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1. Wprowadzenie do monografii
- wytwarzanie nosnikow energii w procesach
biorafineryjnych

Janusz Golaszewski

Biopaliwa i bioenergia to produkty proceséw biorafineryjnych, analogicz-
nych do proceséw rafinerii petrochemicznej. Przetworstwo biorafineryjne za-
ktada wieloproduktowos$¢ w efekcie pewnej kaskady szeregowych lub réwno-
legtych procesow przetworczych. Glownym produktem biorafinerii, ktora jest
nowg instalacja przemystu biosurowcéw, moze byc¢ biopaliwo (np. etanol),
a w dalszej kolejnosci inne bioprodukty (biochemikalia, biomateriaty) lub tez
glowny produkt biorafinerii moze nie by¢ energetyczny, lecz komplementar-
ny — produkty energetyczne (biopaliwo, bioenergia). Szczegélny potencjal
rozwojowy przypisuje sie procesom wytwarzania etanolu II generacji z bio-
masy lignocelulozowej pochodzacej z plantacji agroenergetycznych. Przy
czym produkcja tego typu surowca nie konkuruje z uprawami roslin na cele
paszowe i spozywcze, gdyz moze byé prowadzona na gruntach o niskiej
zyznoS$ci (marginalnych, zdegradowanych).

Przyjmuje sie, ze wykorzystanie energii ze zZrodel odnawialnych bedzie sie
systematycznie zwiekszalo, a dominujacym Zrédtem pozostanie biomasa.
Jednakze udziat biomasy w strukturze zuzycia energii ze zZrédet odnawial-
nych bedzie malal w miare, jak coraz wigekszy potencjat biomasy bedzie
wykorzystywany na wytwarzanie produktéow innych niz energia (biochemi-
kalia, biomateriaty). Wspétczesne wykorzystanie olejow roslinnych, ziarna
zboz i trzciny cukrowej do produkeji biopaliw ma wymiar globalny; z jednej
strony sprzyja dywersyfikacji zrédet energii i poprawia bezpieczenstwo ener-
getyczne, z drugiej — moze skutkowacé wyczerpywaniem strategicznych zaso-
boéw zywnoSciowych §wiata. Przeznaczanie tych surowcow roslinnych na cele
energetyczne moze powodowac trudnosci w zbilansowaniu Swiatowego rynku
zboz, roslin paszowych i oleistych. W przypadku produkcji bioetanolu docho-
dza do tego oczywiste ograniczenia ekologiczne rozwoju technologii produkcji
z tradycyjnych zZrédet biomasy, kwestionowany wkitad tego paliwa w redukcje
emisji gazéw cieplarnianych, a takze mata konkurencyjnosé¢ cenowa wzgle-
dem benzyny (Stolarski, Gotaszewski 2015).

Aktualne priorytety rozwojowe rynku biopaliw w Unii Europejskiej i na
Swiecie sa zorientowane na wykorzystanie surowca lignocelulozowego. Jest
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to tradycyjne zrodto energii a jego naturalnym bogatym zZrédlem sg lasy.
Jednakze w tym przypadku wystepuja ograniczenia ekonomiczne, wynikaja-
ce m.in. z dlugiego czasu niezbednego do odtworzenia drzewostanu oraz
wysokiej wartosci przemystowej drewna, co sprawia, ze energetycznie wyko-
rzystuje sie glownie pozostalosci. Istotne sa tez wzgledy Srodowiskowe,
w tym nadrzedna rola lasu w globalnej cyrkulacji wegla (Gotaszewski i in.
2014). Jako przysztoSciowe Zrodta biomasy lignocelulozowej wskazuje sie
uprawy roflin drzewiastych o krotkiej rotacji (SRWC — short rotation woody
crops) oraz lignocelulozowe odpady przemystu rolno-spozywczego. Wsrod zro-
del roslinnych surowca wymieni¢ nalezy szczegélnie te ekotypy, ktore nie
stanowig konkurencji dla produkcji zywnosciowej, a jednoczeSnie moga sta-
nowic¢ o celowosci wykorzystania gruntow o niskiej zyznos$ci. Walor niskich
wymagan glebowych majg m.in. takie rosliny takie, jak: Salix sp., Populus
sp. oraz Robinia pseudoacacia L.

Proces produkcji etanolu jest znany od wiekow, ale pierwsze jego zastoso-
wanie w transporcie do napedu samochodéw Forda miato miejsce pod koniec
XIX wieku (Kovarik 1998). W kolejnych dziesigcioleciach etanol rolniczy nie
stanowit jednak alternatywy dla benzyny z uwagi na réznice w cenie. Rozwo-
jowi tej technologii nie sprzyjal réowniez brak programéw prosrodowisko-
wych, stymulujacych jego pozyskanie z trudniejszych w przetworstwie etano-
lowym surowcow lignocelulozowych. Nalezy podkreslié, ze bioetanol I generacji
jest istotnym elementem paliwowego portfolio w Stanach Zjednoczonych (ku-
kurydza) i Brazylii (trzcina cukrowa). W Stanach Zjednoczonych wzrost za-
potrzebowania przemystu bioetanolowego na ziarno kukurydzy spowodowat
zmiane struktury upraw kosztem soi — rosliny paszowej, co spowodowato
podwyzke cen pasz dla zwierzat i w konsekwencji cen zywnosci (FAOSTAT
2008; Gotaszewski i in. 2010).

Uniwersalny noénik energii (wodoér,
prad elektryczny)

2020

III. Biorafineria zintegrowana: wiele surowcéow,
wiele bioproduktéw, w tym wykorzystanie glonéw
(biopaliwa III generacji)

2010 II. Biorafineria: jeden surowiec, wiele bioproduktéw,

w tym II generacja biopaliw z biomasy lignocelulozowej:
EtOH (etanol), SynDiesel (diesel syntezowy), DME (eter dimetylowy),
SNG (paliwo syntetyczne), 1 inne

1. Biorafineria: jeden surowiec, pojedyncze bioprodukty, w tym I generacja biopaliw:
udoskonalenie proceséw produkcji EtOH (etanol), ETBE (eter etylowo-t-butylowy)
FAME (estry metylowe kwaséw ttuszczowych) i FAEE (estry etylowe kwaséw ttuszczowych),
iinnych.

Rys. 1. Scenariusz rozwoju biorafinerii i generacje biopaliw



Wprowadzenie do monografii... 11

Obecnie na celowo$¢ rozwijania procesow produkeji paliw alternatywnych,
w tym z surowca drzewnego, wskazuja zarowno wzgledy ekonomiczne, jak
i srodowiskowe (Campbell i Laherrere 1998), mimo ze poziom wiedzy w tym
zakresie nie osiagnal jeszcze masy krytycznej skutkujacej powszechnoscig
zastosowan. Aktualnie na Swiecie funkcjonujg dziesigtki instalacji pilotazo-
wych wytwarzania etanolu z lignocelulozy, szczegdlnie w UE, jak réowniez
pojedyncze instalacje komercyjne, w tym we Wioszech, USA i Brazylii'. Mozna
przyjaé, ze implementacja rynkowa biorafinerii lignocelulozowej wytwarzaja-
cych paliwa II generacji osiagneta faze II, w ktorej procesy biorafineryjne sa
zorientowane na przetwarzanie pojedynczego surowca i wchodzi w faze III,
w ktorej dokonuje sie integracji surowca i procesow przetworczych o okreslo-
nej platformie chemicznej, podobnie jak w przypadku rafinerii petrochemicz-
nej (rys. 1).

1.1. Struktura monografii

W kolejnych rozdziatach monografii ujeto wyniki badan dotyczace prze-
tworstwa biorafineryjnego lignocelulozy z upraw SRWC do bioetanolu i bio-
energii oraz wstepne opracowania procesowe w zakresie potencjalnych zro-
det innych paliw alternatywnych — furfuralu z lignocelulozy i oleju z glonow.
* Czes¢ I: Etanol celulozowy — uwarunkowania procesowe omawia procesy

biorafineryjne zwigzane z wytwarzaniem etanolu celulozowego.

e Czes¢ II: Autogeneracja energii w biorafinerii lignocelulozowej dotyczy
energetycznego zagospodarowania odpadow poprocesowych w towarzysza-
cych procesach termochemicznych i w mikrobiologicznym ogniwie elektro-
litycznym organicznym oraz etanolu w ogniwie paliwowym DEFC.

e Cze$c III: Furfural przybliza proces wytwarzania furfuralu — w niniejszych
badaniach bioproduktu alternatywnego wzgledem etanolu — oraz walory-
zacje pochodnych furfuralu.

* Czesé IV: Paliwo z glonéw — bioolej opisuje produkcje alg olejowych, pozy-
skiwanie oleju i jego energetyczne wykorzystanie.

1.1.1. Ogodlne zalozenia procesowe wytwarzania
etanolu celulozowego

Wytwarzanie etanolu z masy lignocelulozowej obejmuje kolejne etapy pro-
cesowe, poczawszy od Zrodet surowcowych, jego kondycjonowania i logistyki
poprzez obrobke wstepna i hydrolize enzymatyczna, nastepnie fermentacje

1 Beta Renewables (Wtochy: http:/www.betarenewables.com/), POET (USA: http:/
www.poet.com/pr/first-commercial-scale-cellulosic-plant), IOGEN (Brazylia: http:/www.io-
gen.ca/raizen-project/).
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alkoholows i destylacje etanolu az po mozliwosci wykorzystania pozostatosci
procesowych — zawrocenie fazy cieklej pozostalosci po destylacji do procesu
oraz przetworzenie fazy statej do no$nikow energii (rys. 2).

Logistyka < Surowiec
v
Obrébka wstepna, |4 Recykling wody
hydroliza enzymatyczna
A
v
Fermentacja C5/C6 » Destylacja » Etanol
v
K dukt
Produkt uboczny > Oprot
(energia elektryczna,
para technologiczna)

Rys. 2. Ogolny schemat etapow procesowych wytwarzania etanolu z masy lignocelulozowe;j

Biomasa SRWC, logistyka. W aspekcie produkcyjnym zaklada sie, ze
biomasa SRWC bedzie pozyskiwana z gruntéw niekonkurujacych z produk-
¢ja na cele zywnosciowe, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiego potencja-
tu produkcyjnego biomasy, mozliwosci pozyskiwania w krotkich rotacjach,
latwosci rozmnazania wegetatywnego i zdolnosci do odrostu pedow po wielo-
krotnych zbiorach. Sktad chemiczny surowca lignocelulozowego rézni sie
w zaleznoSci od gatunku. W tabeli 1 przedstawiono wybrane dane porow-
nawcze ilustrujace zasadnicze dysproporcje sktadu chemicznego stomy zbozo-
wej oraz wierzby.

Tabela 1
Analiza poréwnawcza skladu chemicznego slomy pszenicznej i wierzby (% s.m.)
Surowiec Ksylan Araban Galaktoza | Mannoza ILﬂlgnma Popiot
asona
Stoma 23,7 3,1 - - 17,9 3,5
Wierzba 11,1 1,2 1,3 1,1 28,5 1,9

Zrédto: High efficiency consolidated bioprocess technology for lignocellulose ethanol. Raport

projektu HYPE. 2012.
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W aspekcie efektywnosci pozyskiwania duzych iloSci biomasy istotna jest
hodowla tworcza nowych wysoko produktywnych form roslin lignocelulozo-
wych na bazie genotypow roslin energetycznych, takich jak wierzba krzewia-
sta (Salix spp.) i topola (Populus L.) oraz opracowanie adekwatnej technolo-
gii produkcji. Z kolei w aspekcie Srodowiskowym, socjoekonomicznym
i prawnym celowa jest ocena konsekwencji srodowiskowych, dokonanie bi-
lansu socjoekonomicznego oraz ustalenie procedur prawnych zwigzanych
z przygotowaniem inwestycji i funkcjonowaniem biorafinerii. Wymienione
kwestie zwigzane z surowcem, logistyka oraz bilansami Srodowiskowymi,
energetycznymi i ekonomiczno-spotecznymi byty przedmiotem prac badaw-
czych ujetych w monografii ,Zalozenia systemowe funkcjonowania biorafine-
rii lignocelulozowej” (red. Stolarski i Gotaszewski 2015). Dodatkowo, otocze-
nie prawne zwigzane z funkcjonowaniem biorafinerii lignocelulowej przed-
stawiono w publikacji ,Regulacje prawne dotyczace budowy i eksploatacji
biorafinerii lignocelulozowej” (Ziety i Krzykowski 2015).

Obroébka wstepna, hydroliza. Proces obrébki wstepnej jest kluczowym
dla powodzenia rozktadu lignocelulozy do zwigzkow prostych. Szacuje sig, ze
moze stanowi¢ do 25% kosztow catego procesu. Ma na celu degradacje Scian
komoérkowych i poprawe penetracji przez enzymy. Obejmuje proces delignifi-
kacji (separacja ligniny) oraz rozktad hemiceluloz, ktore tworza fizyczna barie-
re wokot celulozy. Degradacja ligniny utatwia rozktad celulozy do cukrow
prostych, ale takze powoduje uwolnienie zwiazkow, ktore moga dziatac¢ tok-
sycznie wzgledem enzymow hydrolitycznych. Drugim istotnym naktadem sa
enzymy. Mimo testowania réznych metod hydrolizy enzymatycznej, w tym
czesto stosowanej z jednoczesnym scukrzaniem i fermentacjg (SSF), oraz
wykorzystania enzymow w réoznych konfiguracjach (np. celulaza, hemicelula-
za, celobiaza) oraz procesem detoksykacji, to ten proces ma wcigz duzy po-
tencjat poprawy efektywnosci.

Proces obrobki wstepnej zalezy od rodzaju biomasy. Obecnie najczeSciej
wykorzystywanym surowcem lignocelulozowym w produkcji etanolu w insta-
lacjach komercyjnych jest stoma z produkcji zb6z oraz surowiec lignocelulo-
zowy pozyskiwany z upraw roslin energetycznych, w tym SRWC. W niniej-
szych badaniach surowiec stanowily glownie zrebki wierzby, a ponadto topoli
1 robinii akacjowej. W procesie kondycjonowania zrebki byty rozdrabniane
i poddane hydrolizie chemicznej w warunkach alkalicznych i kwasowych,
a takze procesowi eksplozji pary wodnej oraz w warunkach wysokiej tempe-
ratury i ci$nienia w zréznicowanym S$rodowisku chemicznym, w tym rozcien-
czonego kwasu ortofosforowego, a nastepnie hydrolizie enzymatycznej. Prace
badawcze w tym zakresie uwzgledniaty:
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1. Wykorzystanie promieniowania jonizujacego w degradacji surowca lignoce-
lulozowego (rozdziat 2).

2. Okreslenie wptywu roztworéw soli nieorganicznych na stopien degradacji
celulozy oraz zmiany w dystrybucji rozmiaru jej ziaren oraz wptyw surfak-
tantow (rozdziat 3).

3. Eksplozja pary wodnej, hydrolize enzymatyczna prowadzono z wykorzysta-
niem przemyslowych preparatéw enzymatycznych Cellic® CTec2 i Cellic®
HTec2 dobierajac eksperymentalnie stezenia enzymow (rozdziat 4 i 5).

4. Analiza poréwnawcza trzech procedur obrébki wstepnej: (i) metoda biolo-
giczna (hodowla Pleurotus ostereatus lub T. versicolor na podtozu z substra-
tem), (ii) hydroliza kwasowa (z kwasem siarkowym, w wariantach z roz-
prezaniem i bez) (iii) alkaliczna (rozdzial 6).

Fermentacja etanolowa. Proces fermentacji etanolowej przebiega na
pozor analogicznie jak w przypadku procesow z klasycznymi substratami
z ro$lin skrobiowych i cukrowych. Problem polega na tym, ze przy stosowa-
nej zazwyczaj 10% zawartoSci suchej masy w substracie, wydatek alkoholu
nie przekracza 2-3% (w/w), a generuje wysokie koszty wykorzystanej ener-
gii, w tym na pretreatment i destylacje. Hydrolizaty lignocelulozy zawieraja
zarowno heksozy (C6) jak i pentozy (C5). Klasyczne drozdze Saccharomyces
cerevisiae nie prowadza fermentacji pentoz. Wcigz na etapie badawczym sg
organizmy zmutowane lub genetycznie modyfikowane po katem fermentacji
pentoz, przy czym szacunki dowodza, iz teoretyczne zwigkszenie ilosci etano-
Iu poprzez sfermentowanie wszystkich dostepnych cukréow moze byé o 30%
wigksze (Viikari i in. 2007). W badaniach prezentowanych w niniejszej mo-
nografii testowano 5 szczepow drozdzy predysponowanych do fermentacji
pentoz oraz 4 szczepy drozdzy przemystowych z gatunku S. cerevisiae, jed-
nak zadne z nich nie przyczynity sie do istotnego zréznicowania w iloSci
uzyskanego etanolu. Zdecydowanie korzystniejszy efekt dato ptukanie hydro-
lizatu w wodzie — sprawno$¢ fermentacji zwiekszyta sie o 30%. Zatezanie
hydrolizatu przed fermentacjg pozwolito na uzyskanie ok. 3% etanolu w od-
fermentowanej brzeczce przy zachowaniu sprawnosci catego procesu na po-
ziomie 60% (rozdziat 8). Analizujac potencjat energetyczny etanolu mozna
przyjaé, ze produkcyjno$¢ procesu moze wynosi¢ 100-300 1 etanolu na 1 tone
suchej masy przy kalorycznosci (wartosé opatowa) 21 MJ/l i wydatku energii
w szerokich granicach 2,3-6,3 GdJ/t. Warto podkreslié, ze analiza poréwnaw-
cza paliw II generacji wytworzonych z tego samego surowca lignocelulozowe-
go metoda biochemiczna (etanol) i termochemiczng (syngaz) dowodzi, iz na
tym etapie rozwoju prowadza one do podobnych wydajnosci (Sims i in. 2010).

Pozostalosci poprocesowe, koprodukty. Przy obecnych cenach rynko-
wych paliw kopalnych proces wytwarzania etanolu z masy lignocelulozowej
musi byé komplementarny wzgledem innych proceséw, ktorych produkty
ostatecznie przesadza o dochodowos$ci przetwarzania. W niniejszych badaniach
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testowano potencjat wykorzystania etanolu w ogniwie paliwowym DEFC, zas
pozostatosci po obréobce wstepnej i hydrolizie (gtéwnie lignina) jako surowiec
energetyczny w procesie zgazowania lub w mikrobiologicznym ogniwie elek-
trochemicznym.

1.1.2. Etanol celulozowy - uwarunkowania procesowe:
zalozenia badawcze, kluczowe wnioski

Obrébka wstepna - promieniowanie jonizujace. Badania mialy na
celu wykazanie, ze promieniowanie jonizujace moze stanowié¢ jedng z technik
obrobki wstepnej materiatow lignocelulozowych. Zaprezentowane wyniki ba-
dan dotyczyty wptywu dawek promieniowania w zakresie od 25 do 600 kGy
na szybko$¢ mielenia, zawartos¢ substancji ekstrahowanych, zawartosé glu-
kozy w ekstrakcie, wlasciwosci termiczne (TG, DSC), wlasciwosci morfolo-
giczne (SEM, mikrotomografia komputerowa) oraz porowato$¢ materiatu
lignocelulozowego (rozdziat 2).

Obrébka wstepna - stopien degradacji celulozy oraz stosowanie
surfaktantéw. Badania miaty na celu okreslenie wptywu roztworéw soli nie-
organicznych na stopien degradacji celulozy oraz zmiany w dystrybucji roz-
miaru jej ziaren. Przedmiotem studiow byl réowniez efekt wspomagania proce-
su degradacji celulozy za pomoca surfaktantéow. Aby ustali¢ optymalne
parametry degradacji, wykonano szereg eksperymentéw wykorzystujacych mi-
krokrystaliczng celuloze oraz roztwory soli nieorganicznych o stezeniach 0,5-4%
w warunkach hydrotermalnych. Zmiany rozmiaréw ziaren celulozy w nieroz-
puszczalnej czesci hydrolizatow analizowano metoda dyfraktometrii laserowe;.
Tlo$é uwolnionej glukozy w supernatantach okreslano technikg HPLC. Zopty-
malizowane dla mikrokrystalicznej celulozy warunki wstepnej hydrolizy z po-
wodzeniem zastosowano do degradacji biomasy lignocelulozowej (rozdziat 3).

Obrébka wstepna - procesy termochemiczne. Badania miaty na celu
obrobke wstepng biomasy za pomoca proceséw termochemicznych. W bada-
niach zastosowano reaktor umozliwiajacy szybkie grzanie (8°C/min) oraz
pobieranie probek cieklych w trakcie prowadzenia procesu. Przeprowadzono
kilkadziesiat eksperymentow z zastosowaniem réznego rodzaju biomasy oraz
zmiennych parametréw procesowych. Na podstawie otrzymanych wynikéw
stwierdzono, iz kluczowymi parametrami, wplywajacymi na ilo§¢ otrzymane-
go produktu sa: temperatura, czas prowadzenia procesu oraz stezenie katali-
zatora (rozdziatl 4).

Obrébka wstepna — hydroliza. Badania dotyczyly enzymatycznej hy-
drolizy surowca lignocelulozowego w postaci zrebkow Salix viminalis L. pod-
danych obrébce wstepnej metoda eksplozji pary. Hydrolize prowadzono
z wykorzystaniem najnowszej generacji wysoko wydajnych przemystowych
preparatéow enzymatycznych Cellic® CTec2 i Cellic® HTec2. Eksperymentalnie
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dobrano stezenia uzytych preparatéw enzymatycznych oraz okreslono wplyw
warunkow prowadzenia hydrolizy (temperatura i pH) na jej efektywnosé. Na
podstawie otrzymanych wynikéw przeprowadzono analize statystyczng pro-
cesu z wykorzystaniem zatozenn planu Boxa-Behnkena i wyznaczono opty-
malne wartosci temperatury inkubacji (43,8°C) oraz odczynu pH (5,55) ukta-
du reakcyjnego, dla ktorych po 72 h stopien hydrolizy przyjmuje najwieksza
warto$¢ i wynosi 0,52. Do opisu matematycznego przebiegu badanej reakcji
zaproponowano empiryczny model kinetyczny i okreSlono jego parametry
(rozdziat 5).

Obrébka wstepna - analiza poré6wnawcza metod. Przeprowadzono
wstepna obrébke substratow, glownie wierzby wiciowej, w postaci zmielonej
lub zrebkéw majacq na celu poprawe dostepnosci polisacharydow, przede
wszystkim celulozy w hydrolizie enzymatycznej. Zastosowano trzy procedury
obrobki, tj. metode biologiczna (hodowla Pleurotus ostereatus lub T. versico-
lor na podlozu z substratem), kwasowsg (z kwasem siarkowym, w wariantach
z rozprezaniem i bez) oraz alkaliczna (NaOH w wariantach z rozprezaniem
lub bez). Metodami fizykochemicznymi badano skuteczno$é degradacji sub-
stratow w zaleznosci od temperatury (121 i 200°C) i czasu (60 i 180 min). Po
ocenie efektow obrobki wstepnej, uwzgledniajacej straty sacharydow, stezenie
uwalnianych substancji inhibitujacych procesy biotechnologiczne, a przede
wszystkim wydajnosé hydrolizy enzymatycznej udostepnionych polisachary-
déw najkorzystniejsza procedura okazata sie obrobka alkaliczna (121°C/60
min) z pominieciem rozprezania. W procesie hydrolizy enzymatycznej do-
stepnych polisacharydow przetestowano rézne zestawienia preparatéw celulo-
litycznych. Za najkorzystniejsza kompozycje uznano celulaze i hemicelulaze
z T! longibrachiatum w polaczeniu z celobiaza (Novozyme 188) (rozdziat 6).

Fermentacja alkoholowa. W badaniach testowano 5 szczepéw drozdzy
predysponowanych do fermentacji pentoz oraz 4 szczepy drozdzy przemysto-
wych z gatunku Saccharomyces cerevisiae. Pachysolen tannophilus charakte-
ryzowatl sie niewielkimi zdolnosciami do fermentacji brzeczek zawierajacych
mieszanine glukozy i ksylozy w warunkach ograniczonego natleniania. Oce-
na drozdzy gorzelniczych pod wzgledem odpornosci na substancje inhibituja-
ce fermentacje wykazata wigksza wrazliwosé szczepéw termofilnych. Po ana-
lizie sktadu cukrow w hydrolizacie wierzby przeprowadzonej metoda GC
stwierdzono znaczna przewage heksoz (proporcja C6:C5 wyniosta 4,2:1), dla-
tego w dalszych doSwiadczeniach przyjeto strategie doskonalenia warunkéw
fermentacji z wykorzystaniem drozdzy gorzelniczych. Poréwnanie sposo-
bow prowadzenia fermentacji (SHF i SSF) nie wskazalo przewagi zadnego
z nich pod wzgledem efektywnosci odfermentowania dostepnych cukréw. Nie
stwierdzono wptywu rodzaju zrédet azotu i fosforu w brzeczkach na aktyw-
no$§é fermentacyjng drozdzy. Istotng role odegral natomiast dodatkowy za-
bieg detoksykacji materialu po obrébce poprawiajac sprawnosé¢ fermentacji
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o ponad 30%. Zatezanie hydrolizatu przed fermentacja pozwolito na uzyska-
nie ok 3% etanolu w odfermentowanej brzeczce, przy zachowaniu sprawnosci
procesu 60% (rozdziat 7).

1.1.3. Autogeneracja energii w biorafinerii lignocelulozowej:
zalozenia badawcze, kluczowe wnioski

Produkty biorafineryjne — bioenergia z etanolowego ogniwa pali-
wowego. Zbadano kinetyke procesu elektroutleniania etanolu (EOR: etha-
nol oxidation reaction) w nawigzaniu do zastosowania tego alkoholu w ogni-
wach paliwowych typu PEMFC (Proton-Exchange Membrane Fuel Cells).
Wstepnie przedstawiono wyniki badan elektrochemicznych dla poli-krysta-
licznej Pt oraz elektrod platynowych o orientacji geometrycznej (111) i (100),
ktore wykazaty znaczgca zalezno$¢ kinetyki procesu elektroutleniania etano-
lu od geometrii monokrysztalow Pt, jak réwniez $rodowiska oraz temperatu-
ry reakcji. Nastepnie celem usprawnienia kinetyki procesu utleniania etano-
lu przeprowadzono cykl badan przy uzyciu elektrod na bazie polikrysta-
licznej platyny modyfikowanych za pomocg Rh lub Ru. Uzyskane dane kine-
tyczne dla procesu EOR przedstawiono poréwnawczo z kinetyka odwracalne-
go procesu elektrosorpcji wodoru, tzw. UPD H (underpotentially deposited
hydrogen). Podjeto takze probe uzyskania aktywnego katalizatora reakcji
utleniania etanolu w oparciu o ,niekatalityczny” materiat bazowy: aktywo-
wane wiokna weglowe (CFox: carbon fibre), modyfikowane elektrochemicz-
nie palladem (rozdziat 8).

Produkty biorafineryjne - bioenergia z mikrobiologicznego ogni-
wa elektrolitycznego. W badaniach wykorzystano jednokomorowe ogniwo
mikrobiologiczne wykonane z poliweglanu. Cylindryczna komora (Srednica
wewnetrzna 80 mm) o objetosci catkowitej 0,7 dm?® zawierata anode
w ksztatcie szczotki wykonanej z widkien grafitowych uplecionych na drucie
tytanowym, calkowita powierzchnia grafitu wynosita 1,1 m2. Gazowsa katode
dyfuzyjna, stanowiacq jednoczes$nie szczelne dla cieczy zamkniecie cylindra,
wykonano z tkaniny weglowej impregnowanej politetrafluoroetylenem i ak-
tywowanej materiatem katalitycznym. Brak przegrody jonoselektywnej re-
dukowat opér omowy uktadu oraz znaczaco obnizat koszt urzadzenia. Elek-
troda gazowa nie stykala sie z powietrzem, lecz zamykata jednostronnie
komore do gromadzenia wodoru. Ogniwo wypetniono roztworem buforowym
i poditaczono do potencjostatu, ktory umozliwia kontrole potencjalu anody
podczas wzrostu biofilmu po inokulacji. Przed pomiarami komore ogniwa
wysterylizowano 6% roztworem nadtlenku wodoru. Ogniwo dwukomorowe
wykonano z cylindrycznych komoér (Srednica wewnetrzna 100 mm) o objeto-
$ci catkowitej 1,1 dm?, ktére zostaly rozdzielone przegroda kationoselektywna
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typu Nafion 117 o powierzchni 75 cm?. W kazdej komorze znajdowala sie
elektroda odniesienia Ag/AgCl do pomiaru potencjatéw obu elektrod. Anoda
w ksztatcie szczotki wykonana zostata z wtdkien grafitowych uplecionych na
drucie tytanowym, catkowita powierzchnia grafitu wynosita 1,1 m? Katode
wykonano z filcu grafitowego o powierzchni geometrycznej 0,005 m?2. Po-
wierzchnie katody aktywowano platyna w stezeniu 0,5 mg Pt/cm?2. Obie
elektrody zanurzono w odpowiednich roztworach i podiaczono do potencjo-
statu, ktory umozliwia kontrole potencjatu anody podczas wzrostu biofilmu
po inokulacji. Przed pomiarami elektrolizer wysterylizowano 6% roztworem
nadtlenku wodoru. Uzysk i odzysk energii byly wzglednie male i pozostawa-
ly praktycznie niezmienne dla poszczegdlnych wsadow paliwa. Wytworzona
w ogniwie energia wyniosta ok. 0,5 kJ/ m?, lub 10-11 kJ/mol. Oszacowany
odzysk energii chemicznej zawartej w paliwie byl niski i wynosit od 1% do
1,5% (rozdziat 9).

