpopularniejsze zrodla surowca celulozowego, takie jak: drewno, stoma zboz, trawy
i odpady przemystlu owocowo-warzywnego zawieraja znaczne ilosci hemicelulozy
(24-40%) 1 ligniny (18-25%). Zawarto$¢ celulozy miesci si¢ w granicach 40-55%
(MALHERBE i CLOETE 2002, SUN i CHENG 2002). Za najpowazniejsze ograniczenie
w wykorzystaniu ligninocelulozy jako surowca do produkcji bioetanolu uwaza si¢ pro-
blemy z hydroliza celulozy do cukréw podlegajacych fermentacji alkoholowej. Dostgp-
no$¢ substratu celulozowego dla enzymow zalezy przede wszystkim od jego struktury,
ilosci miejsc amorficznych, w ktorych enzymy latwiej trawia wigzania fB-1,4-glikozy-
dowe, stopnia polimeryzacji i zawartosci ligniny. Lignina nieodwracalnie wigze miejsca
aktywne enzymow celulolitycznych, istotnie zmniejszajac wydajnos¢ reakcji hydrolizy
celulozy (BERLINI i IN. 2006). Z tego wzgledu niezbgdnym pierwszym etapem pozyski-
wania etanoluz surowcéw lignocelulozowych jest obrobka wstepna majaca na celu
zwigkszenie dostepnosci celulozy dla enzymow celulolitycznych. Obiecujacym sposo-
bem przeprowadzenia obrobki wstgpnej moze by¢ zastosowanie cieczy jonowych.
Zwiazki te, okreslane jako sole o temperaturze topnienia ponizej temperatury wrzenia
wody, zbudowane sg zasadniczo z duzych kationow organicznych o matej symetrii oraz
mniejszych anionéw zaro6wno organicznych, jak i nieorganicznych (DADI i IN. 2007,
FUKAYA 1 IN. 2008, ZHAO i IN. 2009). Ciecze jonowe moga by¢ wykorzystywane jako
rozpuszczalniki surowcow lignocelulozowych. Po zastosowaniu nierozpuszczalnika,
ktoérym najczgsciej jest woda, ale mogg by¢ rowniez metanol lub etanol, nastgpuje wy-
tracenie tzw. regenerowanej celulozy (DADI 1 IN. 2007). Taka obrébka wstepna przy-
czynia si¢ do rozluznienia struktury celulozy. Uzyte w taki sposob ciecze jonowe nie
hamuja hydrolizy enzymatycznej i mozna ich powtornie uzywa¢ w nastgpnych proce-
sach obrobki wstgpnej materiatdow lignocelulozowych (FUKAYA 1 IN. 2008). Wada
znacznej czgsci cieczy jonowych (gtdownie zawierajacych jony chlorkowe) jest ich duza
lepko$¢ w temperaturze pokojowej, co sprawia, iz obrobke celulozy nalezy prowadzi¢
w podwyzszonej temperaturze. Z kolei niskolepkie mrowczany sg relatywnie nietrwate
w podwyzszonej temperaturze i rozktadaja si¢ z wydzieleniem ditlenku wegla (FUKAYA
i1IN. 2008).

Celem pracy byla ocena wptywu obrobki wstepnej celulozy mikrokrystalicznej
i bawelny octanem 1-etylo-3-metyloimidazolu na strukturg krystaliczng oraz wydajnosc
hydrolizy i fermentacji etanolowej tych surowcow. Ponadto wstgpnie oceniono przydat-
no$¢ tej cieczy jonowej do obrobki stomy zytnie;j.
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Material i metody

Materiat badawczy stanowily: celuloza mikrokrystaliczna Avicel PH 101 firmy
BASF, bawelna surowa z firmy ZPB ,Frotex” S.A. oraz stoma zytnia pochodzaca
z gospodarstwa rolnego w Krytnie (woj. zachodniopomorskie), w ktorym stosuje si¢
konwencjonalne metody uprawy zbdz. Surowce poddano rozdrobnieniu w mtynku kolo-
idalnym do konsystencji proszku o wielkoS$ci ziaren nie przekraczajacej 100 um.

Obrobke wstepng prowadzono za pomoca octanu 1-etylo-3-metyloimidazolu (Sigma
Aldrich) zgodnie z procedurg zaproponowana przez ZHAO i IN. (2009). W tym celu do
100 mg surowca dodawano 5 ml cieczy jonowej i inkubowano catos¢ w temperaturze
120°C przez 30 min. Uzyskany lepki roztwor chlodzono do temperatury pokojowej,
dodawano 5 ml wody dejonizowanej i wytrzasano przez 30 min. Otrzymany uktad dwu-
fazowy separowano poprzez wirowanie (15 min, 5000 obr/min). Procedur¢ wytrzasania
i odwirowywania powtarzano trzykrotnie, az do momentu catkowitego usunigcia cieczy
jonowej. Tak przygotowany materiat zawieszano w 10 ml wody i poddawano hydrolizie
enzymatycznej z uzyciem preparatu enzymatycznego celulazy z Trichoderma reesei
firmy Sigma Aldrichw dawce 50 pug na 100 mg surowca. W procesie fermentacji alko-
holowej wykorzystano szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae rasy Red Star Ethanol
Red. Fermentacje prowadzono przez 72 h w temperaturze 35°C.

Zawarto$¢ cukrow prostych i etanolu oznaczano technika chromatografii cieczowej
(HPLC) na chromatografie cieczowym Merck-Hitachi (zestaw: automatyczny podajnik
prob Merck-Hitachi L-7250, pompa Merck-Hitachi L-7100 z detektorem RI Merck-
-Hitachi L-7490). Do oznaczen uzyto kolumny Aminex HPX-87P 300 x 7,8 mm (Bio-
-Rad). Jako eluent stosowano H,O, przy przeptywie 0,6 ml/min, izokratycznie. Ozna-
czenia prowadzono w temperaturze 85°C. Do oznaczen etanolu i kwaséw organicznych
uzyto kolumny Rezex ROA-Organic Acid H+ 300 x 7,8 mm (Phenomenex). Jako eluent
stosowano 0,001M H,SO,, przy przeplywie 0,6 ml/min, izokratycznie. Oznaczenia
prowadzono w temperaturze 50°C. W obydwu przypadkach proby nanoszono na ko-
lumne w ilo$ci 30 ul. Identyfikacji jakosciowej i iloSciowej dokonano metodg standardu
zewngtrznego z wykorzystaniem powierzchni pikéw (pomiar i integracja komputerowa
z zastosowaniem Chromatography Data Station Software, Merck-Hitachi).

Liczebnos¢ i zywotnos¢ drozdzy w inokulacie i zacierze odfermentowanym ozna-
czano metoda bezposrednig, pod mikroskopem $wietlnym z zastosowaniem komory
Thoma, z uzyciem roztworu bigkitu metylenowego o stezeniu 0,01%.

Strukture krystaliczng badano metoda szerokokatowej dyfraktometrii rentgenow-
skiej za pomocg aparatu Bruker AXS D8 Advance monochromatorem germanowym
i detektorem paskowym krzemowym. Proby skanowano w zakresie katow 26 od 5 do
30° (krok: 0,02 26, czas na krok: 3 s). W badaniach zastosowano promieniowanie mie-
dziowe CuKa.

Wydajnos¢ etanolu (Ygon) obliczono zgodnie ze wzorem:

Yxon (%) = EtOH/G - 100%
gdzie:

EtOH — przyrost stgzenia etanolu w zacierze (g/1),
G — ilo$¢ glukozy w zacierze (g/1).
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Wyniki i dyskusja