Produkty biorafineryjne - bioenergia z pozostalosci z procesu wy-
twarzania etanolu. W trakcie produkcji bioetanolu powstaja odpady.
Sprawdzono mozliwo§¢ wytworzenia II generacji paliw stalych i gazowych
z odpadow z produkcji bioetanolu w procesach pirolizy i zgazowania. Proce-
som termicznym poddano lignine (LH) jako materiat referencyjny oraz od-
pad po procesie fermentacji (HW). Paliwa gazowe uzyskane w procesie piro-
lizy i zgazowania wykazaly znacznie lepsze witasciwosci dla HW niz LH.
W przypadku HW paliwo gazowe posiadato maksymalng kalorycznosé na
poziomie 4,9 i 8,5 MJ/m 3 w procesie zgazowania i pirolizy, odpowiednio.
Paliwo gazowe z procesu zgazowania LH miato kaloryczno$é 4,5 MdJ/m 3,
a z pirolizy 7 MJ/m 3. W przypadku wytworzonego karbonizatu uzyskano
rowniez znacznie lepsze wyniki wsadu HW niz LH. Warto$é opatowa
HW 17,4 MJ/kg byta wyzsza o ok. 0,5 MdJ/kg niz LH. Po obrébce termicznej
— pirolizie — wartos¢ opatowa karbonizatu z HW byta wyzsza o ok. 1,4 MdJ/kg
1 wyniosta 22,2 MdJ/kg (rozdziat 10).

1.1.4. Furfural: zalozenia badawcze, kluczowe wnioski

Alternatywny produkt biorafinerii lignocelulozowej - furfural. Se-
lektywna piroliza zostata zastosowana do katalitycznej konwersji zmielonej
biomasy drzewne;j topoli, wierzby i robinii akacjowej. Biomasa zostata podda-
na impregnacji wodnym roztworem ZnCl, i zbadana wstepnie z wykorzysta-
niem technik termograwimetrycznych TG/DTG, DSC. Chlorek cynku, znany
kwas Lewisa, jest stosowany jako skuteczny katalizator w réznych procesach
pirolizy biomasy. Selektywna piroliza rézni sie od konwencjonalnej, w ktorej
ilo§¢ zwigzkow chemicznych w fazie cieklej wynosi okolo stu. W proce-
sie selektywnej pirolizy uzyskano bioolej z duza selektywnoscia do furfuralu
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(do 80%) oraz kwas octowy i lewiglukozan. Katalityczne oddzialywanie ZnCl,,
polegato na obnizeniu temperatury depolimeryzacji biomasy drzewnej. Kata-
lizator inhibitowat powstawanie wiekszosci lotnych zwiazkow organicznych,
ukierunkowujgc proces na powstawanie furfuralu bedacego dominujacym
sktadnikiem produktu ciektego. Chlorek cynku dziatat korzystnie na depoli-
meryzacje i odwodnienie holocelulozy, gtéwnie do furfuralu. Podczas pirolizy
bez katalizatora kwas octowy byt dominujacym produktem. Furfural do dal-
szego przetwarzania badano w reakcji kondensacji aldolowej z acetonu
w celu wytworzenia zwigzkow biochemicznych. Zaproponowano proces tech-
nologiczny do konwersji biomasy drzewnej do furfuralu i jego dalszej walory-
zacji do substancji chemicznych jako potencjalnych przyszlych produktow
w biorafineriach (rozdziat 11).

1.1.5. Paliwo z glonéw (bioolej): zalozenia badawcze,
kluczowe wnioski

Celem badan byto okreslenie mozliwosci hodowli biomasy glonéw o wyso-
kiej zawartosci oleju na bazie substratéw odpadowych pochodzacych z zakta-
dow mleczarskich. Stwierdzono, iz najlepszymi witasciwoSciami charaktery-
zuja sie odcieki pochodzace z reaktora beztlenowego oczyszczajacego Scieki
mleczarskie. Zastosowanie tego rodzaju substratu pokarmowego pozwolilo na
uzyskanie koncentracji mikroglonéw w reaktorze na poziomie 3490 mg s.m./dm?
przy $redniej szybkosci przyrostu biomasy wynoszacej 176 mg s.m./dm3 d.
Srednia zawarto$é oleju w biomasie glonéw byla bliska wartosci 20%. Na
podstawie eksperymentéw prowadzonych w skali laboratoryjnej skonstru-
owano instalacje pilotowa, w ktorej uzyskana koncentracja biomasy glonéw
oscylowata wokét wartoéci 3000 mg s.m./dm3. Stwierdzono, iz $rednia pred-
ko$¢ przyrostu biomasy przy zastosowanych parametrach technologicznych
prowadzenia procesu wynosila 160 mg s.m./dm? d. Zawartosé oleju w pozy-
skiwanej biomasie wynosita ok. 19%. Analiza uzyskanych wynikéw stata sie
podstawg do opracowania zatozen techniczno-technologicznych dla instalacji
namnazania i separacji biomasy glonéw na bazie $ciekéw odptywajacych
z reaktora beztlenowego typu UASB (rozdziat 12).

Wytwarzanie i badanie wlasciwosci biodiesla otrzymanego z oleju
glonowego. Obecnie podstawowym paliwem do silnikow z zaptonem samo-
czynnym jest olej napedowy otrzymany z ropy naftowej. Algi olejowe stano-
wig alternatywne Zrodto surowca do wytwarzania biopaliw — estrow metylo-
wych wyzszych kwasow tluszczowych (FAME). Jednym z istotnych probleméw
eksploatacyjnych pojazdow zasilanych FAME jest zapewnienie wtasciwego
rozruchu silnikow ponizej temperatury 5°C. Bezposredni wptyw na wilasciwosci
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niskotemperaturowe biopaliwa ma jako$¢ surowca, jego skiad chemiczny,
zawarto$¢ poszczegolnych estréow kwasow tltuszczowych itp. Przyktadowo, im
wyzszy jest udzial estrow o wyzszej liczbie atomow wegla w czasteczce, tym
mniejsza jest podatno$é rozruchowa w niskiej temperaturze, a wiekszy
udziat nienasyconych wiazan poprawia te wlasciwos¢. Programowane bada-
nia eksperymentalne biopaliw miaty na celu okreslenie wiasciwosci fizyko-
chemicznych estrow metylowych olejow otrzymanych z glonéw i przeznaczo-
nych do zasilania silnikéw z zaptonem samoczynnymi (ZS) oraz ocene stanu
technicznego badanego silnika zasilanego tym biopaliwem. Podczas badan
okreslane byly parametry paliwa oraz wptyw na silnik ZS (rozdziat 13).

1.2. Podsumowanie

Utylitarnym celem badan prezentowanych w niniejszej monografii byto
opracowanie oryginalnych technologii otrzymywania etanolu z biomasy li-
gnocelulozowej, furfuralu z biomasy lignocelulozowej oraz biooleju z glonéw
olejowych. Prace badawcze realizowano wielotorowo i dotyczyly zaréwno sfe-
ry surowcowej, jak i nowych procesow konwersji do produktéow energetycz-
nych — paliw II generacji (etanol) i III generacji (paliwo z glonoéw). Technolo-
gie wytwarzania paliw obejmowaly procesy biologiczne, chemiczne i bio-
chemiczne. Nalezy podkresli¢, ze badania procesow biorafineryjnych rozwa-
zane w niniejszej monografii dotyczyty tylko aspektu biopaliwowego i bio-
energetycznego. Jednakze w miare rozwoju proceséw przetworczych wszyst-
kie analizowane platformy chemiczne (celuloza, hemicelulozy, lignina, olej
z alg) beda stuzyly do wytwarzania nowych materiatow i chemikaliéw stano-
wigcych substytuty dzisiejszych niepaliwowych i nieenergetycznych produk-
tow petrochemicznych.
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CZESC 1
ETANOL CELULOZOWY
- UWARUNKOWANIA PROCESOWE

2. Wydajnosé degradacji
materialow lignocelulozowych pod wplywem
promieniowania jonizujacego

Wojciech Migdal, Urszula Gryczka, Dagmara Chmielewska,
Magdalena Antoniak, Michal Dubiel

2.1. Wprowadzenie

Materiaty lignocelulozowe w procesie produkcji biopaliw poddawane sg
obrobce wstepnej z wykorzystaniem metod chemicznych, biologicznych i fi-
zycznych. Gtéwnym problemem przy produkcji bioetanolu z surowcow ligno-
celulozowych jest rozbicie struktury lignocelulozy i uwolnienie cukréw pro-
stych. Zastosowanie proceséw wstepnej obrébki (np. mielenie, hydroliza
kwasowa, napromieniowywanie) materialow lignocelulozowych ma na celu
obnizenie stopnia krystalicznosci, zwiekszenie reaktywnosci, obnizenie $red-
niego stopnia polimeryzacji oraz poprawienie rozpuszczalnoSci w rozpusz-
czalnikach organicznych i nieorganicznych (Kumar i in. 2009).

Metoda radiacyjna jest jedna z fizycznych metod obrébki wstepnej. Bada-
nia w zakresie oddzialywania promieniowania elektronowego na materiat
lignocelulozowy zapoczatkowali Saeman i Millett (1952), ktérzy w polowie
ubiegtego wieku analizowali wptyw wiazki elektron6w na rozktad celulozy
w celu przygotowania surowca celulozowego do hydrolizy enzymatycznej. Od
1978 r. dzieki pracom Kumakury (Kumakura i Ketsu 1978) tematem tym
zainteresowano si¢ ponownie, a prace nad radiacyjng metoda obrobki wstep-
nej zostaly zintensyfikowane. Rozpoczeto badania nad réznymi surowcami,
stosujac rozne dawki promieniowania i kombinacje metod obrébki wstepnej.
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Khan i in. (1986) zastosowali wysokoenergetyczne promieniowanie elektro-
nowe do obrobki wstepnej drewna $wierkowego i potwierdzili, ze ponad
90% celulozy obecnej w probkach napromieniowanych maksymalna dawka
2000 kGy zostalo przeksztalcone w cukry przy uzyciu celulaz wyizolowanych
z grzyb6ow Trichoderma, za$ napromieniowanie zwieksza ilosé substancji roz-
puszczalnych w zimnej i goracej wodzie, a takze w NaOH. Lam i in. (2000)
przeprowadzili badania dotyczace wptywu wysokich dawek promieniowania
i pozniejszego dzialania grzybow na materiat lignocelulozowy, taki jak: wy-
tloki trzciny cukrowej, wiékna palmy olejowej, puste grona owocéw, trociny
bukowe. Napromieniowanie silnie wplywa na wszystkie materiaty roslinne,
powodujac szereg zmian parametréw fizykochemicznych, zmienia rozpusz-
czalno$é, powodujac jej liniowy wzrost w goracej wodzie i etanolu dla dawek
w zakresie od 500 do 1000 kGy. Wraz ze wzrostem dawki zmniejsza sie takze
ilo$¢ sktadnikow strukturalnych witékien roslinnych. Innym materiatem li-
gnocelulozowym poddawanym napromieniowywaniu byly konopie przemy-
stowe, badane przez Shina (2008), przy czym rezultaty sa analogiczne jak
w poprzednio przytoczonych pracach. Napromieniowanie powoduje zmiany
strukturalne w materiale lignocelulozowym. Objawia sie to rosnacag wraz ze
wzrostem dawki dostepno$ciag materiatu dla rozpuszczalnikéw. W zwigzku
z tym zwieksza sie ilo§é substancji rozpuszczalnych w gorgcej wodzie, etano-
lu i zasadach. Bak i in. (2009) badali stome ryzowsg, napromieniowujac ja
dawkami do 90 kGy. Wykazali, ze w tych warunkach znaczaco wzrasta zdol-
no$¢ do hydrolizowania stomy ryzowej przez enzymy. Dla stomy ryzowej
napromieniowywanej dawka 80 kGy, a nastepnie hydrolizowanej uzysk glu-
kozy po 132 h hydrolizy, ksztaltowal sie¢ na poziomie 52,1% teoretycznego
maksimum i byl o 22,6% wiekszy od otrzymanego z prébek nienapromie-
niowanych.

Duarte i in. (2009) stosowali dawki do 200 kGy podczas napromieniowy-
wania badanego materiatu lignocelulozowego. Wykazali, ze proces napromie-
niowywania powoduje zmiany w skladzie wyttokéow z trzciny cukrowej,
a takze rozktad celulozy i ligniny. Przeciwnie do wspomnianych w poprzed-
nich pracach wynikéw, wydajnosé hydrolizy enzymatycznej celulozy wzrosta
0 75% dla dawki 20 kGy. Przy dawkach powyzej 20 kGy wydajnosé z niezna-
nych powodéw maleje, cho¢ nadal jest wyzsza niz dla probek nienapromie-
niowanych. Autorzy potwierdzili jednoczeénie, ze napromieniowanie zwiek-
sza ilo§¢ substancji rozpuszczalnych w goracej wodzie.

Prowadzone sa tez badania nad zastosowaniem promieniowania jonizuja-
cego w polaczeniu z metodg chemiczng oraz hydrotermiczng. Duarte i in.
(2012) uzyskali wzrost wydajnosci hydrolizy enzymatycznej trzciny cukrowej
0 20%, stosujac dawke 50 kGy w polaczeniu z metoda hydrotermiczna, oraz
wzrost o 30% przy tej samej dawce w polaczeniu z hydroliza kwasowa.
Wzrost zawartosci cukréow redukujacych obserwowali réwniez Chung i in.



2. Wydajnosé degradacji materiatow lignocelulozowych... 25

(2012), ktorzy napromieniowali kore topoli dawka 1000 kGy w potaczeniu
z hydroliza kwasowa.

Wptyw wigzki elektronow w zakresie dawek 75-250 kGy zastosowanych
do wstepnej obrébki mieszanki traw na wydajno$é procesu hydrolizy ba-
dali réwniez Karthika i in. (2012). Przy napromieniowaniu surowcéw dawka
250 kGy uzyskano 79% wydajnosé uzysku cukrow redukujgcych w procesie
hydrolizy enzymatycznej.

2.2. Materialy i metody

Doswiadczenia nad wplywem promieniowania jonizujacego na materiat
lignocelulozowy wykonano na zrebkach wierzby. Proces napromieniowania
badanych materiatow prowadzono z wykorzystaniem akceleratora ELEK-
TRONIKA 10-10 w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie.
Materiat lignocelulozowy poddawano napromieniowaniu wigzka wysokoener-
getycznych elektronow o energii 10 MeV, w zakresie dawek 10—-600 kGy.

Pomiary rozktadu dawki glebinowej w materiale lignocelulozowym wyko-
nano, wykorzystujac nastepujace dozymetry: folie B3, folie PCW oraz folie
CTA. Folia B3 to folia dozymetryczna radiochromowa z poliwinylobutarylu
zawierajaca 2% cyjanku pararozanieliny, o zakresie pomiarowym 5-100 kGy,
stosowana dla promieniowania fotonowego (y) oraz wiazki elektronéw o ener-
gii do 10 MeV. Przed pomiarem folie wygrzewano w temperaturze 60°C przez
5-10 min. Pomiary dawki folii B3 wykonano z wykorzystaniem systemu
dozymetrycznego RISOSCAN, opracowanego w HDRL RISO.

Folia PCW to dozymetr foliowy z nieplastyfikowanego polichlorku winylu
o zakresie pomiarowym 10—-40 kGy, stosowany dla promieniowania fotonowe-
go (y, X) o energii od 0,1 do 50 MeV oraz wigzki elektronéw o energii
10 MeV. Folia PCW po napromieniowaniu zostala umieszczona w cieplarce
i wygrzewana w temperaturze 70°C przez 30 min. Po 10-30 min od wyjecia
z cieplarki wykonywano pomiar absorbancji za pomoca spektrofotometru
UV-VIS przy dilugosci fali 396 nm. Stopien zaciemnienia folii zmierzono
czytnikiem dawki z automatycznym przesuwem paska.

Folia CTA to dozymetr foliowy z trdjoctanu celulozy o zakresie pomiaro-
wym 15-150 kGy. Jest stosowana dla promieniowanie fotonowego (y, X)
o energii od 0,1 do 50 MeV oraz wiazki elektronéw o energii od 0,2 do 50 MeV.
Przed napromieniowaniem wszystkie przygotowane dozymetry z folii CTA
mialy zmierzong absorbancje Ao. Pomiar absorbancji A (dla =280 nm) wyko-
nano po 30 min od napromieniowania. Pomiary wykonano na spektrofotome-
trze UV/VIS JASCO V-650.

Pomiary dozymetryczne wykonane zostaly dla partii materiatu ligno-
celulozowego (zrebki wierzbowe) o $redniej gestosci 0,15 g/ecm3. Wysoko§é
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napromieniowywanej warstwy materialu wynosita 20 cm. Dozymetry roz-

mieszczone co 4 cm wewnatrz kartonu zawierajacego badany material podda-

wano napromieniowaniu jedno- oraz dwustronnemu dawka 25 kGy wigzka
elektronow o energii 9 MeV. Rzeczywista dawke mierzono kalorymetrami
referencyjnymi produkcji Riso.

Efektywnosé procesu degradacji materiatu lignocelulozowego pod wply-
wem promieniowania jonizujacego okreslono poprzez:

¢ charakterystyke szybkosci mielenia,

* oznaczanie substancji rozpuszczalnych w zimnej i goracej wodzie oraz
pH ekstraktu,

* oznaczanie zawartosci glukozy w ekstrakcie,

¢ analize wtasciwosci termicznych (analiza DSC — TA Instruments 2920 MDSC,
analiza TG — TA Instruments TGA Q500),

* zdjecia powierzchni badanych probek wykonane skaningowym mikrosko-
pem elektronowym Leo 1530 Gemini,

* analize struktury wewnetrznej za pomoca mikrotomografu komputerowe-
go XRADIA Micro XCT-400 wykonang na Wydziale Inzynierii Materiatowej
Politechniki Warszawskiej,

* charakterystyke powierzchni wlasciwej oraz porowatosci okreslong metoda
niskotemperaturowej sorpcji azotu za pomocag Quadrasorb-SI na Wydziale
Inzynierii Materiatowej Politechniki Warszawskie;j.

2.3. Wyniki
2.3.1. Pomiary dozymetryczne

Elementem procesu napromieniowania jest monitorowanie dawki pochto-
nietej. Zbyt mata dawka lub niejednorodny jej rozktad moga nie gwaranto-
wacé osiagniecia zamierzonego celu technologicznego. Charakterystyczna
wlasciwos$cia promieniowania elektronowego jest wystepowanie wzrostu
dawki na pewnej glebokosci napromieniowanego obiektu. W przypadku na-
promieniowania materialu wigzka elektronow obserwuje sie wystepowanie
regionu wzrostu dawki o ok. 30% w stosunku do dawki powierzchniowej.
W przypadku materialu napromieniowanego wigzka elektronéow stosunek
dawki maksymalnej do minimalnej powinien by¢ bliski 1.3. Wyniki pomia-
row wykonanych za pomocg folii dozymetrycznej PCW, okreslajace rozkiad
dawki gtebinowej, przedstawiono na rys. 1.
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I 20 cm 1% 25 kGy (na wierzchu)
B 12 cm 1% 25 kGy

[ 8 cm 1x 25 kGy

B 4 cm 1x 25 kGy

I 0 cm 1% 25 kGy (na spodzie)
I 0 cm 2x 25 kGy

dawka érednia [kGy]

Rys. 1. Rozktad dawki glebinowej w materiale lignocelulozowym
wykonany za pomocg dozymetru PCW

Przedstawione powyzej dane wskazuja, ze maksymalny wzrost dawki wy-
stepowat na glebokosci ok. 8-12 cm od powierzchni. Warstwa materiatu
lignocelulozowego, dla ktorej dawka gtebinowa jest rowna dawce powierzch-
niowej, wynosita ok. 16 cm.

2.3.2. Analiza sitowa

Analize sitowa wykonano dla zrebkow wierzby energetycznej zmielonych
przed oraz po napromieniowywaniu, stosujac urzgdzenie laboratoryjne
z sitami o $rednicy oczek: 1,5 mm, 0,6 mm, 0,43 mm, 0,2 mm, 0,15 mm,
0,102 mm. Za pomoca analizy sitowej wyznaczono procentowy rozktad frakcji
materiatu w zaleznos$ci od dawki promieniowania (rys. 2).

(%]
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

0 kGy 25 kGy mielone 300 kGy mielone
po napromieniowaniu po napromieniowaniu

M sito 0.102 mm W sito 0.15 mm  [Jsito 0.2 mm
[sito 0.43 mm M sito 0.6 mm M sito 1.5 mm

Rys. 2. Analiza rozktadu wielkosci ziaren zmielonych prébek lignocelulozowych
w zalezno$ci od warunkoéw napromieniowania
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Stwierdzono, ze napromieniowanie materiatu lignocelulozowego pozwala
na uzyskanie wiekszego stopnia rozdrobnienia przy tym samym nakladzie
energii.

2.3.3. Zawartosé substancji rozpuszczalnych w goracej
i zimnej wodzie

Zawartos¢ substancji rozpuszezalnych w zimnej i goracej wodzie okreslono
metodg ekstrakcyjna. Substancje rozpuszczalne w wodzie to sole mineralne,
barwniki, garbniki, niektére cukry (glukoza, arabinoza, fruktoza) oraz cze-
Sciowo glikozydy, pektyny i inne. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze napro-
mieniowanie powoduje wzrost zawartosci substancji rozpuszczalnych w zim-
nej i goracej wodzie (rys. 3).
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16 — /
14
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'

8 — —

IR /
JIN /
, / v
0
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dawka [kGy]

—e—ckstrakcja zimna woda, —#— ekstrakcja goraca woda,

Rys. 3. Zaleznosé zawartosci substancji rozpuszezalnych w zimnej i gorgcej wodzie
w zalezno$ci od dawki promieniowania

Dla otrzymanych ekstraktow oznaczono zawarto$é¢ glukozy oraz pH. Wiek-
szg zawartos$¢ glukozy w ekstrakcie uzyskano dla probek mielonych niz nie-
mielonych. Napromieniowanie dawka 25 kGy powodowato wzrost zawartosci
glukozy, nastepujacy wraz ze wzrostem dawki do 600 kGy. Niszczenie struk-
tury lignocelulozy wigze sie z uwalnianiem kwasu octowego, obserwowanym
jako spadek wartosci pH ekstraktu wodnego (Moisier i in. 2005). Obserwo-
wany wzrost zawartosci glukozy wraz ze wzrostem dawki napromieniowania
wiazal sie ze spadkiem pH ekstraktu. Swiadczy to o niszczeniu struktury
lignocelulozy i uwalnianiu zawartych w niej cukrow i kwasow.
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2.3.4. Analiza termiczna

Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC) jest technikg okreslajaca
zmiany strumieni cieplnych absorbowanych przez probke badang i prébke
odniesienia w funkcji temperatury lub czasu. Powodem réznic tych strumie-
ni cieplnych moze byé przemiana fizykochemiczna probki lub réznica pojem-
nosci cieplnych probek. Metoda ta pozwala okreslié temperatury przejsé fa-
zowych oraz ich entalpie.

Dla wszystkich prébek zaobserwowano dwa przejscia fazowe. Pierwsze
wystepuje w temperaturze ok. 100°C (odparowanie wody w warstwie ze-
wnetrznej oraz wydzielenie lotnych substancji, takich jak: tlenek wegla, me-
tan, etylen, dwutlenek wegla). Drugie wystepuje w temperaturze 300-400°C.
W przypadku badanego materialu nie obserwuje sie oddzielnych przemian
fazowych dla rozkladu hemiceluloz, celulozy i ligniny. Swiadczy to o ztozono-
$ci budowy strukturalnej badanego materiatu. Na podstawie krzywych DSC
wyznaczono temperature T, bedaca maksymalng temperatura drugiego
przejScia fazowego oraz entalpie H tej przemiany (tab. 1).

Tabela 1
Zmiany wtasciwosci termicznych materiatu lignocelulozowego
pod wplywem promieniowania jonizujacego

]?ljg;‘f T,00) | HUE | T, 0 | m,,
0 37309 | 9946 | 35493 | 30,10
25 377,42 1040 | 34318 | 2063
150 370,21 6942 | 34177 | 2553
300 366,75 5148 | 33383 | 2456
600 365,88 5823 | 82122 | 2205

Analiza termograwimetryczna (T'G) umozliwia $ledzenie rozkladu zwigz-
kéw chemicznych i mechanizmow reakcji miedzy cialami statymi, zas okre-
Slenie procentowego ubytku masy w funkcji temperatury pozwala okresli¢
stabilno$¢ termiczna badanego materiatu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
poddanie badanego materiatu dziataniu promieniowania jonizujgcego obniza
temperature, w jakiej zachodzi rozpad struktury lignocelulozowej w stosun-
ku do materiatu nienapromieniowanego. Wraz ze wzrostem dawki promie-
niowania efekt ten jest bardziej widoczny. Na podstawie krzywych termogra-
wimetrycznych wyznaczono temperature T50%’ przy ktorej zachodzi 50%
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ubytek masy oraz pozostalos¢ masy probki mg,. Stwierdzono, ze wraz ze
wzrostem dawki promieniowania materiat staje sie mniej odporny na dziata-
nie temperatury (tab. 1).

2.3.5. Analiza morfologiczna
2.3.5.1. Skaningowa mikroskopia elektronowa

Za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego wykonano analize
struktury powierzchni materiatéw lignocelulozowych oraz zmian zachodza-
cych pod wptywem mielenia oraz napromieniowania. W probkach niemielonych

prébki mielone probki niemielone

Dezave WO Adrm
avsiwe  MEge 20X WG RAN

25 kGy

Ao DTe W MO Swn - H tald e 30w MO 43w LY

H..__. Mage 03X WG PAN ';i_,...__. Mage= 200X Wl AN

300 kGy 300 kGy

Fot. 1. Powierzchnia probek mielonych i niemielonych,
napromieniowanych réznymi dawkami (powigkszenie 500x)
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obserwuje sie sie¢ cienkich wlokien, ktora w procesie mielenia zostaje znisz-
czona (fot. 1). Napromieniowanie powoduje zmiany strukturalne powierzch-
ni, widoczne pod mikroskopem elektronowym przy powiekszeniu 5000x (fot. 2).
Probka nienapromieniowana posiada gtadka, zwarta powierzchnie, napro-
mieniowanie powoduje jej spekanie oraz wzrost porowatosci.

|_|‘|:" HTe 330 Fle A wn
N nmien MG SOTKN WNCRAN

= PHTa 3 30 m-unﬂ
e MEET SOOKN ANCEAN

0 kGy

: } ! | 0 - vl
|_'[" PHTe z2GLY e MO we a3 L [ PmwTraNS WD ddew
S meniees MEGT SODKE WA a3 F Ll e M SICHE PG PAH

100 kGy 300 kGy

Fot. 2. Powierzchnia prébek mielonych napromieniowanych réznymi dawkami
(powiekszenie 5000x)

2.3.5.2. Mikrotomografia komputerowa

Rentgenowska mikrotomografia komputerowa jest nieniszczaca metoda
charakteryzacji materialow, pozwalajgcq na otrzymanie plaskiego lub prze-
strzennego obrazu badanego materiatu. W odréznieniu od klasycznej tomo-
grafii znajdujacej zastosowanie w diagnostyce medycznej mikrotomografia
pozwala na uzyskiwanie obrazow w bardzo wysokich rozdzielczo$ciach, sie-
gajacych nawet 100 nm. Analizie poddano probke wyjSciowa oraz napromie-
niowana dawka 300 kGy. Na otrzymanych obrazach przekrojow poprzecz-
nych prébek (fot. 3) mozna zaobserwowaé obszary o zréznicowanej gestosci
tworzace uktad wtokien.
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Fot. 3. Obrazy transmisyjne przekrojow poprzecznych badanych prébek

Sciany komérkowe materiatéw lignocelulozowych zbudowane sg z makro-
fibryli, te z kolei z mikrofibryli, w ktérych sktad wchodzi celuloza, hemicelu-
loza oraz lignina. Poréwnujac przekroje poprzeczne probek, mozna stwier-
dzi¢, ze pod wplywem promieniowania nastepuje czeSciowe rozrywanie
struktury wtokien, niszczenie $cian komérkowych (zwtaszcza na powierzchni
probki). Na podstawie otrzymanych obrazéw transmisyjnych sporzgdzono
modele 3D struktury probek lignocelulozy (fot. 4).

&

P

Fot. 4. Modele 3D struktury wewnetrznej materiatu lignocelulozowego

Na modelach 3D mozna zaobserwowaé czeSciowe niszczenie struktury
wewnetrznej pod wplywem promieniowania. Dla otrzymanych modeli wy-
znaczono porowatos¢, Srednig Srednice porow, Srednig grubo$¢ Scian oraz
powierzchnie wlasciwa. Srednia $rednica poréow wynosita 6,12 uym, a $rednia
grubosé Scian 4,27 pym. Z pomiarow wykonanych na podstawie modelu struk-
tury przestrzennej wynika, ze promieniowanie jonizujgce powoduje wzrost
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$redniej grubosci Scian oraz spadek Sredniej Srednicy poréw. Wigze sie to
rowniez ze wzrostem porowatosci o ok. 4,5%. Po napromieniowaniu dawka
300 kGy zwieksza sie catkowita powierzchnia poréw w przeliczeniu na catko-
wita, objetos¢ probki z 0,85 1/um na 0,95 1/um.

2.3.5.3. Charakterystyka powierzchni wlasciwej
oraz porowatosci

Informacje o strukturze badanego materialu lignocelulozowego mozna
uzyskaé¢ w oparciu o nastepujace parametry:

a) powierzchnia wtasciwa (powierzchnia przypadajaca na jednostke masy

adsorbentu wyrazana w m?g);

b) ksztatt, objetosc i dystrybucja porow (porozymetria).

Powierzchnie wtasciwa materiatu lignocelulozowego przed i po napromie-
niowaniu dawkami od 25 do 300 kGy okreslono standardowg metoda analizy
izoterm adsorpcji niskotemperaturowej sorpcji azotu (77 K) w oparciu
o liniowa forme rownania izotermy BET (metoda BET). Do wyznaczenia
objetosci, wielkosci i rozkladu porow adsorbentu zastosowano metode opra-
cowang, przez Barreta, Joynera, Halendy (BJH).

Uzyskane wyniki pomiaréow powierzchni wtasciwej, Sredniej Srednicy po-
row oraz catkowitej objetosci porow przedstawiono na rysunkach 4-6. Na ich
podstawie mozna stwierdzié, ze napromieniowanie probek dawkami od 25 do
300 kGy powodowalo wzrost powierzchni wlasciwej powyzej 0,9 m?%/g,
a takze wzrost $redniej Srednicy poréw do ponad 140 A dla 300 kGy. Jed-
nakze nie obserwowano znaczacych zmian calkowitej porowatosci proébek.
Wskazuje to na niszczenie struktury lignocelulozy, prowadzace do niszczenia
matych porow i powstawania wiekszych.
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Rys. 4. Zaleznos$¢ powierzchni wtasciwej materiatu lignocelulozowego od dawki promieniowania
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Rys. 5. Zaleznosé catkowitej objetoSci porow materiatu lignocelulozowego
od dawki promieniowania
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Rys. 6. Zaleznos¢ Sredniej Srednicy porow materiatu lignocelulozowego
od dawki promieniowania

2.4. Dyskusja i podsumowanie

Materiaty lignocelulozowe sa zrodtem biomasy, ktéra po odpowiednim
przygotowaniu moze stanowi¢ surowiec do produkcji biopaliw. Zastosowanie
promieniowania jonizujacego w celu zwiekszenia wydajnosci hydrolizy celu-
lozy jest przedmiotem licznych badan. Przedstawione powyzej wyniki cha-
rakteryzuja réznorodnos§é zmian zachodzacych pod wptywem promieniowa-
nia. Wzrost iloSci substancji ekstrahowanych w zimnej i goracej wodzie,
wzrost zawartoSci glukozy, a takze spadek trwato$ci termicznej badanych
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materiatéw wraz ze wzrostem dawki promieniowania §wiadczg o nastepuja-
cej degradacji. Obserwowane zmiany w strukturze badanego materiatu doty-
czq zmiany powierzchni, wzrostu porowatosci oraz wzrostu Srednicy porow.
Zmiany te powinny przyczynié sie do wzrostu wydajnosci procesu hydrolizy
enzymatycznej dzieki zwiekszeniu dostepnosci materiatu dla enzymow i uta-
twieniu transportu produktéw hydrolizy.

Urzadzenia radiacyjne staja sie coraz bardziej powszechne. W nowocze-
snych modelach istnieje mozliwo$¢ doboru parametréw pracy pod katem
prowadzenia okreslonego procesu, co pozwala na znaczne obnizenie kosztow.

Do gtéwnych zalet wstepnej obrobki materialow lignocelulozowych za po-
moca promieniowania jonizujacego w postaci wigzki elektronéw nalezy zali-
czyé: tatwosé prowadzenia procesu w skali przemystowej oraz wysoka wydaj-
no$¢, mozliwo§¢ prowadzenia procesu w sposob cigglty. Technologie
radiacyjne pozwalaja na eliminacje koniecznosci stosowanie Srodkow che-
micznych, w efekcie wywieraja znacznie mniejszy negatywny wptyw na Sro-
dowiska naturalne.
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3. Wplyw soli nieorganicznych
i sSrodkéw powierzchniowo czynnych
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Bartlomiej Kozik, Krzysztof JamroZzy, Dorota Dronka-Gora

3.1. Wprowadzenie i cel badan

Ze wzgledu na brak informacji w literaturze dotyczacych wptywu srodkéw

powierzchniowo czynnych na proces wstepnej hydrolizy mikrokrystalicznej
celulozy i biomasy lignocelulozowej, przeprowadzono badania nad tymi za-
gadnieniami. Zakres przeprowadzonych prac byt nastepujacy:

wyznaczenie rozktadu wielkosci oraz morfologii krystalitow celulozy;
okreslenie wptywu réznych soli nieorganicznych na efektywnosé procesu
hydrolizy celulozy;

dobor optymalnych parametrow (temperatury i sktadu roztworu) hydrolizy
celulozy;

wyznaczenie wpltywu surfaktantow jonowych i niejonowych na stopien dys-
persji krystalitéw celulozy poddanej obrébce w zoptymalizowanych warun-
kach;

dobor optymalnego sktadu surfaktantow zapewniajacych efektywna dys-
persje celulozy;

zastosowanie i ocena przydatnosci opracowanej dla celulozy procedury do
wstepnej hydrolizy biomasy lignocelulozowe;.

3.2. Aparatura i metodyka badan

Badania nad degradacja mikrokrystalicznej celulozy prowadzono w reak-

torze ciSnieniowym (autoklawie) Roth Model II, pozwalajacym na prace pod
ci$nieniem do 200 bar w temperaturze do 300°C (fot. 1). Autoklaw ten posia-
da zintegrowane mieszadlo magnetyczne pozwalajace na ograniczenie proce-
su sedymentacji wprowadzonych zawiesin oraz réwnomierng dystrybucje cie-
pta i stezen reagentow wewnatrz cylindra.
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Fot. 1. Autoklaw Roth Model II

Rozktady wielkoséci czastek w badanych suspensjach wyznaczano przy
uzyciu dyfraktometru laserowego Beckman Coulter LS 13 320 Laser Dif-
fraction Particle Size Analyzer (fot. 2). Zakres pomiarowy tego aparatu wy-
nosi od 40 nm do 2000 pm. Zasada dzialania urzadzenia opiera sie na teorii
dyfrakcji Fraunhofera i w pomiarze wielkosci czastek wykorzystuje fakt, ze
padajacy na czastke promien $wiatta zostaje rozproszony, tworzac charakte-
rystyczny, symetryczny rozklad katowy natezenia Swiatta rozproszonego,
tzw. wzor dyfrakcyjny (LS 13 320 Particle Size Analyzer (table of contents
manual), Beckman Coulter Inc.; Particle Size Analyzers by Brookhaven In-
struments 2013).

Fot. 2. Aparat Beckman Coulter LS 13320 Laser Diffraction Particle Size Analyzer
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Analizowane probki za kazdym razem przed pomiarami poddawano ho-
mogenizacji przez wytrzasanie. Do analizy pobierano zawiesine w iloSci
ok. 0,1 ml, ktora w komorze pomiarowej dyfraktometru laserowego byla
rozcienczana w 125 ml wody destylowanej. Ocena stopnia degradacji celulo-
zy byla mozliwa dzigki poréwnaniu rozktadéw wielkosci probek modyfikowa-
nych z probka wzorcowsa — niepoddang degradacji mikrokrystalicznej celulo-
zg, zawieszong w odpowiednim roztworze.

W celu zobrazowania zmian powierzchni przeprowadzono badania:

a) metoda SEM z wykorzystaniem wysokorozdzielczego elektronowego
mikroskopu skaningowego Jeol JSM-7500F z przystawka EDS-INCA
PentaFETx3 (fot. 3) oraz napylarkg K575X Turbo Sputter Coater;

b) metoda mikroskopii sit atomowych przy zastosowaniu aparatu NTegra
firmy NT-MDT (fot. 4).

Fot. 3. Skaningowy mikroskop elektronowy Jeol JSM-7500F
z przystawkg EDS INCA PentaFETx3

Probki do pomiaréw SEM przygotowano przez osadzenie mikrokrystalicz-
nej celulozy na mice i napylenie jonami chromu, a pomiary prowadzono przy
napieciu przyspieszajacym 15 kV.

W odréznieniu od mikroskopii optycznej mikroskopia sit atomowych
(ang. Atomic Force Microscopy — AFM) jest technikg umozliwiajaca rejestra-
cje trojwymiarowej struktury badanego materialu na drodze mechanicznego
oddziatywania czeSci pomiarowej aparatu z probkg (Zhang 2009; Braga
i Ricei 2004).
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Fot. 4. Mikroskop sit atomowych (model NTegra firmy NT-MDT)

Probki do obrazowania AFM przygotowano przez osadzenie czastek bada-
nej celulozy na mice (1 pL celulozy z dodatkami zostal rozcienczony woda
destylowana w stosunku objetoSciowym 1:75). Tak przygotowane probki po
wysuszeniu obrazowano w trybie przerywanego kontaktu (ang. tapping mode).

Ponadto, ze wzgledu na znaczacy wptyw kwasowosci uktadu na skutecz-
no$¢ hydrolizy materialow lignocelulozowych (Taherzadeh i Karimi 2007),
przeprowadzono badania pH na pehametrze firmy ELMETRON C 505 wypo-
sazonym w elektrode Ionode 1J-44C.

3.3. Materialy i odczynniki

W przeprowadzonych badaniach analizowanym uktadem modelowym pod-
dawanym obrobce hydrotermalnej byty probki zawiesiny mikrokrystalicznej
celulozy zawierajace 10 g celulozy w 100 mL elektrolitu zawierajacego naste-
pujace sole nieorganiczne: CaCl,, MgCl,, K,SO,, NaH,PO, lub kwas ortofosfo-
rowy(V).

Stosowano réwniez nastepujace surfaktanty:

a) kationowe:

— bromek heksadecylotrimetyloamoniowy (CTAB);
b) anionowe:

— dodecylosiarczan(VI) sodu (SDS);
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¢) niejonowe:

— glikol polietylenowy o masie czasteczkowej 400 (PEG400),

— glikol polietylenowy o masie czgsteczkowej 4000 (PEG4000),

—Walloxen LM50, czyli poliglikoloetery alkoholi laurylomyristylowych

(WALLOXEN).

Zastosowane do analizy materialy pochodzity z firm Sigma-Aldrich oraz
POCH. Do badan nad hydroliza biomasy lignocelulozowej wykorzystano
zrebki topoli i wierzby dostarczone przez Centrum Badan Energii Odnawial-
nej UWM w Olsztynie.

3.4. Wyniki pomiaréw i dyskusja

3.4.1. Wplyw ilosci dodatku soli i jej rodzaju na stopien
degradacji mikrokrystalicznej celulozy

W celu dobrania odpowiednich parametréw stezenia i rodzaju soli oraz
czasu prowadzenia degradacji, ktéore powodowatyby najwieksze zmiany
w rozmiarach substancji wzorcowej, przeprowadzono wstepne badania z za-
wartoscia 0,5%, 1%, 2% i 4% dodatku w temperaturze 100°C pod ciSnieniem
atmosferycznym i zmiennym czasie obrobki w granicach od 0,5 do 4 h.

Jako probke odniesienia przyjeto zawiesine substancji wzorcowej w wo-
dzie destylowanej bez dodatkow i niepoddang obrébce hydrotermalne;j.

Zaobserwowano, ze przy tych parametrach rozktad wielkosci czastek mi-
krokrystalicznej celulozy w niewielkim stopniu ulega zmianie dopiero przy
zastosowaniu stezen soli w iloSci réwnej lub wyzszej od 2% wagowych. Naj-
wieksze zmniejszenie rozmiarow czastek wzorca wystapito przy zastosowa-
niu dwuwodorofosforanu sodu (rys. 1.).
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Rys. 1. Rozktady wielkosci czastek dla probek mikrokrystalicznej celulozy po obrébcee
przy zastosowaniu 4% CaCl,, NaH,PO,, K,SO, i MgCl, (100°C, 2 h)



42 Maciej Géra i in.

Dla tej wlasnie soli w kolejnym etapie przeprowadzono szczegotowe bada-
nia nad wptywem temperatury na proces degradacji mikrokrystalicznej celu-
lozy. Dla poréwnania oceny wplywu dziatania soli monosodowej kwasu fosfo-
rowego(V) jako ukltad odniesienia zbadano rowniez zawiesiny zawierajace
rozcieniczony H,PO,.

W zwigzku z powyzszym stalo sie zasadne poréwnanie wplywu me-
dium dyspersyjnego na rozktady wielkoSci czastek wzorca mikrokrysta-
licznej celulozy. Wykonano analize probek wzorca o standardowym ste-
zeniu zawieszonego w wodzie (WC), 2% roztworze wodnym NaH,PO,
(WCs) i 2% H,PO, (WCa). Prébek wzorcéw nie poddawano obrobce hydroter-
micznej.

Wyniki przedstawiono w tabeli 1 i na rysunku 2. Ze wzgledu na asyme-
tryczny rozktad wielkoSci czastek w badanych préobkach nie jest mozliwe ich
dobre scharakteryzowanie przez podanie jako wyniku analizy jednej warto-
$ci liczbowej. Dlatego tez w tabeli 1 przedstawiono trzy parametry charakte-
ryzujace wielko$é czgstek, a mianowicie:

1) érednig — stanowigca $rednig arytmetyczna z wielkosci czagstek;

2) mediane — okreslajaca wielkosé czastki, powyzej i ponizej ktorej znajduje
sie jednakowa ich liczba;

3) dominante (mode) — bedaca wielkoScia czastki najczesciej wystepujacej

w probce.

7 pomiaréw wzorcow mikrokrystalicznej celulozy wynika, ze dominujaca
objetosciowo frakcja we wszystkich probkach (moda) sa czastki o rozmiarze
34,60 um (tab. 1). Roznice obserwuje sie jedynie dla frakeji o rozmiarach
>100 um (rys. 2), co moze sugerowacé, ze w probce o najnizszym pH asocjacja
jest najmniejsza.

Tabela 1
Substancje wzorcowe
Symbol | Oérodek dyspersyiny | Srednia | Mediana | yrogo gy | i
WwC woda 25,20 22,83 34,60 6,31
WCs 2% NaH,PO, 24,02 22,16 34,60 4,44
WCa 2% H,PO, 23,47 22,06 34,60 1,39
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Rys. 2. Rozklady wielkosci czgstek dla probek wzorcowych

Ze wzgledu na niewielkie réznice (pod wzgledem rozktadéw wielkosci cza-
stek) pomiedzy wzorcami jako najbardziej uniwersalng prébke odniesienia
wybrano wzorzec WC, czyli probke, gdzie medium dyspersyjnym byla woda.

3.4.2. Wplyw temperatury na hydroliz¢ mikrokrystalicznej
celulozy dla ukladéw zawierajacych NaH,PO, i H,PO,

Dla wyselekcjonowanego uktadu dwuwodorofosforanu sodu i uktadu po-
rownawczego zawierajacego kwas ortofosforowy przeprowadzono analize
zmian rozktadu wielkoséci czastek celulozy w funkcji temperatury. Procesy
hydrolizy prowadzono w temperaturach w zakresie 120-200°C, co powodo-
wato wzrost ciSnienia wewnatrz autoklawu w zakresie 0,5-8 bar.

W tabeli 2 zestawiono warunki prowadzonej hydrolizy oraz symbolike
oznaczania dla prébek poddanych analizie.

Tabela 2
Opis prébek

Symbol

Warunki

100°C,4 h

120°C, 2 h

140°C, 2 h

160°C, 2 h 2% NaH,PO, | 4% NaH,PO, | 2% H,PO, | 2% NaH,PO, + 2% H,PO,

180°C,2 h

200°C, 2 h

140°C, 4 h
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Na rysunku 3 przedstawiono przyktadowy, charakterystyczny dla wszyst-
kich pomiaréow rozklad wielkoSci czastek dla mikrokrystalicznej celulozy.
W tym wypadku byla ona modyfikowana 2% dwuwodorofosforanem sodu
w roznych temperaturach. Najwieksze zmiany w serii A wzgledem probki
wzorcowej obserwuje sie dla degradacji prowadzonej w temperaturze 180°C
w czasie 2 h. Bardzo zblizone rezultaty uzyskano dla procesu prowadzonego
w temperaturze 160°C, ktory z punktu widzenia nakladu energii jest bar-
dziej ekonomiczny.
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Oprocz wptywu temperatury i czasu obrobki celulozy sprawdzono rowniez
wplyw stezenia soli. Zwigkszenie stezenia NaH,PO, do 4% w serii B powodu-
je w porownaniu do serii A wzrost degradacji mikrokrystalicznej celulozy
jedynie dla procesu prowadzonego w najnizszej temperaturze (tj. 140°C)
w czasie 2 h. Nie obserwuje sie korzystnych zmian dla préb prowadzonych
w wyzszych temperaturach ani w wydluzonym czasie.

W kolejnym etapie przeprowadzono badania z zastosowaniem 2% H,PO,
jako czynnika hydrolizujacego mikrokrystaliczng celuloze. Podobnie jak
w przypadku prébek oznaczonych symbolem A, najlepsze rezultaty otrzymano
dla procesu prowadzonego w temperaturze 160°C w standardowym czasie 2 h.
Ponadto zaobserwowano, ze zbyt wysoka temperatura (200°C) powoduje
przypuszczalnie agregacje celulozy.

Przeprowadzono réwniez badania z zastosowaniem jednoczes$nie kwasu
i soli jako czynnika modyfikujacego, przy czym uzyskane wyniki rozktadow
wielko$ci czgstek badanej celulozy lokuja sie na poziomie obserwowanym dla
2% H4PO,, aczkolwiek w najwyzszych temperaturach nie odnotowano agre-
gacji jak dla zawiesiny w kwasie.

Podsumowujac te cze$é badan, stwierdzono, ze oba czynniki hydrolizujace
maja pozytywny wplyw na rozklad mikrokrystalicznej celulozy, co przektada
sie na wieksza wydajnos¢ pédzniejszej hydrolizy enzymatycznej (Pedersen



3. Wplyw soli nieorganicznych i srodkéw powierzchniowo czynnych... 45

i Meyer 2009). Rysunek 4 przedstawia rozklad wielkosci czastek dla pomia-
row serii od A do D dla temperatury 160°C, w ktorej osiagnieto najlepsze
rezultaty. Zaobserwowano, ze w przypadku zastosowania kwasu lub miesza-
niny kwasu i soli nastapilo najwieksze przesuniecie maksimum w kierunku
mniejszych czastek, czyli dodatek tych czynnikéw spowodowal wigksza de-
gradacje mikrokrystalicznej celulozy, a Srednia wielko$§¢ czastek spadta
w tych uktadach o ponad 20%.
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Rys. 4. Rozktad wielkosci czastek prébek celulozy dla hydrolizy NaH,PO, i/lub H,PO,
w temperaturze 160°C

3.4.3. Wyznaczenie wplywu surfaktantéow jonowych
i niejonowych na stopien dyspersji krystalitow celulozy

Przeprowadzenie charakterystyki probek zawierajacych nieorganiczne
modyfikatory utworzyto punkt odniesienia do oceny wptywu modyfikacji mi-
krokrystalicznej celulozy z zastosowaniem surfaktantow.

Oczekiwanym wptywem surfaktantow na przebieg procesu byta zmiana
wlasciwosci powierzchni ziaren mikrokrystalicznej celulozy w sposob uta-
twiajacy penetracje roztworu do ich wnetrza. Pozwolito to na wyselekcjono-
wanie odpowiedniego srodka powierzchniowo czynnego ulatwiajacego dalsza
hydrolize celulozy. Zastosowane surfaktanty zostaly opisane w podrozdziale 3.3.
Kryterium doboru najbardziej efektywnego surfaktantu jest jego minimalne
stezenie, pozwalajace na poprawe efektywnosci procesu wstepnej hydrolizy
oraz odporno$é na degradacje w Srodowisku kwasnym w podwyzszonej tem-
peraturze, czyli warunkach wtasciwej hydrolizy celulozy do oligosacharydow.

Ocena wplywu dodatku surfaktantéw na proces wstepnej hydrolizy celulo-
zy zostata dokonana na podstawie poréwnania z procesem prowadzonym bez
ich dodatku. We wszystkich analizowanych przypadkach (tab. 3) stwierdzono
zmniejszenie S$redniej wielkosci ziaren modyfikowanej mikrokrystalicznej
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celulozy w stosunku do prébki wyjsciowej. Porownujac ze sobg rozkiad wiel-
kosci czastek dla surfaktantow jonowych, kationowych i anionowych (rys. 5),
obserwujemy lepsze wyniki dla surfaktantéw jonowych niz niejonowych. Po-
nadto wprowadzenie surfaktanta niejonowego powoduje wzrost liczby cza-
stek w zakresie >100 um, a co za tym idzie wzrost sredniej wielkosci czastek.
Wyniki pomiaréw dystrybucji rozmiarow ziaren mikrokrystalicznej celulozy
degradowanej z dodatkiem niejonowych surfaktantow wskazuja na mate
zroznicowanie dla réznych zastosowanych warunkow hydrolizy. Silniej nato-
miast zaznacza sie tendencja surfaktantéw niejonowych do promowania
agregacji w nizszych temperaturach. Bez wzgledu na warunki hydrolizy
probek z surfaktantami niejonowymi, ich stezenie i mase czgsteczkowa ukta-
dy te charakteryzowaly sie gorszymi parametrami rozdrobnienia mikrokry-
stalicznej celulozy niz analogi jonowe.

Tabela 3
Zestawienie probek modyfikowanych dodatkiem surfaktanta

Substancja
odyfikujaca | CTAB | CTAB SDS PEG400 | PEG4000 | WALLOXEN
0,1% | 0,005% | 0,005% 0,01% 0,01% 0,1%

Warunki

100°C, 4 h, 2% H,PO,

120°C, 2 h, 2% H,PO,

140°C, 2 h, 2% H,PO, E F G - L M

160°C, 2 h, 2% H,PO,

180°C, 2 h, 2% H,PO,

100°C, 4 h, 2% NaH,PO,

120°C, 2 h, 2% NaH,PO,

140°C, 2 h, 2% NaH,PO,

160°C, 2 h, 2% NaH,PO,

Poréwnanie oddziatywania réznych typow surfaktantow sugeruje, ze ich
wplyw ma raczej zwigzek z ladunkiem hydrofilowego fragmentu surfaktanta
1 powierzchni celulozy niz z mozliwosciag wystepowania katalizy micelarnej
w badanych uktadach. Zaobserwowano rowniez, ze lepsze wyniki otrzymano
przy zastosowaniu kwasu jako czynnika hydrolizujacego. Najlepsze wyniki
osiagnieto dla probek F i G.
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Rys. 5. Rozklad wielkoSci czastek probek celulozy dla hydrolizy w temperaturze 160°C
w uktadach z dodatkiem surfaktantow

3.4.4. Wplyw dodatku surfaktantéw na zmiany morfologii
oraz wlasciwosci fizykochemicznych celulozy

Przeprowadzone badania pH dla réznych warunkéw degradacji pozwolity
na poczynienie szeregu obserwacji. Dla probek w kwasie podwyzszone pH
wzgledem prébki wzorcowej (tab. 1) wystepuje dla prébki modyfikowanej
surfaktantem kationowym. W przypadku probek celulozy poddanych obrdébce
termicznej, zawierajacych jako czynnik hydrolizujacy kwas i dodatek surfak-
tanta obserwuje sie, ze majg one systematycznie nizsze pH niz probka za-
wierajaca wylacznie kwas. Dla probek z surfaktantem niejonowym pH jest
najnizsze w poréwnywanej serii probek opartych o 2% H,PO,. Ponadto nie
odnotowano istotnych réznic zwigzanych ze zmiang temperatury degradacji
czy tez ilo$ci wprowadzonego dodatku.

Zastosowanie mieszaniny kwasu i jego soli monosodowej pozwala buforo-
waé pH. Podobny wplyw (w sensie zwezenia zakresu pH) maja dodatki sur-
faktanta w roztworach NaH,PO,, gdyz najwieksze réznice w pH zaobser-
wowano dla prébki niezawierajacej surfaktanta. Co wiecej, w przypadku
zastosowania soli jako czynnika hydrolizujacego wystepuje wyrazne zjawisko
systematycznego spadku pH w zaleznosci od temperatury prowadzonego
procesu.

W tabeli 4 przedstawiono zakresy pH dla poszczegolnych uktadow.

Analize morfologii krystalitéw celulozy metoda SEM rozpoczeto od badan
dla probki wzorcowej (rys. 6). Zaobserwowano, ze struktura jest mato wykry-
stalizowana, a czastki mato rozdrobnione i o mato charakterystycznych kra-
wedziach.
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Tabela 4
Pomiary pH probek celulozy
Symbol Warunki pH

A 100-200°C, 2-4 h, 2% NaH,PO, 4,36-3,13
B 140-200°C, 2-4 h, 4% NaH,PO, 4,20-3,26
J 100-160°C, 2-4 h, 2% NaH,PO, + 0,005% CTAB 4,41-4,00
K 100-160°C, 2-4 h, 2% NaH,PO, + 0,005% SDS 4,43-4,05
H 100-160°C, 2-4 h, 2% NaH,PO, + 0,01% PEG400 4,35-3,85
I 100-160°C, 2-4 h, 2% NaH,PO, + 0,01% PEG4000 4,31-3,88
N 100-160°C, 2 h, 2% NaH,PO, + 0,01% WALLOXEN 4,40-3,91
D 120-180°C, 2 h, 2% H,PO, + 2% NaH,PO, 2,00-1,94
C 100-180°C, 2-4 h, 2% H,PO, 1,60-1,53
E 120-180°C, 2 h, 2% H,PO, + 0,1% CTAB 1,50-1,42
F 100-180°C, 2-4 h, 2% H,PO, + 0,005% CTAB 1,44-1,40
G 100-180°C, 2-4 h, 2% H,PO, + 0,005% SDS 1,44-1,38

100-160°C, 2-4 h, 2% H,PO, + 0,01% PEG4000 1,39-1,34
M 100-160°C, 2-4 h, 2% H,PO, + 0,01% WALLOXEN 1,41-1,31

Rys. 6. Topologia warstw czgstek celulozy wzorcowej dla réznych powiekszen

Wprowadzenie kwasu lub jego soli oraz wzrost temperatury obrébki powo-
duje wzrost krystalicznosci uktadu, czastki nadal sa mato rozdrobnione, jed-
nakze ich krawedzie staly sie wyrazne. Obserwacja ta jest zgodna z wcze-
$niejszymi doniesieniami (Tang i in. 2011).