Struktura krystaliczna celulozy jest uwazana za jeden z kluczowych czynnikow
ograniczajacych jej podatnos¢ na hydroliz¢. Bardzo duza krystaliczno$¢ wiokien celulo-
zy powoduje ograniczenie dostepu enzymow celulolitycznych do ich wnetrza i zmniej-
sza w ten sposob efektywno$é hydrolizy. Obrobka przeprowadzona za pomoca octanu
1-etylo-3-metyloimidazoliowego spowodowata znaczgce zmianyw strukturze krysta-
licznej bawelny i celulozy mikrokrystalicznej. Obydwa surowce w postaci natywnej to
tzw. celuloza I wykazujaca w badaniu rentgenowskim trzy charakterystyczne piki dla
katow odbtysku 26: 15°, 17° 1 22,7° (BORYSIAK i DOCZEKALSKA 2005). Po obrobce
wstepnej nastgpito nie tylko zmniejszenie stopnia krystalicznosci badanych surowcow,
lecz takze ich rekrystalizacja. Na rentgenogramach celulozy i bawelny poddanych ob-
robee ciecza jonowa (rys. 1 i 2) wystgpowaty piki przy katach odbtysku 26 12,5°, 20°
i 22°, co odpowiada strukturze tzw. celulozy II (BORYSIAK i DOCZEKALSKA 2005).
Krystalicznos¢ wzgledna, definiowana jako stosunek pola powierzchni pikow w widmie
rentgenowskim (NARA i IN. 1978) polisacharydow obrobionych ciecza jonowa do ich
natywnych odpowiednikéw, wynosita 52,2% dla celulozy i 86,4% dla bawelny.

N
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celuloza natywna celuloza obrabiana
native cellulose pretreatment cellulose

Rys. 1. Rentgenogramy celulozy mikrokrystalicznej natyw-
nej i obrabianej ciecza jonowa

Fig. 1. X-ray diffraction patterns of microcrystalline cellu-
lose native and after treatment with ionic liquid

DADI i IN. (2007) w wyniku obrobki celulozy za pomoca chlorku 1-butylo-3-mety-
loimidazoliowego lub 1-alkilo-3-metyloimidazoliowego uzyskali zmniejszenie stopnia
jej krystalicznoéci badz pelng morfizacje w zaleznosci od stezenia w czasie obrobki.
ZHAO i IN. (2009) réwniez donoszg o zmniejszeniu stopnia krystalicznosci celulozy
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Rys. 2. Rentgenogramy bawelny natywnej i obrabianej cie-
€z3 jonowa

Fig. 2. X-ray diffraction patterns of cotton native and after
treatment with ionic liquid

0 58-75% w wyniku jej obrobki roznymi cieczami jonowymi, jednak wydaje sig, iz dla
podatnosci materiatu celulozowego na hydrolize enzymatyczng redukcja stopnia krysta-
licznos$ci ma mniejsze znaczenie niz sam fakt obrobki cieczg jonowa (ZHAO i IN. 2009,
DADI i IN. 2007). Potwierdzaja to réwniez PARK i IN. (2010), wskazujac na kluczowa
role rozwinigcia powierzchni celulozy.

Przeprowadzone badania procesu hydrolizy i fermentacji wykazaly, ze obrobka ce-
lulozy mikrokrystalicznej ciecza jonowa miata niewielki wptyw na efektywno$¢ pro-
dukcji etanolu (rys. 3 i 4). Z wszystkich surowcoéw zawierajacych czysta celuloze uzy-
skano po procesie hydrolizy stezenie glukozy na poziomie 11,5-12,3 g/l oraz stezenie
etanolu po fermentacji 4,2-4,4 g/ (rys. 3). Stoma Zytnia, ktora w postaci natywnej byta
w ogole niepodatna na hydrolize, w wyniku obrobki ciecza jonowa uzyskata podatnosé
na dziatanie celulazy, jednak w tym przypadku uzyskano st¢zenie glukozy jedynie na
poziomie 6,7 g/l i stgzenie etanolu 1,4 g/l (rys. 3).

Obrodbka cieczg jonowa nie miata negatywnego wptywu na przebieg fermentacji, na co
wskazuja uzyskane wartosci liczebnosci komoérek drozdzowych (tab. 1). Jednak zaobser-
wowano do$¢ male wartoéci zywotnosci drozdzy, co bylo prawdopodobnie zwigzane
z quasi-gtodowymi warunkami wzrostu (mate stezenie glukozy, brak zrodta azotu).