Analogiczne analizy przeprowadzono dla uktadow zawierajacych dodatek
surfaktanta. Wyniki badan przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektrono-
wego dla wszystkich ukladow zawierajacych surfaktant kationowy CTAB
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przedstawiono na rysunku 7. Sa to zdjecia probki modyfikowanej surfaktan-
tem kationowym CTAB dla najlepszej wytypowanej z badan wielkosci cza-
stek po hydrolizie w temperaturze wynoszacej 160°C. Zaobserwowano, ze
wprowadzenie czynnika modyfikujacego, jakim jest surfaktant, spowodowato
zmniejszenie wielkoSci czastek i zmiany ksztattu. Czastki stajg sie regular-
ne, z wyraznie zaznaczonymi krawedziami. Jednakze rodzaj czynnika hydro-
lizujacego czy ilo§é surfaktanta nie wplywa znaczaco na réznice pomiedzy
probkami.

Rys. 7. Topologia monowarstw czastek celulozy modyfikowanej a) 2% H,PO,+0,1% CTAB,
b) 2% H,PO,+0,005% CTAB, c) 2% NaH,PO,+0,005% CTAB. Warunki hydrolizy:
temperatura 160°C w czasie 2 h

Zarowno dla surfaktantéw anionowych, jak i niejonowych odnotowano
wylacznie niewielkie réznice pomiedzy poszczegolnymi skanami. Z tego tez
wzgledu wykonano badania zwigzane ze zmianami powierzchni przy zastoso-
waniu mikroskopii sit atomowych (AFM).

Badania z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych pozwolity réwniez
na zaobserwowanie interesujacego zjawiska. W przypadku prébek modyfiko-
wanych tylko kwasem fosforowym lub jego solg sodowa powierzchnie ziaren
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mikrokrystalicznej celulozy sg bardzo réwnomiernie pokryte czastkami kolo-
idalnymi lub monokrysztatami (rys. 8). W probkach z dodatkiem surfaktanta
czastki te sa nieobecne, co Swiadczytoby o zdyspergowaniu ich przez zastoso-
wany Srodek powierzchniowo czynny. Prawdopodobnym wyjasnieniem po-
wstawania czastek koloidalnych jest mozliwo$é wystepowania reakcji ubocz-
nych z udziatem glukozy. Dodatek surfaktanta wplywa zatem korzystnie na
jakos¢ powierzchni mikrokrystalicznej celulozy, co utatwi¢ moze interakcje
z czgstkami enzymow w kolejnych etapach procesu jej degradacji.

Rys. 8. Topologia monowarstw czastek celulozy modyfikowanej a) 2% H,PO,,
b) 2% H,PO, + CTAB. Warunki syntezy: temperatura 160°C w czasie 2 h

Oczekiwanym wplywem surfaktantow na przebieg procesu byta zmiana
wtasciwosci powierzchni ziaren celulozy w sposéb utatwiajacy penetracje roz-
tworu do ich wnetrza. Otrzymane rezultaty wskazujg na osiagniecie zakta-
danego efektu.

3.5. Rezultaty optymalizacji metody i warunkow
degradacji

Badania przeprowadzone dla surfaktantu CTAB wykazaly, ze wystepuje
pewien zauwazalny spadek wielkosci czastki modyfikowanej celulozy w po-
rownaniu z celuloza modyfikowana roztworem kwasu. Na podstawie tych
pomiaréw (rys. 9) mozna stwierdzi¢, ze wprowadzenie nawet niewielkiej
ilosci kationowego surfaktantu wptywa korzystnie na zmniejszenie czastki
mikrokrystalicznej celulozy, a najlepsze wyniki uzyskuje sie dla prébek mo-
dyfikowanych mieszaning kwasu i 0,005% CTAB.

Pomiar rozktadu wielkosci czastek w probkach mikrokrystalicznej celulo-
zy dla serii F wskazuje, ze zastosowane warunki hydrolizy powoduja wy-
razne zmniejszenie wielkos$ci ziarna. Zblizony rezultat, choé nieco stabszy,
otrzymano w przypadku zastosowania surfaktanta anionowego (seria G
z dodatkiem SDS). Wyniki tych badan pozwalaja na stwierdzenie, ze poza
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Rys. 9. Rozklad wielkosci czastek probek celulozy dla hydrolizy w temperaturze 160°C
przy zastosowaniu 2% H,PO, z dodatkiem CTAB

przedziatem 140-160°C ziarna celulozy poddawane degradacji wykazuja wy-
razng sklonnos¢ do agregacji. Prawdopodobnym wyjaénieniem tego faktu
jest mozliwo$§é wystepowania reakcji ubocznych z udzialem produktéow de-
gradacji powstajacej glukozy. W miare wzrostu ich stezenia produkty te
moga mieé rosnacy wplyw na powierzchnie ziaren mikrokrystalicznej celulo-
zy, np. w wyniku osadzania.

3.6. Wstepna hydroliza biomasy lignocelulozowej
3.6.1. Warunki prowadzenia eksperymentow

Eksperymenty przeprowadzono, opierajac sie¢ na wynikach badan przesie-
wowych dla mikrokrystalicznej celulozy. Jako optymalne warunki przyjeto
temperature hydrolizy w zakresie 140-160°C oraz 2% roztwoér kwasu fosforo-
wego (V) lub dwuzasadowego fosforanu (V) sodu zawierajacy 0,005% surfak-
tanta wspomagajacego (CTAB lub SDS). Celem uzyskania materiatu poréw-
nawczego kilka reakcji hydrolizy przeprowadzono w temperaturach 100°C
i 120°C.

Poniewaz wtasciwosci reologiczne otrzymanych zawiesin wykluczaly moz-
liwo$¢é oceny rezultatow degradacji zrebkéw drewna metodami stosowanymi
w badaniach przesiewowych, efekty hydrolizy zostaty oszacowane na podsta-
wie pomiarow stezenia glukozy metodqa HPLC oraz wydajnoSci pdzniejszej
hydrolizy enzymatycznej otrzymanych probek.
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3.6.2. Wyniki pomiarow i dyskusja

Do 100 ecm?® 2% roztworu kwasu fosforowego(V) lub dwuzasadowego fosfora-
nu(V) sodu zawierajacego dodatek surfaktanta wprowadzano 10 g zrebkow.
Zawiesine ogrzewano w reaktorze ciSnieniowym do zadanej temperatury, ob-
serwujac wzrost ciSnienia analogiczny jak w przypadku degradacji celulozy.

Hydrotermalna degradacja zrebkéw drewna prowadzita do otrzymywania
zawiesin o charakterystyce zaleznej od zastosowanej temperatury. W tych
przypadkach powstawaty zawiesiny o charakterystyce zblizonej do zawiesin
wyjsciowych, a istotng roznicg bylto zwiekszenie gestosci zrebkow, co przeja-
wiato sie sktonnoscig do ich sedymentacji. Obserwacje mikroskopowe wska-
zaly rowniez na znaczny udzial niezdegradowanych wiokien drewna.

Zawiesiny otrzymane w temperaturach 140°C i 160°C mialy znacznie
zwiekszonag lepko$é, najprawdopodobniej spowodowana wystepowaniem
zwigzkow o charakterze polifenoli powstajacych w rezultacie réwnolegle
przebiegajacej degradacji lignin. W obrazie mikroskopowym zawiesiny otrzy-
mane w tych temperaturach nie zawieraly pozostatoSci wiokien drewna.
Znacznie ciemniejsza barwa ziaren zawiesin otrzymywanych w tych warun-
kach wskazuje na czeSciowa termiczng degradacje biomasy. Rowniez charak-
terystyczna won furfuralu stwierdzona w przypadku zawiesin obrabianych
w temperaturze 160°C sugeruje, ze w tych warunkach rozpoczyna sie juz
proces termicznego rozktadu celulozy i glukozy.

Spostrzezenia te dobrze koreluja z wynikami pomiarow stezenia glukozy
metodg HPLC (rys. 10).

3

2.5 — wierzba NaHyPO,4 + CTAB
— wierzba HsPO4 + CTAB

2 \ wierzba NaHoPO4 + SDS
15 / - wierzba H3PO4 + SDS
_~ / — topola NaHsPO, + CTAB
1

/ — topola H3PO4 + CTAB
05 = — topola NaH3PO4 + SDS

— topola H3PO4 + SDS

0
100°C 120°C 140°C 160°C

Rys. 10. Stezenie glukozy w supernatantach w funkcji temperatury zastosowanej
podczas degradacji zrebkow drewna wierzby i topoli

Zastosowanie roztworu dwuzasadowego fosforanu sodu prowadzi do otrzy-
mania supernatantow o nizszej niz w przypadku kwasu fosforowego zawar-
tosci glukozy, jednak zwiekszenie temperatury procesu nie powoduje obnize-
nia stezenia tego cukru. Rezultat ten wskazuje na mozliwo$¢ zwiekszenia
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temperatury, w jakiej prowadzona jest degradacja biomasy (a co za tym idzie
przyspieszenia procesu), bez ryzyka utraty wydzielanej glukozy w procesach
ubocznych.

Podniesienie temperatury powyzej 140°C podczas degradacji z zastosowa-
niem kwasu fosforowego(V) powoduje obnizenie wydajnosci uwalnianej glu-
kozy. Najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem tego zjawiska wydaje sie
by¢ przebiegajaca réwnoczesnie reakcja przeksztatcania sie glukozy w furfu-
ral. Procesowi temu sprzyjaja zarowno wysokie temperatury, jak i niskie pH
srodowiska reakcji.

Hydrolizaty zostaly nastepnie poddane dzialaniu mieszaniny enzymow
degradujacych celuloze do glukozy. Rezultaty pomiaréw stezenia wydzielonej
w ten sposob glukozy pozostawaly w Scistej korelacji z wynikami uzyskanymi
dla supernatantow: najwyzsze stezenia otrzymano dla zrebkéw traktowa-
nych 2% roztworem H,PO, zawierajacym 0,005% jonowego surfaktanta.
Otrzymane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze dobor i optymalizacja parame-
trow wstepnej hydrolizy zostaty przeprowadzone prawidlowo. Opracowany
proces wstepnej obrobki biomasy lignocelulozowej modyfikuje ziarna celulo-
zy w tym materiale w stopniu pozwalajacym na efektywne prowadzenie
dalszej hydrolizy enzymatyczne;.

3.7. Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania pozwalajg na sformutowanie kilku najistotniej-
szych wnioskow:

1. Rozcienczone roztwory kwasu fosforowego(V) lub jego soli sodowej w warun-
kach hydrotermalnych skutecznie modyfikuja powierzchnie ziarna celulozy.
2.Dodatek surfaktanta kationowego (CTAB) w zauwazalny sposob poprawia

efektywnos¢ procesu degradacji hydrotermalne;j.

3.Zastosowanie roztworu dwuzasadowego fosforanu sodu prowadzi do otrzy-
mania supernatantéw o nizszej niz w przypadku kwasu fosforowego za-
warto$ci glukozy, jednak zwiekszenie temperatury procesu nie powoduje
obnizenia stezenia tego cukru.

4. Podniesienie powyzej 140°C temperatury degradacji z zastosowaniem kwa-
su fosforowego(V) powoduje obnizenie wydajnosci uwalnianej glukozy.
Konwersja celulozy oraz masy lignocelulozowej do glukozy mozliwa jest

do zrealizowania za pomocg szeregu réznych czynnikéw chemicznych, fizycz-

nych i biologicznych lub ich kombinacji. Do najpopularniejszych metod che-
micznych nalezy dziatanie rozcienczonymi kwasami mineralnymi w podwyz-
szonych temperaturach. Z uwagi na ekonomie procesu najczesciej stosowany
jest kwas siarkowy(VI) o stezeniach 0,5-4,0% w temperaturach 140-210°C.
Osiggana w tych warunkach konwersja celulozy do glukozy po obrébce enzy-
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matycznej wynosi 25-80% w zalezno$ci od rodzaju biomasy (Taherzadeh
i Karimi 2007). Wstepna hydroliza biomasy lignocelulozowej za pomoca nie-
organicznych soli bywa stosowana jedynie w wariancie z zastosowaniem ich
wysokich stezen rzedu 1 mL nasyconego roztworu CaCl, na 5 mg celulozy
(Tokuyasu i in. 2008). Badania nad scukrzaniem celulozy za pomoca kwasu
fosforowego(V) o stezeniu 77-83% wykazaly doskonata skutecznos¢ przeja-
wiajaca sie iloSciowa konwersja celulozy, jednak proces ten nie ma przetoze-
nia na skale przemystowg z uwagi na wysokie zuzycie trudnego w regenera-
¢ji kwasu (Zhang i in. 2006). Mozliwe do zastosowania na duza skale procesy
typu ,organosolv” wskazuja na konwersje celulozy do glukozy na poziomie
70% (Sannigrahi 2012).

Poréwnujac przytoczone doniesienia z wynikami uzyskanymi w trakcie
badan, mozna stwierdzié¢, ze skutecznos¢ zaproponowanego rozwigzania jest
zblizona do rezultatéw uzyskiwanych innymi metodami. Przyjmujac gérna
— 50% granice zawartosci celulozy w obrabianej biomasie jako punkt odnie-
sienia, mozna oszacowaé, ze biomasa wstepnie potraktowana roztworem
dwuzasadowego fosforanu sodu oraz CTAB ulegata dalszej enzymatycznej
konwersji z wydajnos$ciami rzedu 65-75%, co wskazuje na mozliwosé zastoso-
wania opracowanej procedury i warunkow w skali przemystowe;.
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4. Obrébka wstepna w procesie
hydrolizy biomasy lignocelulozowej

Marek Klein, Lukasz Heda, Pawel Kazimierski, Marek Rzadkiewicz,
Dariusz Kardas

4.1. Wprowadzenie - hydroliza biomasy

Proces hydrolizy biomasy polega w gléwnej mierze na rozpadzie wigzania
S-1,4-glikozydowego znajdujacego sie w czgsteczce celulozy. Podczas reakcji
dochodzi do utworzenia nowych zwigzkéw chemicznych, m.in. mono- i polisa-
charydow. Aby proces hydrolizy moégt zajsé, niezbedne sa wlasciwe warunki,
takie jak: odpowiednia temperatura, ciSnienie, obecno$¢ katalizatora oraz
czas prowadzenia procesu.

Przebieg procesu hydrolizy dla trzech podstawowych sktadnikéow biomasy:
celulozy, hemicelulozy i ligniny z uwzglednieniem sktadu chemicznego (Li-
mayem i Ricke 2012) przedstawiono ponizej:

a) dla celulozy:

T,p, .
(CH,405)n I—I+(O+?,aq — (n-x) (C;H,04) + policukry

b) dla hemicelulozy:

T’ )
(C4H,,05)n - (C,H,0,)m H+(o+?,aq — (n-x) (C,H,,0,)

(m —y) C;H,,O5 + policukry

¢) dla ligniny:
T,p.Q

polikwasy + zasada —*— — (x,y,z) sole + woda
gdzie:
T - temperatura,
p — cisnienie,
@ - cieplo,
t — czas,
aq — Srodowisko wodne.
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4.2. Wprowadzenie — metody hydrolizy biomasy

Biomasa lignocelulozowa jest praktycznie nierozpuszczalna w wodzie,
a wigzania w niej wystepujace trudno ulegajg hydrolizie. Do wstepnego roz-
drabniania biomasy, ktore jest etapem wstepnym w procesie hydrolizy, wyko-
rzystuje sie glownie metody mechaniczne. Metody chemiczne badz biologicz-
ne umozliwiajg za$ otrzymywanie monomeréow z wystepujacych w biomasie
biopolimeréw. Hydroliza biomasy lignocelulozowej moze zachodzié¢ podczas
kilku procesow (Quintero-Ramirez 2010), m.in.:
— obrobki w srodowisku wodnym w podwyzszonej temperaturze i ciSnieniu,
— obrobki kwasami,
— obrobki zasadami.

Mozliwe sa inne metody hydrolizy, ktore uwzgledniaja takie procesy, jak:
— reakcja z cieczami jonowymi, ktore dla biomasy lignocelulozowej sa dosko-

nalymi rozpuszczalnikami (Binder i Raines 2009);
— enzymatyczna hydroliza celulozy przy uzyciu celulaz (Ingram i in. 1998);
— hydroliza w §rodowisku alkoholu (Wang i in. 2012).

4.2.1. Obrobka fizyczna

Przed kazda z metod hydrolizy chemicznej zazwyczaj stosuje sie obrobke
fizyczna biomasy w celu jej rozdrobnienia, aby dostep hydrolizujacych zwigz-
kow chemicznych byl tatwiejszy. Zmniejszenie rozmiarow czgstek powoduje
skrocenie proceséw transportu masy w ich wnetrzu, co znaczaco skraca pro-
ces rozktadu biomasy.

4.2.2. Hydroliza kwasowa

Miazek i1 in. (2009) badali efekt wstepnej hydrolizy materiatu roslinnego
z gatunku Miscanthus z zastosowaniem rozcienczonego kwasu siarkowego. Celem
ich pracy byla wstepna ocena wptywu stezenia dodawanego kwasu siarkowego
oraz czasu ogrzewania na uwalnianie cukréw redukujacych z hydrolizy roslin.

Badania obejmowaly hydrolize 10% roztworu biomasy przy dodatku 0%,
0,5%, 1%, 2% lub 3% kwasu siarkowego, ktory nastepnie ogrzewano w tem-
peraturze 120°C przez 60 min. Po tym czasie metoda Millera oznaczano
zawarto$¢ cukrow w roztworze. Wyniki badan wyraznie wskazuja, ze zasto-
sowanie wiekszej iloSci kwasu sprzyja produkcji cukréw redukujacych. Drugi
etap badan obejmowat ogrzewanie roztworu wsadowego z 3% zawartoScig
kwasu siarkowego w temperaturze 120°C przez 15, 30, 45 lub 60 min. Auto-
rzy wskazuja, ze im dluzszy jest czas prowadzenia procesu, tym wyzsze
jest stezenie pozadanego produktu reakcji.



4. Obrobka wstepna w procesie hydrolizy biomasy lignocelulozowej 57

Michalska i in. (2012) przeprowadzili badania nad rozkladem struktur
lignocelulozowych w procesie hydrolizy kwasowej. Hydrolize prowadzono
przy uzyciu 3% (v/v) roztworu kwasu siarkowego(VI). Badang prébke o 5%
stezeniu biomasy (v/v) umieszczano w autoklawie i poddano obréobce termicz-
nej w temperaturze 121°C przez 30 min. W wyniku procesu konwersji ulegto
11% celulozy, jednak w produktach nie wykryto glukozy. Oznaczenia cukrow
wykonywano z wykorzystaniem techniki HPLC.

4.2.3. Hydroliza z wodorosiarczanem wapnia

Gao i in. (2013) przeprowadzili obrébke wstepna probek biomasy z zasto-
sowaniem kwasnego wodorosiarczanu wapniowego Ca(HSO,),. Probki skta-
daty sie z wiorow niekorowanego drewna iglastego z gatunku Pinus taeda,
z wioréow korowanego klonowego drewna liSciastego oraz z prosa rézgowego
gatunku Panicum virgatum. Uzyto wsadu o masie 2,2-3 kg, sktadajacego sie
z wysuszonego materialu biomasy drzewne;j.

Pierwszy etap polegal na przedmuchiwaniu biomasy parg wodng w celu
usuniecia powietrza. Nastepnie poddano jg dziataniu zimnego roztworu wo-
dorosiarczanu wapnia w iloSci 12,5% w stosunku do masy uzytego drewna.
Stezenie biomasy wynosito ok. 30% w kazdym z doswiadczen. Wiéry drewna
iglastego ogrzewano do temperatury 165°C przez okres 15 min i przetrzymy-
wano w tej temperaturze przez kolejne 75 min. Widry drzewa liSciastego
podgrzewano do temperatury 155°C przez 15 min i przetrzymywano w tej
temperaturze przez okres od 75 do 120 min. W podobny sposéb ogrzewano
proso rozgowe do 155°C przez 15 min i utrzymywano w tej temperaturze
przez 75 min. Po eksperymencie pobrano probki hydrolizatu i mokrej bioma-
sy do badan. Okreslono m.in. zawarto$¢ cukrow w hydrolizacie dla przedsta-
wionych tu trzech rodzajow biomasy (tab. 1).

Tabela 1
Zawarto$¢ cukrow w hydrolizacie (%)

Wiéry
odkorowanego
drewna
lisciastego z klonu

Typ biomasy Drewno iglaste Proso rézgowe

Zawarto$é cukrow

w hydrolizacie 2,62 3,69 2,30

W tabeli 2 przedstawiono zawartos¢ procentowa cukrow w probkach sta-
lych poszczegdlnych rodzajow biomasy po obrobce wstepnej. Probki zawiera-
ly niewielkie ilosci glukozy.



58 Marek Klein i in.

Tabela 2
Zawartos¢ cukrow w statym produkcie (%)
Wiéry
Typ biomasy Drewno iglaste odkg;gvvzir;ego Proso rézgowe

lisciastego z klonu
Arabinian 0,35 0,16 0,79
Galaktan 0,78 0,22 0,52
Glukan 40,60 54,90 39,90
Ksylan 1,68 7,06 9,78
Mannan 2,84 1,12 0,31
Catkowita zawartosé 46,3 59,45 51,30

4.24. Hydroliza zasadowa

Michalska i Ledakowicz (2012) prowadzili badania nad hydroliza zasado-
wa biomasy przy uzyciu 5% (m/v) roztworu wodorotlenku sodu (NaOH).
Badang probke biomasy o stezeniu 5% (m/v) umieszczano w autoklawie
w temperaturze 121°C na okres 30 min. W wyniku procesu konwersji ulegto
44% celulozy, jednak w produktach — podobnie jak w przypadku hydrolizy
kwasowej — nie wykryto glukozy. Hydroliza zasadowa czesto opisywana jest
jako obrobka wstepna przed hydroliza wiasciwa. Uzycie wodorotlenku (naj-
czesciej sodu, potasu lub wapnia) ma za zadanie usuniecie ligniny, podczas
gdy celuloza i hemiceluloza nie sg usuwane z biomasy. Usunigciu ligniny
towarzyszy zwiekszenie podatnosci na hydrolize. Podczas obrébki zasadowej
reakcji ulegaja niektore grupy funkcyjne zawarte w hemicelulozie, bedace
inhibitorami fermentacji (Perego i Bianchi 2010). Takze Iyer i in. (1996)
opisuja hydrolize zasadowg jako wstepny etap, majacy na celu usuniecie
ligniny. Autorzy ci jako katalizator zastosowali roztwor wody amoniakalnej
o stezeniu 2,5-20%. Reakcja byta prowadzona w temperaturze 170°C przez
godzinge. W eksperymentach z kolbami kukurydzy usuniete zostato 60-80%
ligniny, w eksperymentach z prosem 65-85% ligniny.

4.2.5. Hydroliza z wykorzystaniem nadtlenku wodoru

Aline da Costa Correia i in. (2013) podajg przykiad innej hydrolizy che-
micznej. Zmielone wytloczyny jabtka nerkowca zostaty poddane obrobce
wstepnej alkalicznym nadtlenkiem wodoru. Zastosowano przy tym nastepujace
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parametry: stezenie nadtlenku wodoru wynosito od 0 do 4,3% v/v, ilos¢ bio-
masy stanowita 2,5 do 10% w/v, za$ czas prowadzenia procesu od 30 min do
24 h. Roztwér H,0, doprowadzono do odczynu pH=11,5 przy uzyciu 6M
NaOH. Doswiadczenie przeprowadzono w tagodnych warunkach, tj. w tem-
peraturze 35°C, mieszajac wsad. Nastepnie roztwor i czesci stale rozdzielono
poprzez filtracje. W wyniku badan ustalono, ze sposrod gtéwnych sktadnikow
drewna jedynie lignina zostaje czeSciowo usunieta w podanych warunkach
— zawarto§¢ ligniny zmniejszyta sie z 35,26 do 19,83% (tab. 3).

Tabela 3
Sktad chemiczny surowca i produktu z procesu hydrolizy. H,0, (0-4,3% v/v w pH=11,5),
35°C przez 24 h przy uzyciu 10% w/v wsadu biomasy

Sadniki Oifgssa 0,0(1‘7;/ VH)Z,o2 0,64(5‘31; ?202 2,15(?/ 3)1202 4,32/?)202
Celuloza 20,56 20,55 26,81 28,99 32,94
Hemiceluloza 10,17 9,29 15,78 15,49 11,22
Lignina 35,26 42,07 35,72 37,41 19,83
f;];s{f:;cczjzlne 7,79 8,34 4,43 6,37 8,73
Popiét 1,62 7,71 2,23 3,94 4,96
Lacznie 754 87,96 84,97 92,11 77,68

4.2.6. Hydroliza enzymatyczna

Iveti¢ i in. (2012) przeprowadzili proces hydrolizy enzymatycznej z zasto-
sowaniem buraka cukrowego. W celu usunigcia substancji pektynowych
z biomasy przeprowadzono obrobke wstepng w roztworze HCI o pH=1,5
przez 4 h w temperaturze 85°C. (Sun i Hughes 1998). Przemyta biomase,
po kwasowej ekstrakecji pektyny, hydrolizowano enzymatycznie przy uzyciu
komercyjnej celulazy (Celluclast 1,5 L, Novozyme). Wszystkie reakcje enzy-
matyczne byly prowadzone w 50 mM buforze acetonowym w pH=4,8. Mie-
szanine reakcyjng mieszano w wytrzasarce polaczonej z taznia wodng. Prze-
prowadzono réwniez badania nad wpltywem obrobki wstepnej na hydrolize
enzymatyczng w zaleznosci od dtugos$ci prowadzenia procesu hydrolizy, przy
jednoczesnym pozostawieniu takich samych pozostatych warunkow reakcji,
tj. temperatury 40°C; 2,5% zawartosci biomasy oraz stezenia enzymu wyno-
szacego 10 FPU/g substratu. Wyniki przedstawiono w tabeli 4 (Ivetic¢ i in.
2012) wskazuja na wyzsza efektywnos¢ procesu po zastosowaniu obrébki
wstepnej.
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Tabela 4
Porownanie hydrolizy enzymatycznej z obrobka wstepna wsadu i bez obrobki

Czas hydrolizy (h) 24 48 72

Stezenie cukréw bez obrébki wstepnej 550 550 150

redukujacych (mg/1)

z obrobka wstepna 1400 1600 1700

Autorzy sprawdzili rowniez wplyw stezenia enzymu (5-30 FPU) na wy-
dajnos$c¢ reakcji hydrolizy (ilo$¢ biomasy 2,5%, temperatura 40°C). Wyniki
badan zamieszczono w tabeli 5. Na ich podstawie zaobserwowac¢ mozna wy-
razng zalezno$§¢ wzrostu stezenia cukrow redukujacych od stezenia uzytego
enzymu i czasu prowadzenia procesu.

Tabela 5
Przebieg reakcji hydrolizy celulozy w czasie dla Scinkéw burakow cukrowych,
poddanych uprzednio obréobce wstepnej z zastosowaniem réznych stezenn enzymu

Czas Stezenie enzymu (FPU/g)
hydrolizy (h) 5 10 15 20 30

12 1100 1300 1400 1500 1600

24 1150 1350 1425 1550 1650

> ) 36 1200 1400 1550 1675 1700
I1o§¢é cukrow

redukujacych (mg/) 48 1225 1550 1600 1700 1800

60 1300 1625 1800 1825 1900

72 1350 1700 1850 1850 1950

4.2.7. Hydroliza fizykochemiczna - eksplozja pary

Hydroliza przy wykorzystaniu eksplozji pary wodnej jest metodg fizyko-
chemiczna, ktorej efekty chemiczne sa uzupelniane i wzmacniane zjawiska-
mi fizycznymi. Proces eksplozji pary zachodzi w $rodowisku wodnym, w wa-
runkach podwyzszonej temperatury i ci$nienia, kiedy to woda gwaltownie
przechodzi ze stanu cieklego w gazowy. Zawarta w biomasie odparowujaca
woda niszczy jej strukture, utatwiajac tym samym przebieg hydrolizy.

Szewczyk i in. (2012) badali wptyw obrébki wstepnej na zrebki wierzby
energetycznej Salix viminalis. Jedng z zastosowanych przez nich metod byta
eksplozja pary. W swej publikacji wykazali, iz jest to najbardziej efektywny
sposob przygotowania biomasy do hydrolizy enzymatycznej.
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Kratky i Jirout (2012) badali wplyw obrobki wstepnej termiczno-ekspan-
sywnej hydrolizy na strukture slomy pszennej. Aparatura laboratoryjna
sktadata sie z trzech czesci: hydrolizera, naczynia zbiorczego (stuzacego do
zatrzymywania rozprezanej substancji) i zaworu kulowego wyposazonego
w sitownik pneumatyczny. Reaktor o catkowitej pojemnosci 8 litrow pracowatl
przy maksymalnej temperaturze roboczej 200°C i ci$nieniu 1,6 MPa. Poczat-
kowo stome wprowadzono do reaktora zwilzajacego, w ktorym moczono ja
w podwyzszonej temperaturze 60°C przez 60 min. Eksperymenty przeprowa-
dzono przy 5% wsadzie biomasy oraz objetosci wody wynoszacej 8 litréw. Najko-
rzystniejsze warunki prowadzenia procesu zaobserwowano dla temperatury
rownej 200°C i czasu przebywania substratow w reaktorze powyzej 40 min.

W tabeli 6 przedstawiono wyniki prowadzenia reakcji hydrolizy w réznych
temperaturach. Zaobserwowano, iz im wyzsza temperatura prowadzenia
procesu oraz dluzszy czas reakcji, tym wyzsze jest stezenie glukozy.

Zaleznosé koncowego stezenia glukozy w odniesieniu do czasu w réznych temperatlrlrrzk:}?a °
Czas reakdi Temperatura (°C)
(min) 170 185 200
20 0,75 1,25 2,65
Stezenie glukozy (g/1) 40 0,80 1,65 3,05
60 0,90 2,00 3,10

4.3. Cel i zakres badan

Celem prezentowanych badan wlasnych bylo opracowanie metody wstep-
nego przetwarzania biomasy drzewnej jako etapu przygotowujacego materiat
do produkcji bioetanolu i wyznaczenie optymalnych parametréw prowadze-
nia tego procesu. Przeprowadzono szereg prac eksperymentalnych, potaczo-
nych z analizami chromatograficznymi hydrolizatu.

4.4. Metodyka badawcza
4.4.1. Uklad badawczy

W badaniach zastosowano reaktor z uktadem szybkiego grzania indukcyj-
nego (rys. 1). Jego pokrywa wyposazona jest w cztery krocce umozliwiajace
modyfikacje potaczen z uktadem kontrolno-pomiarowym oraz uktadem odbio-
ru probek. Kréciec odbioru probek umozliwial pobor cieklej probki z dna
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reaktora. Rozwigzanie to umozliwialo przeprowadzanie analiz hydrolizatu
podczas réznych etapow prowadzenia eksperymentu oraz badanie kinetyki
powstawania i rozkladu glukozy. Podczas nagrzewania wsadu ci$nienie w re-
aktorze znacznie wzrastato. Dzieki temu w momencie otwarcia zaworu igli-
cowego para nad roztworem wypierata probke cieczy, ktora nastepnie podda-
wana byta analizie chromatograficzne;j.

Rys. 1. Laboratoryjny reaktor do hydrolizy

4.4.2, Analiza zawartosci cukrow

Probki hydrolizatu analizowano pod katem zawartosci cukréow prostych
(gtéwnie glukozy) z wykorzystaniem chromatografu cieczowego firmy Shima-
dzu model Nexera. Parametry pracy urzadzenia byty nastepujace:

e przeptyw: 1 ml/min,

e faza ruchoma: woda 25%, acetonitryl 75%, izokratyczna,

¢ kolumna: SUPELCOSIL™ LC-NH2 HPLC, 5 um wielkos¢ ziaren, dlugosé x
$rednica wewnetrzna 25 cm x 4,6 mm,

e detektor: reflaktometryczny (RID).

Czas retencji dla glukozy wynosit ok. 9 min, za$ dla sacharozy 12,5 min.
W trakcie analizy otrzymano prawidlowe dobrze rozdzielone gaussowskie piki.

4.5. Czes¢é eksperymentalna

Podczas badan analizowano wptyw parametréw prowadzenia procesu na
uzyskane stezenie glukozy w hydrolizacie. Eksperymenty réznity sie iloScig
dodanego kwasu siarkowego(VI) (96%, POCH), temperatura prowadzenia
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procesu, a takze rodzajem substratu poddawanego hydrolizie. Do ekspery-
mentow uzyto czystej celulozy, zrebek robinii akacjowej, a takze rozdrobnio-
nych todyg Slazowca. Do wyznaczenia kinetyki termicznego oraz kwasowego
rozktadu glukozy uzyto glukozy oraz sacharozy. Korzystajac z wczesniej
przeprowadzonych prob hydrolizy w réznych temperaturach, wytypowano
optymalny zakres temperatur procesu — od 160°C do 170°C.

4.6. Wyniki
4.6.1. Stabilnos¢ glukozy

Na zawarto$¢ glukozy w hydrolizacie wptywa szybko$¢ jej powstawania
w procesie hydrolizy celulozy, jak réwniez szybko$¢ jej rozpadu pod wptywem
wysokiej temperatury i dziatania kwasu siarkowego(VI).

Pierwszy etap badan obejmowal przeprowadzenie eksperymentu stabilno-
$ci termicznej glukozy w warunkach podwyzszonej temperatury (160°C) bez
dodatku kwasu. W tym celu sporzadzono wodny roztwor glukozy o stezeniu
30 mg/ml i utrzymywano stalg temperature w reaktorze przez 60 min.
W trakcie eksperymentu oznaczono stezenie glukozy, a probki pobierano co
10 min. Analizy HPLC wykazaly brak rozktadu glukozy w roztworze wod-
nym pod wplywem temperatury (rys. 2).

31
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29,2

29

glukoza [mg/ml]

0 10 20 30 40 50 60
czas [min]

Rys. 2. Kinetyka rozpadu glukozy pod wplywem temperatury (160°C)

W celu sprawdzenia stabilnosci glukozy w Srodowisku kwasnym przepro-
wadzono eksperyment polegajacy na hydrolizie czystej glukozy w stalej tem-
peraturze 160°C oraz w obecnosci 2% kwasu siarkowego(VI). Stezenie po-
wstatej glukozy badano, pobierajac ciekle probki co 5 min. Wyznaczono w ten
sposob kinetyke reakcji rozktadu glukozy (rys. 3). Na podstawie analizy
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wykresu mozna stwierdzic, ze zbyt dtugi czas prowadzenia procesu wptywa
negatywnie na wydajno$¢ powstawania cukréw — juz po 40 min 50% glukozy
ulegto rozktadowi. Po ochtodzeniu reaktora dalej utrzymywalo sie w nim
ci$nienie. Na podstawie analizy chromatograficznej ustalono, ze gltéwnym
sktadnikiem powstatych gazéw, oprécz powietrza, jest ditlenek wegla. Swiad-
czy to o czeSciowym rozktadzie glukozy do CO,,

100 4

nierozlozona glukoza [%)]

0 10 20 30 40 50 60
czas [min]

Rys. 3. Kinetyka rozpadu glukozy pod wptywem 2% H,SO, w temperaturze 160°C

4.6.2. Hydroliza celulozy

Jako modelowe doswiadczenie hydrolizy biomasy przeprowadzono hydro-
lize celulozy. W eksperymencie jako substrat zastosowano wate bawelnianag,
charakteryzujaca sie rozwinieta powierzchnia. Podobnie jak w innych ekspe-
rymentach stezenie uzytej biomasy stanowito 2% (w/w).
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Rys. 4. Zalezno$é stezenia glukozy od czasu prowadzenia procesu hydrolizy celulozy
(0,5%, 1%, 2% H,S0, w temperaturze 160°C)
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Badania przeprowadzano z zastosowaniem kwasu siarkowego o steze-
niach 0,5%, 1% i 2%. Najkorzystniejsze okazalo sie uzycie 1% roztworu
kwasu. Uzyskano w ten sposob stezenia glukozy przekraczajace 10 mg/ml.
Zmiany stezenia glukozy dla eksperymentow rézniacych sie stezeniem kwa-
su przedstawiono na rysunku 4. Najwyzsze stezenia glukozy otrzymano mie-
dzy 20 a 30 min prowadzenia procesu niezaleznie od ilo$ci uzytego kwasu.

4.6.3. Hydroliza robinii

Przeprowadzono pie¢ doswiadczen z zastosowaniem robinii akacjowej jako
substratu. Wykonane eksperymenty miaty wskaza¢ optymalne stezenie kwa-
su i optymalng temperature, dla ktérych uzysk glukozy jest najwiekszy.
W celu wyznaczenia optymalnego stezenia kwasu przeprowadzono ekspery-
menty z dodatkiem 1%, 2%, 3% oraz 4% kwasu siarkowego(VI). Najwyzsze
stezenie glukozy otrzymano z zastosowaniem 4% kwasu (rys. 5). Niezaleznie
od zastosowanego stezenia kwasu najwyzsze stezenie glukozy zaobserwowa-
no po 30 min prowadzenia procesu. Stezenie glukozy dla roztworu 1% okaza-
to sie okolo dwukrotnie nizsze niz przy uzyciu pozostatych, bardziej stezo-
nych roztworéw.

3,5

0 10 20 30 40 50 60
czas przebywania [min]

——1% HySO4 —8-2% HoSO4 —4—3% HoSO4 —==4% HoSO4

Rys. 5. Zalezno§é stezenia glukozy od czasu hydrolizy dla eksperymentow
z robinig réznigcych sie dodatkiem kwasu (temperatura 160°C)

Przeprowadzone wczesniej badania w szerokim zakresie temperatur wy-
kazaty, ze ma ona istotny wplyw na efektywno$é powstawania glukozy
w procesie chemicznej hydrolizy biomasy. W celu wyznaczenia tej zaleznosci
przeprowadzono eksperymenty hydrolizy robinii z zastosowaniem 2% kwasu
dla dwoch temperatur: 160 oraz 170°C. Przy wyzszej temperaturze prowa-
dzenia procesu w pierwszym etapie hydrolizy otrzymano wieksze stezenie
glukozy. Jednakze rozktad glukozy w wyzszej temperaturze zachodzit szybciej
i wypadkowo eksperymenty prowadzone w temperaturze 160°C okazaly sie
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bardziej korzystne pod katem produkcji glukozy. Zmiany stezenia glukozy
w eksperymentach prowadzonych w réznych temperaturach przedstawia
rysunek 6.
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Rys. 6. Zaleznos¢ stezenia glukozy od czasu hydrolizy z 2% dodatkiem H,SO,
dla eksperymentow z robinig réznigcych sie temperatura prowadzenia procesu

4.6.4. Hydroliza wierzby

Hydrolize wierzby przeprowadzono z zastosowaniem 1% kwasu siarkowe-
go(VI) jako czynnika hydrolizujacego. Do eksperymentu uzyto zawiesine za-
wierajaca 2% biomasy. Najwieksze stezenie glukozy oznaczono w prébee pobra-
nej po 10 min. Stezenie to przekraczalo 2 mg/ml i bylo wyzsze od maksymal-
nego stezenia glukozy otrzymanego podczas hydrolizy robinii (1,46 mg/ml)
przy zastosowaniu takiego samego stezenia kwasu. Zmiany stezenia glukozy
w czasie przedstawiono na rysunku 7.
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Rys. 7. Zalezno$¢ stezenia glukozy od czasu dla hydrolizy wierzby z dodatkiem 1% H,SO,
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4.6.5. Hydroliza slazowca

Eksperyment prowadzono z zastosowaniem 2% roztworu kwasu siarkowe-
go(VI) oraz w temperaturze 160°C. W doswiadczeniach wykorzystano §lazo-
wiec rozdrobniony do czastek o rozmiarze ponizej 3 mm. W toku badan
zaobserwowano, iz hydroliza Slazowca prowadzi do powstania mniejszej ilo-
Sci glukozy. Maksymalne stezenie glukozy otrzymane podczas hydrolizy sla-
zowca wynosito 1 mg/ml, zas§ w przypadku hydrolizy robinii (w tych samych
warunkach prowadzenia procesu) maksymalne stezenie glukozy to 2,88 mg/ml.
Zalezno$¢ stezenia glukozy w hydrolizacie od czasu trwania procesu zapre-
zentowano na rysunku 8.
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Rys. 8. Zaleznos¢ stezenia glukozy od czasu dla hydrolizy $lazowca w temperaturze 160°C
z 2% dodatkiem H,SO,

4.7. Podsumowanie i wnioski

W wyniku badan opracowano metode przygotowania biomasy do dalszej
obrobki w celu produkeji bioetanolu lub biogazu za pomoca proceséow termo-
chemicznych. W badaniach zastosowano reaktor umozliwiajacy szybkie grza-
nie (8°C/min) oraz pobieranie probek ciektych w trakcie procesu. Przeprowa-
dzono kilkadziesiat eksperymentéw z zastosowaniem réznego rodzaju biomasy
oraz zmiennych parametréow procesowych. Na podstawie otrzymanych wyni-
kow stwierdzono, iz kluczowymi parametrami wplywajacymi na iloS¢ otrzy-
manego produktu sa: maksymalna temperatura, czas prowadzenia procesu
oraz stezenie katalizatora.

Efektywnosé procesu, mierzona stopniem konwersji biomasy w hydrolizat,
jako najlepszy sposob obrobki termochemicznej wskazuje hydrolize (2% bio-
masy) w 160°C przy uzyciu 2% kwasu siarkowego.

Zauwazono, ze hydrolitycznemu rozktadowi biomasy towarzyszy nie tylko
rozpad polimeréw organicznych na monomery cukréw, ale rowniez minerali-
zacja do ditlenku wegla. Otrzymane wyniki wydaja sie by¢ sprzeczne z tymi,
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ktore przedstawili Kratky i Jirout (2012). Autorzy ci wskazuja, ze im wyzsza
temperatura i czas prowadzenia procesu (200°C i 40 min), tym wyzsze jest
stezenie otrzymanej glukozy, jednak nie uzywali oni kwasu jako katalizato-
ra. Zastosowanie katalizatora, jak wiadomo, przyspiesza zaréwno proces hy-
drolizy biomasy, jak i degradacje glukozy. Przeprowadzone doswiadczenia
w $rodowisku wodnym (bez uzycia katalizatora) wskazaly na brak rozkitadu
glukozy pod wpltywem temperatury (160°C).

Poréwnanie surowcow poddawanych hydrolizie pod katem otrzymywania
glukozy wykazalo, iz robinia akacjowa jest lepszym surowcem niz slazowiec.
Powstawanie glukozy w funkcji czasu podczas hydrolizy w 2% roztworze
kwasu dla obu surowcow przedstawiono na rysunku 9.
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Rys. 9. Porownanie stezen glukozy otrzymywanych w eksperymentach z robinig
oraz §lazowcem prowadzonych w 160°C z 2% dodatkiem H,SO,
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5. Hydroliza enzymatyczna
surowca lignocelulozowego z wierzby energetycznej
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metoda eksplozji pary
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5.1. Wprowadzenie

Hydroliza surowcow lignocelulozowych, do ktérych zalicza sie odpady rol-
nicze i le$ne oraz biomase stanowigcg produkt upraw celowych, jest jednym
z zasadniczych etapow wytwarzania biopaliw II generacji (Cheng i Timilsina
2011). W wyniku hydrolizy z zawartych w surowcu dtugotancuchowych poli-
merow celulozy i hemiceluloz otrzymuje sie cukry proste (glownie glukoze
i ksyloze), ktore na drodze fermentacji moga zostac przeksztalcone do bioeta-
nolu, biogazu lub wodoru (Szewczyk 2010). Proces hydrolizy biomasy ligno-
celulozowej moze by¢ prowadzony z uzyciem stezonych kwasow badZz metoda
enzymatyczng przebiegajaca w zdecydowanie tagodniejszych warunkach (Sun
i Cheng 2002; Dabkowska i in. 2012). Przewaga hydrolizy enzymatycznej nad
innymi metodami wynika ze zmniejszonego zuzycia mediéow (wody, energii),
nizszych kosztéw zagospodarowania odpadéw oraz braku zagrozenia intensyfi-
kacji korozji stosowanej armatury i aparatury (Sun i Cheng 2002). Poza tym
w wyniku hydrolizy kwasnej mogg powstawac duze ilosci toksycznych produk-
tow ubocznych, ktore negatywnie wptywaja na wykorzystywane drobnoustro-
je, hamujac ich wzrost i intensywnosé procesow fermentacyjnych.

Enzymatyczny rozkiad celulozy do monocukréw wymaga synergicznego
dziatania trzech rodzajow celulaz (Rabinovich i in. 2002):

* endoglukonaz (EC 3.2.1.4), ktore atakujg wigzania p-1,4-glikozydowe

w przypadkowym miejscu tanicucha celulozowego;
¢ celobiohydrolaz (EC 3.2.1.91), ktére atakujg co drugie wigzanie $-1,4-gliko-

zydowe, poczynajac od redukujacego konca taricucha i tym samym uwal-

niaja czasteczki celobiozy;
e p-glukozydazy (EC 3.2.1.21), ktére hydrolizuja celobioze do glukozy.

Najczesciej wykorzystuje sie preparaty zawierajace kompleksy enzymoéw
celulolitycznych i hemicelulolitycznych wydzielanych przez grzyby mikrosko-
powe Trichoderma reesei.
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Dane literaturowe wskazuja na istnienie wielu czynnikéw limitujacych
szybko$¢ enzymatycznej hydrolizy odpadow lignocelulozowych (Bansal i in.
2009; Zhang i in. 2010). Zwigkszenie efektywnosci ekonomicznej enzyma-
tycznej hydrolizy biomasy roslinnej jest mozliwe dzigki zwiekszeniu aktyw-
nosci stosowanych preparatéw enzymatycznych oraz dostepnosci substratu
dla czasteczek enzymow. Istotng role odgrywa tu rodzaj stosowanego surow-
ca lignocelulozowego oraz jego obrobka wstepna.

Wstepne przygotowanie biomasy lignocelulozowej ma na celu uszkodzenie
zwartej struktury lignocelulozy w celu ulatwienia przebiegu hydrolizy poli-
sacharydow. Na etapie obrobki wstepnej dazy sie do rozbicia kompleksu
lignocelulozowego, zmniejszenia stopnia krystalicznosci i polimeryzacji,
zwiekszenia powierzchni kontaktu surowca z enzymami oraz usuniecia li-
gnin. Wybor metody oraz efektywnos$¢ obrobki wstepnej zalezy od rodzaju
surowca poddawanego procesowi (Taherzadeh i Karimi 2008). Z uwagi na
wysoka efektywnosé do obrobki wstepnej surowcow lignocelulozowych czesto
stosuje sie metode eksplozji pary (Horn i in. 2011; Ramos 2003; Wyman i in.
2005).

Opracowanie jednorodnego sposobu przetwarzania biomasy lignocelulozo-
wej nie jest tatwe, bowiem szeroka gama surowcow mozliwych do zagospoda-
rowania w tym kierunku determinuje rozne sposoby postepowania na kaz-
dym etapie technologii, tzn. obrobki wstepnej i hydrolizy substratow,
sposobu prowadzenia fermentacji czy operacji posrednich. Warto dodac, ze
w literaturze dostepne sg nieliczne informacje dotyczace hydrolizy surowca
lignocelulozowego z wierzby energetyczne;j.

Przedmiotem badan prowadzonych w Zaktadzie Biotechnologii i Inzynierii
Bioprocesowej Wydzialu Inzynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki
Warszawskiej byta enzymatyczna hydroliza surowca lignocelulozowego
z wierzby energetycznej Salix viminalis L. Hydrolizie poddawano zrebki
wierzby po uprzedniej obrébce wstepnej. Stosowano rézne metody obrébki
wstepnej (fizyczne i chemiczne) i sposréod nich wybrano metode eksplozji
pary — jako technike zwiekszajaca podatnos¢ surowca na hydrolize enzyma-
tyczng w najwiekszym stopniu. Hydrolize prowadzono z uzyciem najnowszej
generacji wysoko wydajnych preparatéw enzymatycznych z grupy Cellic®.
Celem przeprowadzonych badan byt dobor wartosci stezenn wybranych prepa-
ratéw enzymatycznych w mieszaninie reakcyjnej, wyznaczenie optymalnych
warunkow enzymatycznej hydrolizy oraz opracowanie modelu matematycz-
nego opisujacego przebieg reakcji, ktory jest niezbedny do racjonalnego za-
projektowania procesu w skali przemystowe;j.
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5.2. Materialy
5.2.1. Surowiec lignocelulozowy

Wykorzystywanym w badaniach surowcem lignocelulozowym byty zrebki
wierzby energetycznej Salix viminalis L. Stosowano rozdrobniona biomase
poddana obréobce wstepnej metoda eksplozji pary, przeprowadzonej w Zakta-
dzie Energii Odnawialnych Instytutu Maszyn Przeplywowych Polskiej Aka-
demii Nauk w Gdansku. Procentowa zawarto$¢ celulozy, hemiceluloz oraz
ligniny w surowcu poddanym obrdobce wstepnej wynosita odpowiednio:
39,03%, 0,73% oraz 45,83%. Oznaczenia sktadu surowca zostaly wykonane
w Katedrze Biotechnologii Zywnosci Wydziatu Nauk o Zywnosci Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

5.2.2. Preparaty enzymatyczne

W badaniach stosowano dwa preparaty enzymatyczne firmy Novozymes
(Dania): Cellic® CTec2 i Cellic® HTec2. Sa to wysoko wydajne preparaty
stosowane przemystowo do hydrolizy surowcéw lignocelulozowych. Cellic®
CTec2 jest kompleksowym preparatem wykazujacym wysoka aktywnoSc ce-
lulolityczna oraz hemicelulolityczna, natomiast preparat Cellic® HTec2 za-
wiera dodatkowsa porcje hemicelulaz. Zgodnie z informacjami producenta,
zaleznie od rodzaju uzytego surowca, metody obrobki wstepnej oraz warun-
kéw prowadzenia hydrolizy dodatek nawet niewielkiej ilosci Cellic® HTec2
moze wydatnie zwiekszy¢ wydajnosé hydrolizy suroweéw lignocelulozowych.
7Z uwagi na brak danych dotyczacych aktywnosci uzytych preparatéw enzy-
matycznych, w ramach pracy dla preparatu Cellic® CTec2 zostala ona wyzna-
czona do$wiadczalnie z uzyciem czystej celulozy jako substratu w temperatu-
rze 45°C i dla odczynu pH mieszaniny reakcyjnej wynoszacego 5,5. Aktyw-
no§¢ wyrazona w jednostkach FPU (ang. filter paper unit), powszechnie
stosowanych do okres§lania aktywno$ci enzymoéw celulolitycznych, wyniosta

0,45 umol cm3-minl-g 1

glukozy enzymu °

5.3. Metodyka badan
5.3.1. Hydroliza enzymatyczna surowca lignocelulozowego

Do kolb Erlenmayera o pojemnoéci 0,3 dm?® dodawano po 5 g suchej
masy surowca lignocelulozowego, 0,1 dm?® buforu cytrynianowego o stezeniu
0,05 mol-dm™ oraz odpowiednie nawazki preparatéw enzymatycznych o ma-
sie odniesionej do uzytej suchej masy surowca. Dodatkowo, w celu unikniecia
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niepozadanego rozwoju mikroorganizméw w mieszaninach reakcyjnych, do
kolb dodawano 0,02 g azydku sodu. Kolby reakcyjne inkubowano w termo-
statowanej wstrzasarce (150 obr-min’!) w zalozonej temperaturze. W réz-
nych odstepach czasu pobierano proby mieszanin reakcyjnych i natychmiast
schladzano je w wodzie z lodem. Schiodzone probki nastepnie wirowano
(4500 x g, 5 min), po czym uzyskany supernatant przesaczano przez filtr
o $rednicy poréw 0,2-10% m. Tak przygotowane préby rozciericzano 11-krot-
nie woda i poddawano analizie z wykorzystaniem techniki HPLC.

5.3.2. Plan eksperymentow

Eksperymenty obejmowaty trzy etapy:

1) sprawdzenie czy zalezno$é szybkosci hydrolizy od dawki preparatu Cellic®
CTec2 jest liniowa;

2) okreslenie optymalnych warunkow hydrolizy uwzgledniajacych trzy czyn-
niki: udzial preparatu Cellic®HTec2 w mieszaninie reakcyjnej, tempera-
ture inkubacji oraz odczyn pH mieszaniny reakcyjnej;

3) wyznaczenie parametréw modelu kinetycznego hydrolizy.

Dla pierwszego etapu badan zastosowano nastepujace warunki prowadze-
nia procesu:

* preparat enzymatyczny Cellic® CTec2 w dawkach: 1%, 1,5%, 3% lub 6%,

* temperatura inkubacji: 45°C,

* odczyn pH mieszaniny reakcyjnej: 5,5,

¢ czas hydrolizy: 72 h.

W drugim etapie badan do$wiadczenia przeprowadzono zgodnie z planem
Boxa-Behnkena. W stosunku do centralnego planu kompozycyjnego wyko-
rzystanie planu Boxa-Behnkena umozliwia ograniczenie liczby przeprowa-
dzonych doswiadczen. W przypadku trzech parametréw liczba doswiadczen
planu Boxa-Behnkena wynosi 15, natomiast centralny plan kompozycyjny
wymaga przeprowadzenia 20 doswiadczen. Celem drugiego etapu badan byto
wyznaczenie dziesieciu wspétezynnikéw réwnania kwadratowego stuzacego
do estymacji powierzchni odpowiedzi:

y =b, +bx; +byxy +bgxg + b11x12 + bzzxg + b33x§ + b19 X1 %9 + bygx1 X5 + bygXgxg (5.1)
gdzie:
y — zmienna zalezna (stopien hydrolizy po 72 h reakcji),
b,-bs3— wspétezynniki,
x,-x, — zmienne niezalezne (temperatura, pH, procentowy udzial preparatu Cellic®

HTec2).
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Tabela 1 prezentuje warto$ci parametrow procesu hydrolizy zastosowane
podczas doswiadczen optymalizacyjnych. W tabeli 2 przedstawiono zrealizo-
wany w pracy plan eksperymentow oraz dodatkowo umieszczono w niej dane
dotyczace iloSci preparatow enzymatycznych, ktorymi suplementowano
sktad mieszanin reakcyjnych w poszczegélnych doswiadczeniach. Do opraco-
wania wynikéw do$wiadczen, tzn. wyznaczenia wartosci wspotezynnikow
1 oceny ich istotnosci, wykorzystano pakiet statystyczny STATISTICA (Stat-

Soft, Polska).

Tabela 1
Wartosci parametrow uzytych podczas optymalizacji hydrolizy
Wartos¢
Zmienna
dolna Srednia goérna

X, — temperatura 40 45 50

x,—pH 5,0 55 6,0

x, — udziat Cellic® HTec2 0% 5% 10%

wartos¢ znormalizowana -1 0 +1

Tabela 2
Zrealizowany plan eksperymentéw wg Boxa-Behnkena
Plan Boxa-Behnkena
Cellic® Cellic® Senz.b
nr udzial* HTec2" (%) | CTec2" (%) %) W/'W
ekspe- T (°C) pH Cellic® wiw w/w
rymentu HTec2 (%)

1 2 3 4 5 6 7
1 40 5,0 5,0 0,3 5,7 6,0
2 50 5,0 5,0 0,3 5,7 6,0
3 40 6,0 5,0 0,3 5,7 6,0
4 50 6,0 5,0 0,3 5,7 6,0
5 40 55 0,0 0,0 6,0 6,0
6 50 55 0,0 0,0 6,0 6,0
7 40 55 10 0,6 54 6,0
8 50 55 10 0,6 54 6,0
9 45 5,0 0,0 0,0 6,0 6,0
10 45 6,0 0,0 0,0 6,0 6,0
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cd. tabeli 2
1 2 3 4 5 6 7
11 45 5,0 10 0,6 54 6,0
12 45 6,0 10 0,6 54 6,0
13 45 55 5,0 0,3 57 6,0
14 45 55 5,0 0,3 57 6,0
15 45 5,5 5,0 0,3 5,7 6,0

a procentowa zawarto$é preparatu Cellic® HTec2 w catkowitej iloéci zastosowanych preparatéw
b jloéé preparatu/preparatéw w stosunku do suchej masy surowca

W celu opracowania modelu kinetycznego badanej reakcji hydrolizy su-
rowca lignocelulozowego prowadzono doSwiadczenia zgodnie z opisang powy-
zej metodyka z tym, ze do badan stosowano trzy rézne poczatkowe ilosci (3 g,
4 g oraz 5 g) suchej masy surowca. Katalizatorem reakcji w tych doswiadcze-
niach byl wylacznie preparat Cellic® CTec2 uzyty we wszystkich badanych
reakcjach w ilosci 0,3 g na 0,1 dm? mieszaniny reakcyjnej. Doswiadczenia
prowadzono w warunkach optymalnych.