Wydajno$¢ etanolu z jednostki masy glukozy uwolnionej z surowca (rys. 4) prze-
kroczyta wartos¢ 35% jedynie w przypadku surowcoéw niezawierajacych komponentu
ligninowego. W przypadku stomy Zzytniej uzyskano jednie 0,2 g etanolu z 1 g glukozy.
Byto to zwigzane prawdopodobnie z niepelnym usunig¢ciem ligniny w wyniku obrobki
ciecza jonowa.
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Rys. 3. Stezenie glukozy po hydrolizie i etanolu po fermentacji ré6znych
surowcow: CN — celuloza natywna, CR — celuloza obrabiana ciecza jono-
wa, BR — bawelna obrabiana cieczg jonowa, SR — stoma zytnia obrabiana
ciecza jonowa

Fig. 3. Concentration of glucose after hydrolysis and ethanol after fermen-
tation of different raw materials: CN — native cellulose, CR — cellulose af-
ter treatment with ionic liquid, BR — cotton after treatment with ionic lig-
uid, SR — rye straw after treatment with ionic liquid
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Rys. 4. Wydajnos¢ etanolu z glukozy powstatej w wyniku hy-
drolizy réznych surowcow: CN — celuloza natywna, CR — ce-
luloza obrabiana ciecza jonowa, BR — bawelna obrabiana cie-
cza jonowa, SR — stoma zytnia obrabiana cieczg jonowa

Fig. 4. Ethanol yield from glucose released by hydrolysis of
different raw materials: CN — native cellulose, CR — cellulose
after treatment with ionic liquid, BR — cotton after treatment
with ionic liquid, SR — rye straw after treatment with ionic
liquid
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Tabela 1. Liczebnos$¢ i zywotnos¢ komorek drozdzowych po 72 h fermentacji
Table 1. Cell number and viability of yeast after 72 h of fermentation process

Probka Liczebnosé (jtk/ml) Zywotnos¢é
Viability
Sample Number (cfu/ml)
(%)

Celuloza natywna 6,84:10° 74,4
Native cellulose
Celuloza obrabiana cieczg jonowa 2,1-10° 81,6
Cellulose after treatment with ionic liquid
Bawetna obrabiana ciecza jonowa 3,1-10° 94,2
Cotton after treatment with ionic liquid
Stoma zytnia obrabiana ciecza jonowa 2,41-10° 12,8
Rye straw after treatment with ionic liquid

Whioski

1. Wstepna obrobka surowcow celulozowych: bawelny i celulozy mikrokrystalicznej
octanem 1-etylo-3-metyloimidazoliowym powoduje rekrystalizacj¢ tych materialow od
struktury I do struktury II oraz zmniejszenie krystalicznosci wzgledne;.

2. Obrobka celulozy mikrokrystalicznej cieczg jonowa nie wpltywa na efektywnosé
produkcji etanolu z tego surowca.

3. Octan 1-etylo-3-metyloimidazoliowy nie hamuje rozwoju komorek drozdzy oraz
nie wptywa negatywnie na zywotnos$¢ komorek.

4. Obrobka stomy zytniej ciecza jonowa umozliwia hydroliz¢ enzymatyczna tego su-
rowca, jednak wydajno$¢ etanolu z 1 g tak uzyskanej glukozy jest dwukrotnie mniejsza
niz w przypadku celulozy mikrokrystalicznej i bawelny.
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RECEIVING OF BIOETHANOL FROM RAW MATERIALS
CONSISTING OF CELLULOSE WITH THE IONIC LIQUID UTILISATION

Summary. The main purpose of the work was to evaluate the influence of the pretreatment of
microcrystalline cellulose and cotton with 1-ethyl-3-methylimidazolium acetate on the hydrolysis
and ethanol fermentation of these raw materials. Moreover, the usability of 1-ethyl-3-methylimi-
dazolium acetate for the pretreatment of rye straw was estimated. It was found that the pretreat-
ment of cotton and microcrystalline cellulose with the ionic liquid results in recrystallization of
these materials from the structure of cellulose I to the cellulose II, as well as in the reduction of
their relative crystallinity. However, no effect on the effectiveness of ethanol production has been
found. 1-Ethyl-3-methylimidazolium acetate does not inhibit the growth of the yeast cells, and
does not negatively influence their viability. Pretreatment of the rye straw with ionic liquid ena-
bles the enzymatic hydrolysis of this raw material. Nevertheless, the ethanol productivity from 1 g
of glucose obtained that way was twice lower than in the case when microcrystalline cellulose or
cotton were used as raw materials.

Key words: bioethanol, rye straw, cotton, microcrystalline cellulose, enzymatic hydrolysis
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