5.3.3. Metody analityczne

Przebieg reakcji monitorowano na podstawie oznaczen stezenia uwolnio-
nych cukrow (glukozy, celobiozy, ksylozy) w préobach mieszanin reakcyjnych,
rozcienczonych 11-krotnie wodg. Oznaczenia przeprowadzono, wykorzystujac
technike HPLC, przy uzyciu chromatografu Varian 625 CL System (USA)
wyposazonego w kolumne ANIMEX HPX-87H (Bio-Rad Laboratories Inc.,
USA) w nastepujacych warunkach rozdziatu:

* eluent: 0,04 M H,SO,, przeptyw 0,4 cm?-min-l;
¢ detektor refraktometryczny T = 45°C.

wew

5.4. Wyniki i dyskusja

Przeprowadzona analiza iloSciowa prob mieszanin reakcyjnych jedno-
znacznie wskazuje, ze produktami badanej reakcji hydrolizy surowca ligno-
celulozowego sa glukoza i ksyloza. Okazalo sie, ze stezenie celobiozy w mie-
szaninach reakcyjnych jest bliskie zeru (0,01-0,02 g-dm™ przy progu
oznaczalno$ci zastosowanej metody wynoszacym 0,005 g-dm™) i nie zmienia
sie w czasie prowadzenia eksperymentow. Jest to korzystne z uwagi na fakt,
ze celobioza to inhibitor kompetycyjny enzymoéw celulolitycznych. Po 72 h
hydrolizy w mieszaninach reakcyjnych stezenie glukozy wynosito od 6,24
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do 9,95 g-dm? w zaleznoéci od wariantu warunkéw prowadzenia reakcji.
7Z uwagi na niewielkg zawarto$é hemiceluloz w surowcu, stezenie ksylozy
bylto znacznie nizsze i nie przekraczato 0,30 g-dm™. Z tego wzgledu w opisie
wynikow przeprowadzonych badan uwzgledniono wylacznie zmiany stezenia
glukozy (gtownego produktu hydrolizy) w czasie trwania reakcji.

5.4.1. Wplyw dawki preparatu Cellic® CTec2 na szybkosé
reakcji

Na rysunku 1 przedstawiono zalezno$¢ poczatkowej szybkosci reakceji (po-
czatkowej szybkosci uwalniania glukozy) od masy preparatu enzymatyczne-
go uzytego w reakgcji.

0,60

0,50
y =1,6788x
0,40
0,30

0,20

1o [gdm™® h™]

0,10 | *

0,00 T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

masa enzymu [g]

Rys. 1. Zaleznosé poczatkowej szybkosci reakcji od ilosci uzytego preparatu Cellic® CTec2

Wykazano, ze zalezno$¢ poczatkowej szybkosci tworzenia glukozy od daw-
ki preparatu Cellic® CTec2 ma charakter liniowy. W badanym zakresie
zwigkszenie ilosci preparatu powodowato przyspieszenie reakcji. Wspétezyn-
nik kierunkowy uzyskanej prostej odpowiada aktywnosci preparatu enzyma-
tycznego wyrazonej jako stezenie uwolnionej glukozy w ciagu 1 h w obecno-
§ci 1 g preparatu. Wynlosl on 1 68 Zlukory " dm3-h-1- co odpowiada

genzymu ’
0,16 umol -cm®-minl-g

glukozy enzymu .
5.4.2. Wplyw warunkow prowadzenia hydrolizy
na jej efektywnosé

Na rysunku 2 przedstawiono zaleznos$¢ stopnia hydrolizy od czasu procesu
dla reakcji prowadzonych w temperaturze 40°C z uzyciem réznych wartosci
odczynu pH mieszanin reakcyjnych oraz réznych procentowych udzialow pre-
paratu enzymatycznego Cellic® HTec2. Zgodnie z tabelg 2 sa to do$wiadczenia
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oznaczone numerami 1, 3, 5 oraz 7. Stopien hydrolizy a, zdefiniowano jako
stosunek Cg/ CC 0 gdzie Cg oznacza stezenie glukozy uwolnionej w wyniku
hydrolizy (g-dm), zas Cco to poczatkowe stezenie celulozy w surowcu ligno-

celulozowym (g-dm3).

0,5

0,4 1

0,3 ---m--- pH =5,5; 0% HTec2

N ---A--- pH = 5,5; 10% HTec2

0.2 1 ---#--- pH =6,0; 5% HTec2
---&--- pH =5,0; 5% HTec2

0,1

0,0 = T \ \

0 20 40 60 80

czas [h]

Rys. 2. Wpltyw odczynu pH oraz udziatu Cellic® HTec2 w catkowitej iloéci
preparatow enzymatycznych na stopien hydrolizy w 40°C

Wykazano, ze wraz z przebiegiem reakcji wzrasta warto$¢ stopnia hydrolizy.
Po 72 h prowadzenia procesu parametr ten przyjmuje wartosci od 0,41 do
0,45, w zalezno$ci od badanych warunkéw prowadzenia reakcji.

Analizujac zalezno$ci przedstawione na rysunku 2, mozna zauwazyé roz-
nice w szybkosSciach reakcji w zaleznoSci od zastosowanego odczynu pH.
Reakcja biegta najszybciej w przypadku pH = 5,5. Przebiegi reakcji prowa-
dzonych w pH = 5,0 oraz 6,0 byly do siebie zblizone. Otrzymane dane do-
$wiadczalne wskazuja na niewielki wptyw ilosci uzytego preparatu Cellic®
HTec2 na szybkosé reakcji — dla wartosci pH = 5,5 zalezno$é stopnia hydroli-
zy od czasu dla reakcji z uzyciem 0% i 10% udzialu wspomnianego preparatu
jest praktycznie taka sama.

Na rysunku 3 przedstawiono zmiane stopnia hydrolizy w funkcji czasu
dla reakcji prowadzonych w temperaturze 45°C. Zgodnie z przyjetym planem
do$wiadczen (tab. 2) wykres dotyczy eksperymentéw oznaczonych numerami
9, 11, 12 oraz 13. Stwierdzono, ze odczyn pH buforu stanowigcego Srodowi-
sko reakcji oraz stezenie preparatu Cellic® HTec2 maja wplyw na szybko§é
uwalniania glukozy. Dla poczatkowego etapu reakcji (tzn. w ciggu pierw-
szych ok. 10 h) szybkos¢ procesu we wszystkich przypadkach przyjmuje
bardzo zblizone wartosci. R6znice mozna zaobserwowaé dopiero po ok. 20 h
procesu — reakcja biegnie najszybciej przy pH = 5,5. Z kolei przy ustalonej
wartosci odezynu pH reakcje, w ktérych uzyto preparat Cellic® HTec2 oraz
te, w ktorych nie zastosowano preparatu o zwiekszonej zawartosci hemicelu-
laz, biegna z poréwnywalna szybkoscia,.
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Rys. 3. Wptyw pH oraz udziatu Cellic® HTec2 w catkowitej iloéci preparatéw enzymatycznych
na stopien hydrolizy w 45°C

Po 72 h prowadzenia reakcji wartos¢ stopnia hydrolizy wyniosta od 0,45
do 0,51 w zaleznosci od zastosowanych warunkéw prowadzenia reakcji.

Na rysunku 4 przedstawiono wyniki reakecji otrzymane dla kolejnej bada-
nej temperatury, wynoszacej w tym przypadku 50°C (doswiadczenia nr 2,
4, 6 — zgodnie z tab. 2). W tym przypadku szybko§¢ uwalniania glukozy
w wyniku reakcji enzymatycznej prowadzonej w temperaturze 50°C silniej
zalezy zaréwno od odczynu pH roztworu, jak i od udzialu preparatu Cellic®
HTec2, niz miato to miejsce w przypadku hydrolizy prowadzonej w nizszych
temperaturach (rys. 2 i 3). Reakcja biegnie najszybciej w buforze o odczynie
pH = 5,5, za$ najwolniej dla pH = 5,0.
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Rys. 4. Wptyw pH oraz udziatu Cellic® HTec2 w catkowitej iloéci preparatéw enzymatycznych
na stopien hydrolizy w 50°C
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Na rysunku 5 przedstawiono zalezno$¢ stopnia hydrolizy od czasu trwa-
nia reakcji przy ustalonej wartosci pH = 5,0 dla trzech réznych temperatur
inkubacji oraz z uzyciem réznej ilosci preparatu Cellic® HTec2. Zgodnie
z tabela 2 rysunek ten prezentuje wyniki doSwiadczen nr 1, 2, 9 oraz 11.

0,5
0,4 ______._;ﬁ:S"sj,.l--"
g S
0.3 - ,,;'.8_-- - UYL Ch 2
, L M T #--- T =45C; 0% HTec2
o0 v
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0,2 ---l--- T =40C; 5% HTec2
---#--- T'=50C; 5% HTec2
0,1
0,0 ‘ ‘ .
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czas [h]

Rys. 5. Wplyw temperatury oraz udzialu Cellic® HTec2 w catkowitej ilosci preparatéw
enzymatycznych na stopien hydrolizy w pH = 5,0

Zaobserwowano, ze szybko$¢ reakcji wyraznie zalezata od temperatury
prowadzenia procesu, przy czym reakcja biegta najszybciej w 45°C, za$ naj-
wolniej w 50°C. Dla przyktadu, podczas procesu prowadzonego w temperatu-
rze 50°C wartos¢ stopnia hydrolizy wzrastata w czasie przez pierwsze ok. 40 h,
za$ po tym czasie wartosc a, praktycznie nie ulegata zmianie. Otrzymane
wyniki moga wskazywac na fakt termicznej dezaktywacji preparatu enzyma-
tycznego. W temperaturze 45°C, niezaleznie od iloSci uzytego preparatu
HTec2, reakcja biegta praktycznie z takg sama szybkoscia, co mozna zinter-
pretowac jako niezauwazalny wplyw udzialu procentowego preparatu HTec2
na szybkos¢ hydrolizy.

Na rysunku 6 przedstawione zostaly dane do$wiadczalne otrzymane dla
procesu przeprowadzonego w pH = 5,5 (doSwiadczenia nr 5, 6, 7, 8 i 13
— zgodnie z tab. 2), natomiast na rysunku 7 dane dla reakcji przeprowadzo-
nych w pH = 6,0 (doswiadczenia nr 3, 4, 10, 12 — zgodnie z tab. 2). Dla obu
badanych warto$ci pH mieszaniny reakcyjnej najwyzsza wartos¢ szybkosci
hydrolizy odnotowano podczas procesu prowadzonego w temperaturze wyno-
szacej 45°C. Jest to zgodne z wczeSniejszymi zaleznoSciami uzyskanymi dla
przemian prowadzonych w buforze o odczynie pH = 5,0. Jednoczes$nie wpltyw
iloéci uzytego preparatu Cellic® HTec2 na szybkosé uwalniania glukozy oka-
zal sie niewielki.
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Rys. 6. Wplyw temperatury oraz udzialu Cellic® HTec2 w catkowitej ilosci preparatéw
enzymatycznych na stopien hydrolizy w pH = 5,5
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Rys. 7. Wplyw temperatury oraz udzialu Cellic® HTec2 w catkowitej ilosci preparatéw
enzymatycznych na stopien hydrolizy w pH = 6,0

Dla wszystkich badanych reakcji po ok. 50 h odnotowano wyrazne spowol-
nienie reakcji. W celu stwierdzenia, czy jest ono wynikiem dezaktywacji
preparatu enzymatycznego, czy tez adsorpcji enzymoéw na ligninie obecnej
w surowcu, po 72 h prowadzenia reakcji do mieszaniny reakcyjnej dodano
kolejna porcje preparatu Cellic® CTec2, a po kolejnych 10 h procesu pobrano
probe mieszaniny reakcyjnej w celu iloSciowego oznaczenia jej sktadu. Oka-
zalo sig, ze dodatek porcji Swiezego enzymu nie skutkowal wzrostem steze-
nia glukozy rozpuszczonej w badanej mieszaninie reakcyjnej. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze obserwowane zatrzymanie reakcji zwigzane jest z brakiem
w surowcu wigzan hydrolizowanych przez enzym.
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5.4.3. Statystyczna obrébka danych doswiadczalnych

W tabeli 3 plan Boxa-Behnkena uzupelniono o zmienne zalezne. Jako
wartosci zmiennych zaleznych przyjeto stopnie hydrolizy wyznaczone po 72 h
prowadzenia hydrolizy.

Tabela 3

Stopnie przemiany po 72 h uzyskane dla poszczegdlnych eksperymentow
prowadzonych zgodnie z planem Boxa-Behnkena

Plan Boxa-Behnkena
nr . . a
e | TCO) | "Hhow |
1 40 5,0 5,0 0,41
2 50 5,0 5,0 0,32
3 40 6,0 5,0 0,42
4 50 6,0 5,0 0,35
5 40 5,5 0,0 0,45
6 50 5,5 0,0 0,40
7 40 5,5 10 0,45
8 50 5,5 10 0,38
9 45 5,0 0,0 0,47
10 45 6,0 0,0 0,47
11 45 5,0 10 0,45
12 45 6,0 10 0,46
13 45 5,5 5,0 0,51
14 45 5,5 5,0 0,50
15 45 5,5 5,0 0,51

Na podstawie uzyskanych wartosci stopnia hydrolizy przy uzyciu pakietu
STATISTICA wyznaczono wspotczynniki regresji rownania kwadratowego
(5.1). Po uwzglednieniu wyznaczonych wspoétczynnikéw oraz wyeliminowa-
niu czynnikéw, dla ktorych wspétczynniki regresji przyjmuja wartosci bliskie
zeru, rownanie (5.1) przyjeto postac:

y =-11+0,29x, —0,035x] +1,83x, — 0,173 (5.2)

Wspélezynnik dopasowania (R?) modelu do danych doéwiadczalnych byt
wysoki 1 wynosit 0,991.
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Z rownania (5.2) wynika, ze temperatura oraz odczyn pH Srodowiska
reakcji maja najwiekszy wplyw na stopien hydrolizy wyznaczony po 72 h
reakcji. Odpowiednie dla tych parametréw fizycznych liniowe wspoétezynniki
regresji sa najwieksze, przy czym wzrost zaréwno temperatury inkubacji, jak
i odczynu pH w zbadanym zakresie dodatnio wptywal na stezenie glukozy
w mieszaninie reakcyjnej. Niskie wartosci pozostatych wspétczynnikow
wskazuja, ze efekty wywotywane przez odpowiadajace im zmienne niezalez-
ne, jak tez ich wzajemne korelacje sa niewielkie. Ponadto wartosci wyzna-
czonych wspotezynnikéw regresji sg istotne statystycznie — parametr p przyj-
muje wartos$ci mniejsze od zalozonej wartosci 0,02.

Na rysunkach 8 i 9 przedstawione zostaly powierzchnie odpowiedzi dla
badanych zmiennych niezaleznych wyznaczone na podstawie réwnania re-
gresji (1.2). Prezentujg one wartosci stopnia hydrolizy w funkcji dwéch para-
metrow: temperatury inkubacji i odczynu pH mieszaniny reakcyjnej (rys. 8)
oraz temperatury inkubacji i udziatu preparatu Cellic® HTec2 (rys. 9). Prze-
biegi zalezno$ci przedstawionych na powyzszych wykresach potwierdzajg
wyrazny wpltyw temperatury i odczynu pH oraz brak istotnego wptywu ilosci
preparatu Cellic® HTec2 dodanego do mieszaniny reakcyjnej na szybkosé
hydrolizy badanego surowca lignocelulozowego poddanego obrdobce wstepnej
metodq eksplozji pary.

0,55
0,50 [
0,45
0,40 [
= 035 Il >05
2 0,30 = <8,ﬁ
° <0,
Z:ﬂ 0,25 I <0.39
0,20 []<0,34
0,15 [ <0,29
B <0,24
0,10 Bl <0,19
52
50

6,2

38 48 5,0

Rys. 8. Powierzchnia odpowiedzi w funkcji odczynu pH i temperatury dla 5%
w/w udziatu preparatu Cellic® HTec2 w catkowitej ilosci preparatéw enzymatycznych
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Rys. 9. Powierzchnia odpowiedzi w funkeji udzialu preparatu Cellic® HTec2
i temperatury przy odczynie pH = 5,5

Na rysunku 10 przedstawiono zalezno$ci stopnia hydrolizy od temperatu-
ry, odczynu pH i preparatu Cellic® HTec2, wyznaczone po 72 h reakcji na
podstawie réwnania regresji (5.2) wraz 95% przedziatami ufnosci.
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Rys. 10. Zalezno$¢ stopnia hydrolizy od temperatury, pH
i udziatu stezenia preparatu Cellic® HTec2 po 72 h prowadzenia reakcji

Oszacowane 95% przedzialy ufnosci we wszystkich przedstawionych przy-
padkach przyjmuja niewielkie wartosci.

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonej statystycznej analizy da-
nych doswiadczalnych wyznaczone zostaty optymalne wartosci temperatury
oraz odczynu pH, dla ktérych warto$é Sredniej zaleznej jest najwieksza:
T = 43,8°C, pH = 5,55. Zgodnie z opracowanym rownaniem regresji stopien
hydrolizy po 72 h w tych warunkach wynosi 0,52.



5. Hydroliza enzymatyczna surowca lignocelulozowego z wierzby energetycznej... 85

5.4.4. Model kinetyczny badanej reakcji hydrolizy

W celu opracowania modelu kinetycznego badanej reakcji hydrolizy pod
uwage wzieto kilka empirycznych modeli matematycznych dostepnych
w pracach przegladowych (Bansal i in. 2009; Peri i in. 2007). Zdecydowanie
najlepsze wyniki otrzymano dla modelu empirycznego opracowanego przez
Ohmine i in. (1983), ktéry podaje nastepujaca zalezno§é stezenia produktu
hydrolizy od czasu prowadzenia reakcji i poczatkowego stezenia substratu:

Cs 0 rokt
C,= - In| 1+-2 63)
5,0

gdzie:
Cp, — stezenie produktu,
C, — poczatkowe stezenie substratu (surowca lignocelulozowego),
r, — poczatkowa szybkos¢ reakcji,
k - stata kinetyczna opisujaca opdZnienie reakcji,
t — czas.

Na rysunku 11 przedstawiono poréwnanie danych do§wiadczalnych i obli-
czen modelowych dla trzech badanych poczatkowych stezen surowca lignoce-
lulozowego (Cs,0)~ Punkty na wykresie odpowiadajg danym doswiadczalnym,
zas$ linie sg krzywymi wyznaczonymi na podstawie korelacji modelowej (5.3).
Jak widaé, we wszystkich przypadkach krzywe modelowe dobrze opisujg
przebieg reakgcji.

12

Cs0=50gdm™

glukoza [g dm™?]

0 20 40 60 80
czas [h]

Rys. 11. Poréwnanie danych do$wiadczalnych i krzywych modelowych
dla trzech réznych poczatkowych stezen surowca lignocelulozowego

W tabeli 4 zestawiono wyniki estymacji parametréw kinetycznych modelu
(5.3) wraz z wartoSciami bledow bezwzglednych dopasowania danych do-
swiadczalnych do obliczern modelowych. Jak mozna zauwazyé¢, parametr %
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przyjmowal bardzo zblizone wartosci dla wszystkich badanych stezen surow-
ca lignocelulozowego, natomiast wartos¢ poczatkowej szybkosci reakcji (r,)
wzrastata wraz ze zwickszaniem sie stezenia surowca w mieszaninie reak-

cyjnej.

Wyniki estymacji parametrow modelu kinetycznego (cc,0 — poczatkowe stezenie cehrlll‘s:;)la !
Cgp (g-dm?®) | C(g-dm?) | r,(g-dm®-h") k 3(mod-dos,)?
50 19,52 0,50 3,88 10,51
40 15,61 0,36 4,20 7,10
30 11,71 0,28 3,92 7,23

7Z uwagi na heterogeniczny charakter hydrolizy surowcow lignocelulozo-
wych oraz na fakt, ze zastosowany do opisu przebiegu reakcji model nie
wyjasnia mechanizméw przemian, wydaje sie, ze nie powinien on by¢ zasto-
sowany do uogélniania wynikow doSwiadczenn. W celu opracowania modelu
kinetycznego wyjasniajacego wszystkie mechanizmy i aspekty enzymatycz-
nej hydrolizy surowcow lignocelulozowych potrzebne jest wykonanie szeregu
dodatkowych badan w réznych warunkach oraz z uzyciem surowcow réznego
pochodzenia.

Zakres stosowalnosci zaproponowanego w pracy modelu kinetycznego
(5.3) dotyczy wytacznie warunkow, w ktorych prowadzono niniejsze badania,
tzn. rodzaju enzymu, rodzaju substratu, warunkow Srodowiska. Niemniej
jednak dobrze opisuje on przebieg reakcji hydrolizy uzytego w badaniach
surowca i moze byé¢ z powodzeniem wykorzystany do opracowania projektu
procesowego instalacji pilotowej do enzymatycznej hydrolizy surowca
z wierzby energetycznej poddanego wstepnej obrébce metodg eksplozji pary.

5.4.5. Wplyw dawki preparatu Cellic® CTec2 na stopien
przemiany

Jak powszechnie wiadomo, w pewnym zakresie poczatkowa szybkos¢ re-
akcji jest liniowo zalezna od stezenia enzymu uzytego w danej reakcji enzy-
matycznej. Jak pokazano na rysunku 1, szybko$§¢é badanej reakcji w jej po-
czatkowym etapie rosnie liniowo wraz ze wzrostem stezenia preparatu
w zakresie od 1% do 6% w/w. Zatem im wieksze jest stezenie enzymu uzyte-
go w reakcji, tym krotszy jest czas potrzebny do osiagniecia danego stopnia
przereagowania substratu. W tabeli 5 przedstawiono wartosci stopnia prze-
miany surowca lignocelulozowego w badanych reakcjach uzyskane po 72 h
prowadzenia hydrolizy z uzyciem 6% i 3% w/w stezenia preparatu Cellic®
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CTec2 odniesionego do suchej masy surowca. Okazato sie, ze w przypadku
reakcji prowadzonej z uzyciem 6% w/w preparatu enzymatycznego sto-
pien przemiany jest ok. 30% wiekszy niz dla reakcji z uzyciem 3% w/w
preparatu.

Tabela 5

Stopnie przemiany badanego surowca uzyskane po 72 h prowadzenia hydrolizy
dla dwoch réznych stezen preparatu Cellic® CTec2

Stezenie preparatu Cellic® CTec2 a,po72h
6% wiw 0,61
3% wiw 0,40

Na rysunku 12 przedstawiono zaleznosci stezenia glukozy od czasu trwa-
nia hydrolizy, wyznaczone na podstawie opracowanego w ramach pracy mo-
delu kinetycznego dla reakcji prowadzonych z uzyciem 3% i 6 % w/w prepa-
ratu enzymatycznego Cellic® CTec2. Jak widaé, zastosowany model kine-
tyczny procesu hydrolizy przewiduje, ze aby osiagnaé takie samo stezenie
produktu, w przypadku uzycia 2 razy nizszego stezenia enzymu, nalezy
prowadzi¢ hydrolize ok. 2 razy dtuzej.
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Rys. 12. Zaleznos¢ stezenia glukozy uwolnionej z substratu lignocelulozowego od czasu
dla reakcji prowadzonej z wykorzystaniem preparatu Cellic® CTec2 w stezeniu 3% i 6% w/w

5.5. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan enzymatycznej hydrolizy surowca
lignocelulozowego w postaci zrebkéw wierzby energetycznej poddanych
uprzednio obrébce wstepnej metodg eksplozji pary mozna sformutowaé na-
stepujace wnioski:
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* badany surowiec lignocelulozowy ulegal enzymatycznej hydrolizie prowa-
dzonej z uzyciem preparatu enzymatycznego Cellic® CTec2;

¢ glownym produktem hydrolizy w badanych warunkach jest glukoza;

* w trakcie badanego procesu z surowca lignocelulozowego nie byta uwalniana
celobioza bedaca inhibitorem kompetycyjnym enzyméw celulolitycznych;

* dodatek do mieszaniny reakcyjnej preparatu Cellic® HTec2, ktory zgodnie
z zaleceniami producenta zwieksza efektywnos$é hydrolizy surowca lignoce-
lulozowego, nie wptynal w znaczacy sposéb na przebieg badanej reakcji;

* wykazano zalezno§¢ szybkosci reakcji hydrolizy od temperatury inkubacji
i odczynu pH mieszaniny reakcyjnej: w badanym zakresie tych parame-
trow stopien hydrolizy po 72 h trwania procesu wyniost od 0,31 do 0,51;

* we wszystkich badanych uktadach reakcyjnych po ok. 50 h zaobserwowano
wyrazne zahamowanie procesu hydrolizy — okazalo sie, ze zjawisko to
wynikato z wyczerpywania sie¢ w surowcu wigzan dostepnych dla stosowa-
nych katalizatoréw, a nie z dezaktywacji enzymoéw badz ich adsorpcji na
ligninie;

* na podstawie statystycznej obrébki danych doswiadczalnych wyznaczono
optymalng wartos¢ temperatury (T = 43,8°C) i odczynu pH (5,55), dla
ktorych stopienn hydrolizy przyjmowat najwieksze wartosci: przyjety model
regresji przewiduje, ze w optymalnych warunkach procesowych stopien
hydrolizy badanego surowca po 72 h jest réwny 0,52;

* przebieg reakcji enzymatycznej hydrolizy surowca lignocelulozowego
z wierzby energetycznej po obrobce wstepnej metoda eksplozji pary mozna
opisa¢ modelem empirycznym opracowanym przez Ohmine i in. (1983):
wykazano, ze wyznaczona stata 2 w tym modelu nie zalezy od poczatkowe-
go stezenia substratu, a krzywe modelowe sg zgodne z danymi do$wiad-
czalnymi;

* poczatkowa szybko$§é badanej reakcji hydrolizy jest liniowo zalezna od
stezenia preparatu Cellic® CTec2 w zakresie od 1 do 6 % w/w;

* opracowany model kinetyczny badanego procesu przewiduje, ze dwukrotne
zwiekszenie stezenia preparatu Cellic® CTec2 w mieszaninie reakcyjnej
pozwala na okoto dwukrotnie skrécenie czasu prowadzenia procesu.
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6. Optymalizacja warunkéw
hydrolizy enzymatycznej substratow
lignocelulozowych

Malgorzata Lewandowska, Wiodzimierz Bednarski,
Magdalena Swigtek

6.1. Wprowadzenie

Hydroliza enzymatyczna to istotny etap w technologii pozyskiwania alko-
holu etylowego. Polega na degradacji polisacharydéw zawartych w surowcu
do cukrow prostych — w kolejnym etapie fermentowanych przez drozdze.
Katalizatorami reakcji zachodzacych w warunkach przetwarzania materiatu
lignocelulozowego sa enzymy z grupy celulaz: endocelulazy (EC 3.2.1.4) po-
wodujace rozpad wewnetrznych wigzan glikozydowych celulozy oraz egzoce-
lulazy (EC 3.2.1.91) odpowiedzialne za uwalnianie dwucukru celobiozy od
redukujacego badz nie konca tanicucha wymienionego polimeru. Istotng role
w procesie hydrolizy celulozy peini réwniez d-glukozydaza (EC 3.2.1.21) od-
powiadajaca za rozklad celobiozy do dwoch czasteczek glukozy. Ta reakcja
sprzyja ograniczeniu zjawiska hamowania hydrolizy potproduktem reakcji.
Wiekszosé celulaz charakteryzuje sie zdolnoSciami do prowadzenia katalizy,
gdy zachowana jest temperatura ok. 50°C i kwasowos¢ Srodowiska pH 4-5
(Hahn-Héagerdaal i in. 2006). Caly proces zachodzi w trzech kolejnych eta-
pach: adsorpcja celulaz na powierzchni celulozy, hydroliza celulozy do glu-
kozy oraz desorpcja celulaz z powierzchni materiatu (Han i Chen 2010;
El-Zawawy 2011). Konwersja heteropolimeru hemicelulozy do cukrow pro-
stych wymaga synergistycznego dzialania enzymow z grup ksylanaz, manna-
naz wspomaganych d-glukuronidaza, d-arabinofuranozydazg i esterazg ace-
tyloksylanu odpowiedzialnych z odszczepianie bocznych grup i degradacje
heteroksylanu (Kumar i in. 2009).

Glownym zrédtem otrzymywanych przemystowo enzymow degradujacych
polisacharydy lignocelulozy sa grzyby strzepkowe, za$ do najbardziej pro-
duktywnych i wydajnych zalicza sie rodzaj Trichoderma. Wysoce reprezen-
tatywnymi przedstawicielami tej grupy sa T. viride, T. longibrachiatum,
T. reesei. Handlowe preparaty celulaz produkowane sga komercyjnie z gene-
tycznie modyfikowanych mutantéw Trichoderma przez wiele Swiatowych
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firm. (Singhania i in. 2010). Grzyby z rodzaju Aspergillus sg z kolei bogatym
zrodtem do pozyskiwania d-glukozydazy, ksylanaz i ksyloglukanaz. Rodzaj
Penicillium uznawany jest za alternatywnego producenta celulaz charakte-
ryzujacych sie mniejszg podatno$cia na hamujgcy wptyw inhibitoréow oraz
stabszym powinowactwem do ligniny (Gusakov 2011). Preparaty enzyma-
tyczne oferowane przez komercyjnych producentéw charakteryzuja sie roz-
nym udziatem pojedynczych celulaz, czasem sa tez dostepne w kompozycjach
z ksylanazami (Cellic® HTec2 firmy Novozymes, Accelerase® TRIO™ firmy
Genencor). Mimo to dobér optymalnego “koktajlu” enzymatycznego stanowi
nadal przedmiot badan, a liczne doniesienia literaturowe wskazujg na klu-
czowg role synergistycznego dziatania dobieranych komponentéow (Qing, Wy-
man 2011; Billard i in. 2012).

Efektywno$¢ hydrolizy enzymatycznej surowcow lignocelulozowych uza-
lezniona jest od ich rodzaju, stopnia dojrzatosci i wynikajacego z tego sktadu
chemicznego oraz sposobu zastosowanej obrébki wstepnej. Odgrywa ona klu-
czowa role w procesie hydrolizy pochodnych lignocelulozy. Specyficzna budo-
wa kompleksu lignocelulozowego determinuje wysoka odporno$é zawartych
w nim polisacharydéw na biologiczne transformacje. Bezposrednia hydroliza
natywnego substratu lignocelulozowego nie pozwala na uzyskanie wyzszego
niz 20% poziomu wydajnosci procesu. Celem zapewnienia korzystniejszych
rezultatéw niezbedne jest zastosowanie wstepnego traktowania materiatu
metodami fizycznymi, fizykochemicznymi, chemicznymi, biologicznymi badz
ich kombinacja. Do metod fizycznych zalicza sie obrébke mechaniczng i roz-
ktad termiczny. Obrobka fizykochemiczna obejmuje traktowanie substratow
amoniakiem, stosowanie eksplozji pary lub dziatanie dwutlenkiem wegla.
Metody chemiczne polegaja na zastosowaniu kwasow, zasad lub rozpuszczal-
nikéw organicznych — w grupie tej miesci sie réwniez ozonoliza i oksydacyj-
na delignifikacja. Biologiczna metoda wstepnego traktowania polega na za-
stosowaniu odpowiednich mikroorganizméw, zdolnych do rozktadu kompleksu
lignocelulozowego. Najbardziej obiecujacymi wydaja sie by¢ grzyby z klasy
Basidomycetes: Pycnoporus cinnabarinus, Phanerochaete chrysporium, Tra-
metes sp. 1 Crinepellis sp. ktore charakteryzuja sie zdolnoSciami do biosynte-
zy enzymoéw lignolitycznych, tj. lakkazy oraz peroksydaz: ligninowej (LiP)
i Mn-zaleznej (MnP). (Gupta i in. 2011; Saritha i in. 2012). Szeroko prowa-
dzone badania sugeruja, iz nie mozna wskazac jednej niezawodnej procedury
obrobki wstepnej dla wszystkich surowcow lignocelulozowych. Wysoka tem-
peratura i kwasy zostaly jako pierwsze zastosowane do chemicznej degrada-
¢ji celulozy, inne — np. dziatanie czynnikami hydrotermicznymi lub alkalicz-
nymi — nadal sg testowane i dopracowywane. Wymienione metody charakte-
ryzuja sie wysoka energochtonnoscig i tendencja do wytwarzania ucigzli-
wych produktéw ubocznych, wynikajaca z neutralizacji. Po zastosowaniu
niektorych z nich catkowita wydajnosé procesu przetwarzania biomasy moze



6. Optymalizacja warunkow hydrolizy enzymatycznej... 93

byé dodatkowo obnizana przez tworzace si¢ przy okazji inhibitory, takie jak
stabe kwasy, furany i zwiazki fenolowe. Do zalet biologicznej obrobki wstep-
nej wykorzystujacej mikroorganizmy i ich enzymy nalezy zaliczyc: niskie
zapotrzebowanie na energie, minimalne wytwarzanie odpadow i brak nega-
tywnego wplywu na Srodowisko. Jednakze jest to mato skuteczne i dtugo-
trwate (Shi i in. 2008; Singh i in. 2011).

Doskonalenie procesu enzymatycznej hydrolizy pochodnych lignocelulozy
moze odbywac sie na wielu plaszczyznach. Na uwage zastuguje réwniez
powiazanie hydrolizy z nastepujacym po niej procesem fermentacji. Wielu
badaczy optuje za prowadzeniem obu reakcji metoda symultaniczng w jed-
nym bioreaktorze, co sprzyja oszczednosSciom sprzetowym oraz poprawia
efektywnosé hydrolizy dzieki zniesieniu zjawiska hamowania produktem.
Metoda ta ma jednak swoje ograniczenia wynikajace z braku wspélnych
warunkow inzynierii Srodowiska dla optymalnego dziatania enzymoéw i mi-
kroorganizméw prowadzacych fermentacje, a to zmusza do wyboru kompro-
misowych parametréow obu reakcji.

6.2. Metody

6.2.1. Surowce badawcze

Gltéwnym surowcem wykorzystywanym w badaniach byta wierzba wicio-
wa (Salix viminalis) pochodzaca z upraw do$wiadczalnych Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Poréwnawczo przeprowadzono row-
niez doswiadczenia z udzialem robinii akacjowej (Robinia pseudoacacia L.)
oraz topoli (Populus L.). Substraty w postaci wysuszonej wykorzystywano
w formie zrebkéw lub poddawano mieleniu w urzadzeniu Retch SM 100 do
poziomu rozdrobnienia 1-2 mm. Okreslono udzial poszczegélnych frakeji wiok-
na w surowcach, stosujac urzadzenie FibertecTM 1020 (FOSS): oznaczenie
zawartosci wiokna neutralno-detergentowego (NDF) wg Van Soesta (Van Soest
i in. 1991), oznaczenie zawartoSci wtokna kwasno-detergentowego (ADF) oraz
ligniny kwasno-detergentowej (ADL) (PN-EN ISO 13906 2009). Zawartos¢ celu-
lozy wyznaczono z réznicy pomiedzy udzialem frakeji ADF i ADL, natomiast
zawartos¢ hemicelulozy z réznicy pomiedzy udziatem frakcji NDF i ADF.

6.2.2. Preparaty enzymatyczne

W doswiadczeniach wykorzystano nastepujace preparaty enzymatyczne
w dawkach (jednostkach odpowiedniej aktywnosci) / g s.s. substratu:
e celulaza (Celluclast, Novozymes) — 15 FPU!
e celulaza (z T! longibrachiatum, Sigma) — 15 FPU!

11 FPU - ilo§é enzymu uwalniajaca 1 pmol glukozy z bibulty Whatman no. 1 w czasie
1 min.
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* celobiaza (Novozyme 188, Novozymes) — 30 CBU?
¢ ksylanaza (Pentopan, Novozymes) — 15 FXU?
e ksylanaza (z T. longibrachiatum, Sigma) — 15 FXU3

6.2.3. Obrobka wstepna
6.2.3.1. Metoda biologiczna

20 g s.s. wierzby wiciowej w postaci zmielonej umieszczano w butlach
typu Roux i dodawano ptynnego podioza wg Kirka (1986) oraz buforu ftala-
nowego (kwasny ftalan potasowy — wodorotlenek sodu w stezeniu 0,1 M
o kwasowosci pH 5,0), ustalajac stezenie zawiesiny na poziomie 20%. Tak
przygotowany material zaszczepiano inoculum grzybow Trametes versicolor 7
lub Pleurotus ostreatus 13 w postaci zmywu ze skosu o pow. 5 cm2. Hodowle
grzybow (obrobke biologiczng) prowadzono przez 60 dni w temperaturze
25°C (P. ostreatus) lub 30°C (T versicolor). W celu okreslenia wplywu namna-
zania badanych grzyboéw na sklad materiatu lignocelulozowego w odstepach
15-dniowych charakteryzowano wstepnie przetworzony substrat poprzez
analize jego frakcji (celulozy, hemiceluloz i ligniny), okreslenie strat masy
oraz poprzez wykorzystanie go do hydrolizy enzymatycznej z udzialem celu-
lolitycznych preparatéw handlowych.

6.2.3.2. Metoda fizykochemiczna

Wierzbe wiciowg poddano wstepnemu traktowaniu, stosujac nastepujace
zwigzki chemiczne i parametry dziatania:

* H,SO, w stezeniach 0,01-0,05 g/g s.s. materialu w warunkach cisnienio-
wych (18-26 bar) z rozprezaniem lub bez, z wykorzystaniem wierzby
w formie zrebkow;

e NaOH w stezeniach 0,1-0,2 g/g s.s. materialtu w zakresie temperatur
(120-200°C) i czasu 0,5-3 h, przy czym traktowanie w warunkach cisnie-
niowych (200°C 18 bar) przeprowadzono w wariantach z rozprezaniem
materiatu i bez, wykorzystujac zaréwno wierzbe w postaci zrebkow, jak
1 mielona.

Substrat po wstepnej obrébce w postaci zrebkéw byt suszony w warun-
kach 60°C/48 h i mielony do poziomu rozdrobnienia 1-2 mm. W postaci
mielonej byl kierowany do procesu hydrolizy lub poddawany detoksykacji.
Operacje detoksykacji przeprowadzono poprzez oddzielenie frakcji ptynnej

21 CBU - ilo§é enzymu przeksztalcajaca 1 pmol celobiozy do 2 umoli glukozy w czasie
1 min w 50°C i pH 4,8.
3 1 FXU - iloéé enzymu uwalniajaca 1 pmol ksylozy w czasie 1 min.
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po obrobce wstepnej metodg wirowania w warunkach: RCF 4240-g, tempera-
tura 5°C, czas 10 min. Nastepnie do frakcji statej dodano wody destylowanej
do wyjSciowej masy proby i ponownie odwirowano przy zachowaniu wymie-
nionych parametrow. W substracie poddanym obrébce i przeptukiwaniu
przed hydrolizg sprawdzono sktad podstawowych frakcji lignocelulozy celem
okreslenia strat wynikajacych z tego zabiegu. Frakcja stata po uzupetnieniu
woda do wyjsciowej masy proby przed obrobka i korekcie kwasowosci stano-
wita substrat do hydrolizy enzymatyczne;.

6.2.3.3. Hydroliza enzymatyczna

Hydroliza enzymatyczna materialu natywnego oraz po obrébce wstepnej
byta prowadzona w zawiesinie o stezeniu 10% m/v w warunkach: temperatu-
ra 40-50°C, kwasowos$¢ Srodowiska pH 4,0-5,0, czas 72 h w inkuba-
torze Innova 40, New Brunswick Scientific z zastosowaniem wytrzasania
(250 obr-min). Hydrolize prowadzono, wykorzystujac wcze$niej wymienione
preparaty enzymatyczne w roznych kompozycjach. Efekty hydrolizy mierzo-
no stezeniem cukrow redukujacych oznaczanych metoda kolometryczng z od-
czynnikiem DNS (Miller 1959). Na podstawie iloSci wydzielonych cukréow wy-
znaczano wydajno$¢ procesu hydrolizy, obliczajac ja z nastepujacego wzoru:

c¢x0,9

Wydajnosé = %100 [%] (6.1)
gdzie:
¢ - stezenie cukréw redukujacych w hydrolizacie (g/dm?),
p — zawartoéé polisacharydéw (celulozy i hemiceluloz) w materiale natywnym (g/dm?),

0,9 — wspotczynnik przeliczeniowy cukréw prostych wzgledem polisacharydow.

Wybrane hydrolizaty przeznaczono do analizy chromatograficznej HPLC
celem identyfikacji i okreslenia iloSciowego ewentualnie obecnych zwigzkow
inhibitujacych fermentacje. Zastosowano nastepujace wzorce oznaczen: kwas
mréwkowy, kwas lewulinowy, furfural, 5-hydroksymetylofurfural, 4-hydrok-
sybenz-aldehyd, wanilina. Stezenie oznaczanych inhibitoréw w hydrolizatach
wyznaczano z krzywych wzorcowych i wyrazano w mg/cm?.

6.3. Wyniki i dyskusja

Udziat podstawowych frakcji (celulozy, hemicelulozy i ligniny) substratéw

do hydrolizy enzymatycznej zestawiono w tabeli 1.
Tabela 1
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Sktad podstawowych frakeji lignocelulozy w substratach
do hydrolizy enzymatycznej (% s.s.)

Frakeja Suma polisacharydo
Celuloza | Hemiceluloza Lignina (celu loz p+ hemice{ lovzv )
Substrat ulozy ulozy
Topola 45,20 13,96 17,19 59,16
Wierzba 50,72 12,47 15,92 63,19
Robinia 40,69 20,24 13,86 60,93

Wierzba wiciowa charakteryzowata sie najwyzsza zawarto$cig celulozy
(50,7%) 1 najnizszym udzialem hemiceluloz (12,5%). W sktadzie pozostatych
substratow celuloza réwniez stanowita frakcje dominujacg, jednak robinia
charakteryzowata si¢ wyzszym udzialem hemiceluloz (20,2%), natomiast to-
pola zawierata najwiecej ligniny (17,2%). W pierwszym etapie do§wiadczen
wybrany substrat — wierzbe wiciowg wykorzystano jako gléwny sktadnik
podioza do namnazania grzyboéw z rodzaju T. versicolor oraz P. ostreatus 13
o potencjalnych zdolnosciach do degradacji kompleksu lignocelulozowego wy-
nikajacych ze zdolnosci do sekrecji peroksydazy ligninowej (LiP) i mangano-
zaleznej (MnP) oraz lakkazy. W trakcie 60-dniowej hodowli grzybéw kontro-
lowano zmiany w sktadzie podstawowych frakcji wierzby oraz oceniano
podatno$¢ na hydrolize enzymatyczng. Dziatanie grzybow biatej zgnilizny
polega na degradacji zwigzkéw drewna w metabolizmie pierwotnym, po-
czawszy od hydrolizy hemicelulozy i celulozy. Wydzielone cukry proste sa
niezbedne do rozpoczecia procesu delignifikacji. Po wyczerpaniu podstawo-
wych pierwiastkéw biogennych, takich jak azot, siarka, fosfor, potas, oraz
zrodel wegla i energii indukowany jest metabolizm wtorny, podczas ktorego
nastepuje rozktad ligniny (Gérska i in. 2006). Analiza sktadu wierzby wicio-
wej po hodowli T. versicolor wykazata zmiany w proporcjach udziatu elemen-
tow lignocelulozy — strata celulozy wyrazona w stosunku do préby ,,0” wynio-
sta 37%, hemiceluloz 34,68%, natomiast ubytek ligniny 26,34%. W trakcie
namnazania grzyba P. ostreatus 13 ogodlne straty masy substratu byly dwu-
krotnie mniejsze niz odnotowane w hodowlach T. versicolor, w tym ubytek
celulozy wyniost 19%, a hemiceluloz 12,59% (rys. 1).

Podobne tendencje zaobserwowali w swoich badaniach Tanigushi i in.
(2005), ktorzy wykorzystali grzyby biatej zgnilizny do biologicznej obrébki
stomy ryzowej, oceniajac iloSciowe i strukturalne zmiany w jej sktadzie.
Namnazanie T. versicolor przyczynilo sie do 30% ubytku masy substratu,
natomiast namnazanie P. ostreatus spowodowalo nieco mniejszg strate
—ok. 25% (rys. 2).
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Rys. 1. Straty masy sktadnikéw lignocelulozy w wierzbie wiciowej w trakcie 60 dni
hodowli grzyba T. versicolor 7 wyrazone w g/100 g wyjSciowej masy substratu

5 -
0 -
i M masa substratu
& M celuloza
g _10- M hemiceluloza
@ M lignina
_1 5 .
—20-

7 15 30 45 60

czas namnazania [dni]

Rys. 2. Straty masy sktadnikéw lignocelulozy w wierzbie wiciowej w trakcie 60 dni
hodowli grzyba P. ostreatus 13 wyrazone w g/100 g wyjsSciowej masy substratu

Wierzbe wiciowa przed i po obrobce biologicznej z wykorzystaniem grzy-
bow T. versicolor 7 i P. ostreatus 13 poddano 72-godzinnej hydrolizie enzyma-
tycznej z udziatem preparatéw firmy Novozymes (Celuclast+Pentopan+No-
vozyme 188), a jej efektywnoS$¢ oceniono na podstawie ilosci wydzielanych
cukrow redukujacych (rys. 3).

Stwierdzono, ze skuteczno$é takiego sposobu wstepnego traktowania sub-
stratu byta niezadowalajaca — uzyskano zaledwie kilkuprocentowa poprawe
wydajnosci hydrolizy w poréwnaniu do do$§wiadczenia z udziatem materiatu
natywnego, co w powigzaniu z odnotowanymi stratami celulozy wskazuje na
brak przydatnosci jej stosowania w procesie biokonwersji do etanolu.
W dos$wiadczeniach przeprowadzonych przez Hattaka i in. (cyt. za Talebnia
i in. 2010) wykazano, ze hydroliza stomy pszenicznej poddanej uprzednio
5-tygodniowej biologicznej obrébce wstepnej z udzialem grzyba P. ostreatus



98 Malgorzata Lewandowska i in.

spowodowata przeksztalcenie ok. 35% substratu do cukrow redukujacych,
podczas gdy efektywnosé¢ hydrolizy stomy natywnej byta okoto trzykrotnie
mniejsza. Rowniez Taniguchi i in. (2005) wykazali, ze obrébka stomy ryzowej
z wykorzystaniem tego samego grzyba przyczynita sie do wzrostu podatnosci
wymienionego substratu na hydrolize enzymatyczna.

12

8,02 8,02

stezenie cukréw redukujacych
[g/dm’]

7 15 30 45 60
czas obrdbki biologicznej [dni]

B Pleurotus ostreatus B Trametes versicolor

Rys. 3. Efektywnosé 72-godzinnej hydrolizy wierzby wiciowej wstepnie wykorzystanej
do namnazania grzyba P. ostreatus 13 lub T. versicolor w ciggu 60 dni obrobki

7 kolei Hwang i in. (2008) zastosowali T versicolor do obréobki biologicznej
zrebkow sosny (Pinus strobus L.), uzyskujac w wyniku sekwencyjnie prze-
prowadzonej hydrolizy ok. 45% wydajnosci (mierzonej iloscig wydzielonych
cukrow). Do$wiadczenia wlasne przeprowadzone na materiale drzewnym nie
potwierdzily tej tendencji.

Dalsze badania po§wiecono opracowaniu metod skutecznej obrobki fizyko-
chemicznej. Wérod sposobow obrobki biomasy lignocelulozowej szeroko opi-
sywanych w literaturze i uznawanych za skuteczne sporo uwagi poswieca sie
wykorzystaniu srodowiska kwasnego w potaczeniu z eksplozja parowa (Chen
i in. 2011; Jung i in. 2013). W badaniach wtasnych traktowanie wierzby
roztworem kwasu siarkowego w stezeniach 0,01-0,05 g/g substratu w pola-
czeniu z ci$nieniem rzedu 18-26 bar, generujacym temperatury powyzej
220°C, spowodowato do$c¢ istotne zmiany w strukturze drewna, co skutkowa-
to poprawa dostepnosci polisacharydow do hydrolizy enzymatycznej. Steze-
nie cukréw prostych uwolnionych w trakcie procesu wynosito 15-21 g/dm?
medium poreakcyjnego, w zaleznosci od wariantu obrobki (rys. 3) osiagajac
wydajno$¢ 32,2% w doswiadczeniu o najbardziej rygorystycznych parame-
trach obrobki (ci$nienie powyzej 26 bar + rozprezanie). Sassner i in. (2008)
w swoich badaniach uzyskali znacznie korzystniejsze rezultaty: w wyniku
hydrolizy wierzby traktowanej H,SO, i eksplozja parowa uzyskano 55,6 g glu-
kozy i ksylozy ze 100 g materiatu natywnego, co stanowito 88% wartosci teore-
tycznej (w stosunku do polisacharydéw zawartych w materiale natywnym).
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Eksperymenty prowadzone z udzialem wodorotlenku sodowego obejmowa-
ly dwa warianty temperaturowe: 121°C i 200°C. W doswiadczeniach realizo-
wanych w 121°C czynnikiem zmiennym byta dawka NaOH (0,1-0,2 g/g s.s.
wierzby) oraz czas przetrzymywania w autoklawie (1-3 h). Stwierdzono, ze
najkorzystniejszy efekt sposrod analizowanych wariantow obrébki przyniosty
do$wiadczenia z udziatem materiatu przetrzymywanego przez 3 h w ustalo-
nej temperaturze niezaleznie od dawki wodorotlenku. Hydroliza enzyma-
tyczna tak przygotowanego substratu z udziatem preparatéw firmy Novozy-
mes spowodowata uwolnienie ok. 27 g/dm3 cukréw redukujacych, co skutko-
wato wydajnoscig ponad 41%. Zblizone wyniki uzyskali w swoich badaniach
Gupta i1 in. (2011), ktorzy poddali hydrolizie enzymatycznej sosne (Pinus
Jjuliflora) wstepnie traktowang z udziatem 5% roztworu NaOH w temperatu-
rze 121°C, uzyskujac wydajnosé uwolnionych cukréow z substratu na pozio-
mie 52%. Silverstein i in. (2007) zastosowali podobng metode do obroébki
wstepnej odpadéw bawetnianych. Za najkorzystniejsze warunki procesu
uznali: stezenie NaOH 2%, temperature 121°C, czas 60 min. Pozwolilo to na
uzyskanie w kolejnym etapie wydajnosci hydrolizy enzymatycznej celulozy
na poziomie 60,8%. Wybrane parametry obrobki zastosowano w kolejnych
doswiadczeniach majacych na celu sprawdzenie przydatnosci preparatéow en-
zymatycznych celulazy i ksylanazy z T. longibrachiatum. Wymienione enzy-
my zastosowano w réznych kompozycjach z preparatami firmy Novozymes.
Jak wida¢ na rysunku 4, zestawem najskuteczniej hydrolizujacym substrat
byly celulaza i ksylanaza z T. longibrachiatum w polaczeniu z f3-glukozydazg
Novozyme 188 (Swiatek i in. 2012).
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Rys. 4. Porownanie efektow 72-godzinnej hydrolizy polisacharydéw wierzby po obrdbce
alkalicznej (121°C/3h) w zalezno$ci od zastosowanej kompozycji preparatéw enzymatycznych
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Wybrana kompozycja enzymoéw zostala réwniez zastosowana do hydrolizy
robinii i topoli oraz w kolejnych do$wiadczeniach sprawdzajacych skutecz-
no$é¢ innych sposobow wstepnego traktowania substratu. Postep hydrolizy
robinii, topoli i wierzby przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Postep hydrolizy polisacharydéw wierzby, robinii lub topoli po obrébee alkalicznej
z wykorzystaniem wybranej kompozycji enzymow

Wierzba Robinia akacjowa Topola
Czas . . Lo
stezenie stezenie stezenie
hydro- L P L o L o
lizy (h) uwolnionej | wydajnosé uwolnionej | wydajnosé uwolnionej | wydajnosc
y glukozy (%) glukozy (%) glukozy (%)
(g/dm?) (g/dm?) (g/dm?)
0 8,64 12,3 12,41 18,3 11,51 17,5
6 25,61 36,5 25,42 37,6 23,38 35,6
12 28,71 40,9 2891 427 26,36 40,1
24 33,34 475 32,38 47,8 30,39 46,2
30 36,03 51,3 33,76 49,9 32,13 48,9
36 38,35 54,6 35,02 51,7 32,34 49,2
48 40,78 58,1 37,90 56,0 36,70 55,8
54 40,85 58,2 40,15 59,3 38,64 58,8
60 47,30 67,4 41,30 61,0 39,05 59,4
72 48,48 69,0 45,26 66,9 40,60 61,8

*3 h; 121°C; 0,1 g NaOH na g substratu

Proba wykorzystania do hydrolizy enzymatycznej innych niz wierzba su-
rowcow ligninocelulozowych (robinii i topoli) nie przyniosta korzystniejszych
rezultatow. Wydajnos¢ biokonwersji polisacharydow robinii do cukréw redu-
kujacych byla zblizona do uzyskiwanych z udzialem wierzby (67% wobec
69%). Topola okazala sie mniej podatna na hydrolize w zaproponowanych
warunkach. Wszystkie sprawdzone substraty charakteryzowaty sie zblizo-
nym skladem chemicznym oraz struktura lignocelulozy (drewno twarde),
stad skuteczno$¢ hydrolizy nie byta istotnie zréznicowana. Podobne rezultaty
uzyskali Cara i in. (2006), prowadzac hydrolize enzymatyczna wstepnie trak-
towanego obrobka ciSnieniowo-alkaliczng drewna drzewa oliwnego: efektyw-
nos¢ hydrolizy enzymatycznej mierzona stezeniem cukrow prostych miescita sie
w zakresie 39,6-59,3 g/dm3. Wiekszo$é badan prowadzonych z wykorzystaniem



6. Optymalizacja warunkow hydrolizy enzymatycznej... 101

materiatu drzewnego w kierunku pozyskiwania etanolu opiera sie na stoso-
waniu technik wstepnej obrobki kwasowej lub autohydrolizy hydrotermicz-
nej (Gutsch i Sixta 2011; Jung i in. 2013; Cai i in. 2012). Najnowsze badania,
w ktorych stosowane sg katalizatory alkaliczne podczas wstepnego przygoto-
wania materialu lignocelulozowego przed hydrolizg enzymatyczna, dotycza
gtéwnie substratow trawiastych lub stomiastych (McIntosh i Vancov 2010;
Kim i Han 2012; Karki i in. 2012; Sills i Gossett 2011). Taki sposéb obrobki
przynosi jednak korzysci wynikajace z ograniczonego formowania substancji
o charakterze inhibitoréw hydrolizy i fermentacji.

Kolejny etap doswiadczenn obejmowat okreslenie wpltywu podwyzszonej
temperatury (200°C) i zabiegu rozprezania na skuteczno$¢ obrobki alkalicz-
nej wierzby. Eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem substratu
w formie zrebkéw lub mielonego, przy czym po obrobce i wysuszeniu ujedno-
licono go do jednakowej formy rozdrobnienia. Materiat zostat oceniony pod
wzgledem zmian w sktadzie podstawowych frakcji (tab. 3) i poddany hydroli-
zie po ustaleniu stezenia 10% udziatu frakcji statej w wodzie. Zastosowanie
temperatury 200°C oraz gwaltownego rozprezania substratu po dzialaniu
termicznym przyczynito sie do istotnych zmian w sktadzie wierzby wiciowej.

Tabela 3.
Udziat gtéwnych frakeji lignocelulozy w biomasie wierzby wiciowej po obrébce ciSnieniowo
alkalicznej w zaleznosSci od zastosowanych parametréw procesu dziatania (% s.s.)

Wariant obrébki/forma substratu Celuloza Hemiceluloza Lignina

Zrebki
1 0,15 g NaOH - g s.s. 41,34 nz 14,84
200°C/bez rozprezania

Zrebki
2 0,15 g NaOH - g s.s. 4275 2,96 15,92
200°C/rozprezanie

Zrebki
3 0,10 g NaOH - g' s.s. 4232 nz 16,06
200°C/bez rozprezania

Zrebki
4 0,10 g NaOH - gt s.s. 46,23 4,46 15,08
200°C/rozprezanie

Mielona wierzba
5 0,10 g NaOH - g's.s. 32,15 nz 11,65
200°C/bez rozprezania

Mielona wierzba
6 0,10 g NaOH - g's.s. 36,72 nz 13,38
200°C/rozprezanie

nz — nie zidentyfikowano
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W zaleznosci od wariantu zastosowanych parametréw odnotowano strate
celulozy w zakresie 4,2-8,6% oraz nieomal catkowita eliminacje hemiceluloz,
ktorej obecno$ci nie stwierdzono w probach nie poddanych rozprezaniu.
Zmiany udzialu poszczegdlnych frakeji prawdopodobnie spowodowane byty
degradacja polimeréw do czasteczek o mniejszej masie, nie identyfikowanych
jako frakcje NDF, ADF badz ADL. Najwieksze zmiany zawartosci poszczegol-
nych frakcji nastapilty w probkach wierzby potraktowanej obrobka cisnienio-
wo-alkaliczna, w ktorych stosowano materiat w formie zmielonej (czgstki
o wielko$ci 1 mm). Dowodzi to istotnej roli poziomu rozdrobnienia materiatu
na zmiany w obrebie kompleksu, wynikajace z rozwiniecia powierzchni ma-
terialu, co skutkuje efektywniejszym dziataniem czynnikow cisnieniowo-alka-
licznych i powoduje niewatpliwie wiekszy stopien depolimeryzacji polisacha-
rydéw i ligniny. Hydroliza enzymatyczna tak przygotowanego materiatu
doprowadzita do uwolnienia 40,18-46,14 g cukréw/dm? hydrolizatu (57-66%
wydajnosci, rys. 5), co stanowito wynik mniej korzystny niz uzyskany
z udzialem substratu traktowanego obrobka alkaliczna w temperaturze
121°C — bez rozprezania, natomiast w dtuzszym czasie (3 h) (Swiatek i in.
2012). Te metode — uznanag za najkorzystniejsza — stosowano w dalszych
badaniach wtasnych.
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Rys. 5. Efekty 72-godzinnej hydrolizy enzymatycznej wierzby wiciowej poddanej
wstepnemu traktowaniu obrobkg ci$nieniowo-alkaliczng w réznych wariantach

Odrzucenie frakeji ptynnej po obrébce alkaliami i przeptukanie wodag frak-
cji statej moze by¢ stosowane jako metoda detoksykacji — usuwania inhibito-
row procesu hydrolizy oraz fermentacji — pochodnych cukréw 5- i 6-weglo-
wych oraz pochodzacych z rozktadu ligniny. Wystepujace we wstepnie traktowa-
nych surowcach lignocelulozowych zwiazki hamujace to gléwnie: kwas mréw-
kowy, lewulinowy, 5-hydroksymetylofurfural, furfural, 4-hydroksybenzaldehyd,
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wanilina. Zgodnie z wynikami przedstawionymi przez dJing i in. (2009),
wszystkie wymienione substancje identyfikowane w materiale po obroébce
wstepnej moga by¢ przyczyna ograniczenia aktywnosci enzymatycznej pre-
paratéow stosowanych w etapie hydrolizy. Wykorzystywana w badaniach ob-
robka alkaliczna materiatu lignocelulozowego, zgodnie z przewidywaniami,
przyczynita sie do powstania niewielkich ilosci substancji o charakterze inhi-
bitujacym: stwierdzono obecno$¢ jedynie kwasow mrowkowego i lewulinowe-
go w iloSciach 1,13 i 6,44 mg/dm? (tab. 4).

Tabela 4
Obecno$é zwiazkéw inhibujacych w hydrolizatach wierzby wiciowej (mg/dm?)
Stezenie inhibitoréw w hydrolizatach
wierzby po obrébce alkalicznej
Oznaczany zwigzek
wierzba nie plukana | wierzba poddana
po obrdbce detoksykacji
Kwas mrowkowy 1,138 0,198
Kwas lewulinowy 6,437 1,017
5-hydroksymetylofurfural nw nw
Furfural nw nw
4-hydroksybenzaldehyd 0,003 ponizej poziomu
detekeji
Wanilina 0,002 ponizej poziomu
detekeji

nw — nie wykryto

Nie wykryto hydroksymetylofurfuralu i furfuralu — oba wymienione
zwiazki generowane sa z reguly w wyniku traktowania substratéow lignocelu-
lozowych obrébka kwasowa. Uzyskane rezultaty pozostaja w zgodnosci
z wynikami prezentowanymi przez Koo i in. (2011), ktérzy porownywali
wplyw zastosowania katalizatora alkalicznego badz kwasowego na skutecz-
nos$¢ wstepnej degradacji tulipanowca amerykanskiego (Liriodendron tulipi-
ferana). Wspomniani autorzy stwierdzili obecno$¢ 16-56 mg 5-HMF oraz
1,7-35 mg furfuralu/dm® w roztworach uzyskanych po zastosowaniu katali-
zatora kwasowego oraz odpowiednio 0,0 i 0,2-0,3 mg/dm?® w pétprodukcie
otrzymanym w wyniku zastosowania katalizatora alkalicznego.

Oddzielenie frakeji ptynnej zawierajacej zwiazki hamujace oraz przeptu-
kanie wodg pozostalej frakcji statej pozwolito na ok. 6-krotne zmniejszenie
stezenia kwasow mrowkowego i lewulinowego w hydrolizatach wierzby. Za-
bieg przeplukiwania materiatu po obrébce wstepnej i separacja frakcji byty
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rowniez powodem strat sktadnikéw wierzby: ogolna strata masy wynio-
sta 24,7%, w tym hemiceluloze usunieto w najwiekszym stopniu (25,9%).
Delignifikacja w tych warunkach osiggneta wartos¢ 19,6% a strata celulozy
18% (tab. 5).

Tabela 5
Straty sktadnikow wierzby wiciowej wynikajace z zabiegu detoksykacji (%)
Sucha masa Celuloza Hemiceluloza Lignina
24,7 18,0 25,9 19,6

Straty masy na etapie obrobki wstepnej generowane sa niezaleznie od
sposobu jej prowadzenia. Traktowanie alkaliami powoduje mniejsze ubytki
masy i zachowanie we frakcji statej ponad 60% weglowodanow. Jak podaja
Koo i in. (2011), zastosowanie katalizatora kwasowego prowadzi do uwolnie-
nia do frakeji plynnej 30-39% sktadnikéw suchej masy lignocelulozy i jest
silnie uzaleznione od temperatury. Straty obserwowane w wyniku zastoso-
wania alkaliow sa mniejsze — nie przekraczajg 27%, co znalazlo potwierdze-
nie w badaniach wtasnych.

6.4. Podsumowanie

Eksperymentalnie potwierdzono niezbednos¢ zastosowania obrobki wstep-
nej stosowanych substratow, glownie wierzby wiciowej, poprzedzajacej etap
hydrolizy enzymatycznej polisacharydow. Porownujac efekty trzech stosowa-
nych procedur wstepnego traktowania, tj. biologicznej, kwasowej i alkalicz-
nej, wykazano, ze najkorzystniejsze przygotowanie substratu do hydrolizy
enzymatycznej polisacharydow zapewnia zastosowanie obrobki wierzby
w Srodowisku alkalicznym w 121°C/60 min. Sekwencyjnie przeprowadzona
hydroliza z udziatem wybranej kompozycji enzyméw skutkowata uwolnie-
niem ok. 48 g cukréw/dm? z wydajnoscia ok. 70% mierzona wzgledem polisa-
charydow dostepnych w materiale natywnym.
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7. Dobor oraz doskonalenie
warunkow fermentacji etanolowej
hydrolizatéw lignocelulozowych

Malgorzata Lewandowska, Karolina gwiqtek, Natalia Kordala

7.1. Wprowadzenie

Fermentacja jako biologiczna metoda konwersji cukrow do alkoholu etylo-
wego jest najpowszechniej stosowang metodg jego otrzymywania. Zachodzi
w warunkach beztlenowych dzieki aktywnosci katalitycznej enzymoéw obec-
nych w drozdzach oraz niektorych bakteriach. W tradycyjnym gorzelnictwie
najpowszechniej wykorzystywanym gatunkiem sa Saccharomyces cerevisiae,
zdolne do szybkiego odfermentowania zacierow (hydrolizatow) skrobiowych.
W technologiach wykorzystujacych substraty lignocelulozowe fermentacji
podlegaja hydrolizaty zawierajace w swoim skladzie mieszanine cukrow
— pochodnych celulozy i hemicelulozy, takich jak: glukoza, ksyloza, arabino-
za, mannoza czy galaktoza (Limayem i Ricke 2012). Typowy hydrolizat bio-
masy lignocelulozowej zawiera przecietnie 60—70% glukozy i 20—40% ksylozy,
a jego sktad uzalezniony jest zaréwno od rodzaju substratu (materiat trawia-
sty lub drzewny), jak i sposobu obrébki wstepnej (Mosier i in. 2005). Heksozy
stanowia dominujgace Zrédto cukréw w hydrolizatach, a ich fermentacja moze
zachodzi¢ przy udziale wspomnianych wczesniej drozdzy z gatunku S. cerevi-
siae, powszechnie wykorzystywanych w przemysle gorzelniczym. Drozdze te
nie posiadajg jednak aparatu enzymatycznego umozliwiajacego fermentacje
pentoz — drugiej pod wzgledem waznosci frakcji pochodnych hemiceluloz.
Stad fermentacja z ich wylacznym udzialem nie wykorzystuje w petni poten-
cjatu surowca lignocelulozowego.

W ostatnich latach w zwigzku z licznymi badaniami nad doskonaleniem
fermentacji pochodnych lignocelulozy nastapil wzrost poszukiwan drobno-
ustrojow zdolnych do fermentowania pentoz oraz charakteryzujacych sie in-
nymi korzystnymi cechami operacyjnymi (m.in. termo-, alkoholo- i inhibito-
ro-odpornoscigq oraz wysoka produktywnoscia etanolu). Zainteresowanie
badaczy kieruje sie zarowno w strone szczepow naturalnych, jak i pozyski-
wanych metodami inzynierii genetycznej (Sarkar i in. 2012). Wérod gatun-
kow posiadajacych naturalng zdolno$é fermentacji pentoz wymienia sie
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drozdze z rodzajow Pichia stipitis, Pachysolen tannophilus, Candida sheha-
tae (Zhao i in. 2008). Zawierajgq one zestaw enzymow: reduktaze ksylozy (XR)
i dehydrogenaze ksylitolu (XDH) pozwalajacy na dwuetapowa konwersje
ksylozy do ksylulozy z ksylitolem jako produktem posrednim szlaku prze-
mian. Ksyluloza jest nastepnie fosforylowana przez ksylulokinaze (XK) do
ksylulozo-5-fosforanu, ktory wystepuje w szlaku pentozofosforanowym i gli-
kolizie (Chandel i in. 2011a; Matsushika, Sawayama 2011). Specyfika wspo-
mnianego szlaku przemian wymaga jednak obecnos$ci pewnej iloSci tlenu
w Srodowisku, gdyz warunki stricte beztlenowe sprzyjajg tworzeniu sie ksyli-
tolu. Licznie prowadzone badania dowiodly, ze korzystnym rozwigzaniem
jest zapewnienie warunkéw mikroaerofilnych, tj. takich, w ktérych stezenie
tlenu jest mniejsze niz w ziemskiej atmosferze (Bellido i in. 2013). Tego typu
rozwigzanie ogranicza jednak mozliwo$¢ zastosowania wymienionych
drozdzy w procesach skojarzonych, wymagajacych odfermentowania obu
grup monocukréw z wykorzystaniem fermentacji dwuszczepowych. Proponu-
je sie rozwiazania oparte na frakcjonowaniu cukrow, ktére sa realizowane
przy okazji innych, wcze$niej stosowanych operacji technologicznych prze-
twarzania lignocelulozy. To zadanie spetnia m.in. wstepna obrébka substra-
tu, w wyniku ktorej tworzy sie frakcja tzw. prehydrolizatu — zawierajacego
gtéwnie cukry 5-weglowe.

W procesach fermentacji pochodnych lignocelulozy bardzo istotng kwestig
jest dobor strategii jej prowadzenia. Powszechnie stosowany system SHF
(sekwencyjna hydroliza i fermentacja) pozwala na zastosowanie optymal-
nych warunkéw inzynierii Srodowiska dla kazdego z etapow (odpowiednio:
ok. 50 i ok. 30°C). Strategia SSF (symultaniczna hydroliza i fermentacja)
wymusza konieczno$é zastosowania kompromisowych parametrow procesu,
co wigze sie najczesciej z obnizeniem jego temperatury, a tym samym z rezy-
gnacja z optimum dziatania enzymow katalitycznych. Kazdy ze sposobéw
prowadzenia fermentacji przynosi jednak specyficzne korzysci. W trakcie
proceséw skojarzonych nie obserwuje sie zjawiska hamowania hydrolizy pro-
duktami reakcji dzigki natychmiastowemu ich wykorzystaniu przez drozdze
(Olofsson i in. 2008). Sprzyja to pelniejszemu wykorzystaniu dostepnych
polisacharydéw surowca. Powstajacy potprodukt — odfermentowana zawiesi-
na zawiera w sobie jednak nie wiecej niz 3—4% etanolu, a to mato korzystny
efekt w procesach przemystowych w zwigzku z konieczno$cig ponoszenia
wysokich kosztow destylacji. System sekwencyjny pozwala na wprowadzenie
posredniej operacji zatezania hydrolizatu, co podwyzsza stezenie cukrow do-
stepnych do fermentacji. Moze sie to jednak wigzaé z niekorzystnym zjawi-
skiem koncentrowania substancji towarzyszacych cukrom fermentujacym
(np. oligosacharydow), ktore zwiekszajac ciSnienie osmotyczne Srodowiska,
ograniczajg aktywnosé fermentacyjng drozdzy. Liczne doniesienia literaturo-
we wskazuja na popieranie strategii SSF. Rozwazane sa rézne rozwigzania
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zmierzajace do zwiekszenia koncowej koncentracji alkoholu w prowadzonym
procesie, np. dodatkowe wielokrotne zasilanie substratem (Liu i in. 2010;
Kim i in. 2013) lub specjalne rozwigzania konstrukcyjne bioreaktorow
(Zhang 1 in. 2010).

7.2. Material i metody
7.2.1.Surowce badawcze

Gléwnym surowcem wykorzystywanym w badaniach byta wierzba wicio-
wa (Salix viminalis) pochodzaca z upraw doswiadczalnych Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Materiat w postaci wysuszonej podda-
wano mieleniu w urzadzeniu Retch SM 100, wstepnej obrébce alkalicznej
oraz hydrolizie enzymatycznej w wybranych warunkach opisanych w roz-
dziale 6.

7.2.2. Szczepy drozdzy

* Szczepy przemystowych drozdzy gorzelniczych pochodzace z Zaktadu Tech-
nologii Gorzelnictwa i Odnawialnych Zrédet Energii w Bydgoszczy:

— Saccharomyces cerevisiae B4 (optimum temperaturowe fermentacji:

30-32°C),

— Saccharomyces cerevisiae o symbolach D2 i As4, termofilne (optimum

temperaturowe fermentacji: 38-39°C).

e Szczep z kolekeji Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci Wydziatu
Nauki o Zywnosci UWM w Olsztynie: Sacchromyces cerevisiae 7 (NRRL
978) (optimum temperaturowe: 30—-35°C).

® Szczepy drozdzy predysponowane do fermentacji cukréw piecioweglowych
(z kolekgji Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w War-
szawie):

— Pichia stipitis CCY 39-50-1,

— Pichia stipitis CBS 5773 Schoffers, Holandia,

— Candida tropicalis (KKP 1236),

— Candida utilis (KKP 1238),

— Pachysolen tannophilus (KKP 546).

Szczepy drozdzy S. cerevisiae prowadzono na statym podtozu YPG o skila-
dzie: 2% glukozy, 2% peptonu, 1% ekstraktu drozdzowego, 2% agaru o kwa-
sowosci pH 5,2.

Szczepy drozdzy Pichia, Candida i Pachysolen prowadzono na podiozu
Sabouraud Agar (Merck)
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7.2.3. Preparaty enzymatyczne

® Celulaza z Trichoderma longibrachiatum (SIGMA-ALDRICH) o aktywno-
§ci = 1000 Ul /g, stosowana w dawce 15 U/g s.s. substratu.

* Ksylanaza z Trichoderma longibrachiatum (SIGMA-ALDRICH) o aktyw-
nosci = 1000 FXU? /g, stosowana w dawce 15 FXU/g s.s. substratu.

* Celobiaza z Aspergillus niger — Novozyme 188 (Novozymes A/S) o aktyw-
noéci = 250 CBU?® /g, stosowana w dawce 30 CBU/g s.s. substratu.

7.2.4. Podloza hodowlane
7.2.4.1. Podloze do prowadzenia inoculum

Do prowadzenia hodowli drozdzy stosowano plynne podtoze YPG o skta-
dzie i kwasowos$ci wymienionych wczes$niej (bez dodatku agaru).

7.2.4.2. Brzeczki modelowe

Do oceny aktywnosci fermentacyjnej drozdzy predysponowanych do fer-
mentacji pentoz zastosowano podioza z udziatem 8% glukozy, 8% ksylozy,
4% ksylozy lub 2% ksylozy + 2% glukozy oraz niezbednych Zrédet azotu
i fosforu.

W celu okreslenia odpornosci drozdzy S. cerevisiae na inhibitory obecne
w hydrolizatach substratu lignocelulozowego zastosowano podloza z udzia-
tem 8% glukozy, niezbednych zrédet azotu i fosforu oraz z dodatkiem naste-
pujacych zwigzkow: furfuralu (0,03) lub 5-hydroksymetylofurfuralu (0,03%)
lub waniliny (0,02%) lub 4-hydroksybenzaldehydu (0,02%) lub kwasu mréw-
kowego (0,1%) lub kwasu lewulinowego (0,1%)

7.2.4.3. Hydrolizat enzymatyczny syrowca lignocelulozowego
pozyskanego z wierzby wiciowej

Wierzbe wiciowa poddano obrobce wstepnej w warunkach: 3 h, 121°C,
0,1 g NaOH/g s.s. substratu w formie 10% zawiesiny w medium reakcyjnym.
Po uptywie wymaganego czasu calo$¢ neutralizowano za pomoca 99% kwasu

1 U - iloéé enzymu uwalniajaca 1 pmol glukozy z celulozy w czasie 1 h w warunkach:
pH 5,0, 37°C, 2 h.

2 FXU - ilo$é enzymu uwalniajaca 1 pmol glukozy z celulozy w czasie 1 h w warun-
kach: pH 5,0, 37°C, 2 h.

3 CBU (ang. cellobiase units) — jednostka aktywnosci celobiazy: 1 CBU oznacza aktywnosé
enzymu powodujacg uwolnienie 2 pmoli glukozy w ciagu 1 min w warunkach: pH 4,8, 50°C.
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octowego do pH 5,0 badZ poddawano detoksykacji metoda frakcjonowania
i plukania woda, kazdorazowo odwirowujac faze stala w warunkach: 10 min,
5°C, RCF 4248 g. Do zawiesiny wierzby dodawano nastepnie wymienione
wyzej preparaty enzymatyczne i prowadzono hydrolize w warunkach: 72 h,
50°C, wytrzgsanie 250 obr./min (inkubator Innova 40, New Brunswick Scien-
tific). Po zakonczonej hydrolizie w hydrolizacie oznaczono zawartos¢ cukrow
redukujacych metoda z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS). Oznaczono
rowniez sktad monosacharydow 5- i 6-weglowych metoda chromatografii ga-
zowej w urzadzeniu Thermo Scientific Focus GC z detektorem plomieniowo-
jonizacyjnym oraz kolumng kapilarna CP-SIL 5CB o dlugosci 15 m, $rednicy
wewnetrznej 0,25 mm i grubosci filmu 0,25 ul. Analizy jakosciowej dokonano
poprzez poréwnanie czasu retencji oznaczanego cukru z czasem retencji
standardu zewnetrznego (glukoza, galaktoza, mannoza, ksyloza, arabinoza).
Analize iloSciowa przeprowadzono na podstawie poréwnania powierzchni
piku oznaczanego cukru z powierzchnig piku odpowiadajacego znanej iloSci
standardu wewnetrznego (ksylitol), wykorzystujac program Chrom-Card.

7.2.4.4. Zageszczony hydrolizat biomasy lignocelulozowej
pozyskanej z wierzby

Hydrolizat wierzby uzyskany z surowca poddanego obrébce i detoksykacji
poddano frakcjonowaniu metoda wirowania, uzyskujac roztwor zhydrolizo-
wanych polisacharydow. W plynnym hydrolizacie sprawdzono zawarto$¢ cu-
kréw redukujacych metoda z DNS i poddano go zatezaniu w wyparce proz-
niowej (Buchi R-210).

7.2.5. Fermentacja

Podtoza fermentacyjne (brzeczki modelowe lub hydrolizaty wierzby) uzu-
petniono dodatkiem zrédet azotu i fosforu w postaci peptonu i ekstraktu
drozdzowego w ilociach odpowiednio 20 g/dm3 podloza i 10 g/dm?® podioza
lub (NH,),SO, — 11,00 g/dm? oraz KH,PO, — 2,02 g/dm? podtoza i spasteryzo-
wano w warunkach 90°C/20 min, a nastepnie zaszczepiono dodatkiem
5% (v/v) inokulum odpowiedniego szczepu drozdzy. Fermentacje prowadzono
w warunkach beztlenowych lub ograniczonego natleniania (dla wybranych
drozdzy) przez 72 h w temperaturze wtasciwej dla kazdego z zastosowanych
szczepow. W czasie trwania procesu (co 24 h) oraz po jego zakonczeniu
oznaczano ilos¢ wydzielonego CO,, metoda wagowa, natomiast po zakorcze-
niu fermentacji oznaczono zawartos¢ alkoholu, kwasowosé¢, ekstrakt pozorny
1 wlasciwy.
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7.2.6. Symultaniczna hydroliza i fermentacja (SSF)

Wierzbe wiciowa poddano wstepnej obrobee i detoksykacji w warunkach
opisanych powyzej. Do zawiesiny substratu dodawano nastepnie preparaty
enzymatyczne i prowadzono hydrolize w warunkach: 24 h, 50°C, 250 obr./min
(inkubator Innova 40, New Brunswick Scientific). Po tym czasie hydrolizat
uzupetniono o dodatek Zrodet azotu i fosforu, a nastepnie obnizono tempera-
ture do 38°C i zaszczepiono inoculum (5% v/v) odpowiedniego szczepu
drozdzy S. cerevisiae. Fermentacje i hydrolize kontynuowano przez 96 h
(4 dni) w warunkach beztlenowych w temperaturze 38°C. W czasie trwania
procesu (co 24 h) oraz po jego zakonczeniu oznaczano ilos¢ wydzielonego CO,
metoda wagowa, natomiast po zakonczeniu fermentacji oznaczono zawartosc
alkoholu, kwasowos¢, ekstrakt pozorny oraz wtasciwy. Na podstawie zawar-
tosci alkoholu w odfermentowanych brzeczkach/hydrolizatach wyznaczono
wyrozniki oceny procesu fermentacyjnego:
wydajnosé procesu (dm? A,,/100 kg monosacharydu),
sprawnos$¢ fermentacji (wydajnos¢ procesu/teoretyczna wydajnos¢ procesu
w %),
wilasciwa szybkoéé procesu (cm? A, /kg monosacharydu x h),

— produktywnosé procesu fermentacji (cm3 A, ,/dm? podtoza x h).

7.3. Omowienie wynikow i dyskusja

W pierwszym etapie dos§wiadczen przeprowadzono ocene przydatnosci wy-
branych szczepow drozdzy do fermentacji pochodnych lignocelulozy z wyko-
rzystaniem brzeczek modelowych. Ocenie poddano drozdze predysponowane
do fermentacji cukréow 5-weglowych wymienione w punkcie 7.2.2. W zwigzku
z tym, ze szczepy wykazuja zdolno$¢ do wzrostu i rozwoju w Srodowisku
wzglednie beztlenowym lub mikroaerofilnym (Thein 2007; Limayem i Ricke
2012), doswiadczenie przeprowadzono przez 96 h w warunkach stacjonar-
nych bez dostepu powietrza, wykorzystujac brzeczki z udzialem 8% ksylozy
lub 8% glukozy. W zadnym z doswiadczen nie odnotowano korzystnego pozio-
mu odfermentowania ksylozy (rys. 1).

Wszystkie przebadane szczepy drozdzy charakteryzowaly sie jedynie nie-
wielkimi zdolnosciami do fermentacji glukozy, co w przeliczeniu na spraw-
nos$¢ procesu nie przekraczato 10%. Wybrane szczepy przetestowano rowniez
w warunkach ograniczonego natleniania z wykorzystaniem brzeczek zawie-
rajacych ksyloze (4%) oraz dwa rodzaje cukrow (2% glukozy + 2% ksylozy).
Mieszane zrédto wegla zastosowano w celu sprawdzenia wptywu obecnosci
glukozy na wykorzystywanie ksylozy przez analizowane drozdze. Zalezno§é
ta najczeSciej wiaze sie ze zjawiskiem represji katabolicznej, stanowigacym
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jedno z wazniejszych systemow regulacji metabolicznej drobnoustrojow.
Skutkuje to preferencyjnym wykorzystaniem najlepszego (energooszczedne-
go) zrodla wegla w Srodowisku. Jednakze wystepowanie tego mechanizmu
u szczepow przemystowych jest niepozadane ze wzgledu na ograniczenie
wydajnosci syntezy bioproduktow, zwlaszcza gdy substratem jest mieszanina
cukréw — pochodnych biomasy lignocelulozowej. Represja kataboliczna moze
prowadzi¢ w tym przypadku do wydtuzenia czasu fermentacji oraz obnizenia
wydajnosci, co utrudnia wdrozenie technologii w warunkach przemystowych
(Park 1 in. 2012).
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Rys. 1. Poréwnanie odfermentowania brzeczek z glukoza lub ksyloza
z udziatem drozdzy predysponowanych do fermentacji cukrow 5-weglowych

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze szczepem
potencjalnie przydatnym do fermentacji pentoz jest P. tannophilus, gdyz
produkowal alkohol w warunkach ograniczonego natleniania w brzeczce za-
wierajacej zarowno ksyloze, jak i mieszanine cukréw. W odfermentowane;j
brzeczce z ksyloza (4%) odnotowano 0,61% (v/v) etanolu, natomiast w podto-
zu z udziatem mieszaniny cukréw uzyskano stezenie 1,21% alkoholu (rys. 2).
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Rys. 2. Zawarto$¢ etanolu w brzeczkach modelowych po 72 h fermentacji w warunkach
tlenowych w zalezno$ci od szczepu mikroorganizmu oraz rodzaju cukru w pozywce
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Wedtug Zhao i in. (2008) w §rodowisku reakcyjnym, w ktorym znajduje sie
ksyloza i glukoza, P. tannophilus wykorzystuje najpierw glukoze jako zZrédto
wegla, a dopiero po catkowitym jej zuzyciu prowadzi konwersje ksylozy do
etanolu. Wyzsze stezenie etanolu w tego typu podtozu swiadczy o ograniczo-
nej represji katabolicznej — po takim samym czasie fermentacji uzyskano
2-krotnie wyzsze stezenie alkoholu. Obecno$é glukozy nie uposledzila wiec
zuzycia ksylozy, a okres adaptacyjny P. tannophilus wykorzystania ksylozy
do wytwarzania etanolu po wyczerpaniu glukozy byt stosunkowo krotki.
Nalezy jednak pamietaé, ze w omawianym eksperymencie suma dostepnych
cukrow byta niewielka, co mogto sprzyja¢ szybkosci zachodzacych reakcji.

W kolejnym etapie przeprowadzono doswiadczenia fermentacji brzeczek
modelowych (8% glukozy) z dodatkiem roéznych substancji o wtasciwosciach
potencjalnie inhibujacych fermentacje. Na rysunku 2 zobrazowano wyniki
eksperymentu mierzone sprawnoscig procesu fermentacji brzeczek z dodat-
kiem réznych inhibitorow i z zastosowaniem wszystkich analizowanych
szczepow drozdzy z gatunku S. cerevisiae. W omawianych doswiadczeniach
wykazano, ze nizsza odpornoscig na dzialanie czynnikow hamujacych cha-
rakteryzowaty sie termofilne szczepy S. cerevisiae As4 i D2. Drozdze mezofil-
ne okazaly sie lepiej przystosowane do fermentacji heksoz w Srodowisku
zawierajacym inhibitory — stwierdzono ich wrazliwosé jedynie na 4-hydrok-
sybenzaldehyd, ktory spowodowal obnizenie sprawnosci fermentacji odpo-
wiednio o 14% i 11,5%. Pozostale inhibitory w nieznacznym stopniu wplynety
na efektywnosc¢ procesu. W fermentacjach z udzialem S. cerevisiae As4 i D2
najskuteczniejszym inhibitorem okazal sie 4-hydroksybenzaldehyd — spraw-
nos$¢ procesu spadia do poziomu zaledwie 7—7,6%. Odnotowano réwniez istot-
ny wpltyw obecnosci waniliny i kwasu mréwkowego — sprawnos¢ fermentacji
prowadzonej w brzeczkach z ich udziatem nie przekroczyta 73%. Brak wraz-
liwosci badanych drozdzy na furfural i HMF jest zgodny z wynikami uzyska-
nymi przez Huang i in. (2011), ktérzy w swoich badaniach z udzialem piekar-
skich drozdzy S.cerevisiae nie stwierdzili wptywu wymienionych zwigzkéw na
efektywno$¢ prowadzonej przez nie fermentacji, wskazujac jednoczesnie na
negatywne oddziatywanie waniliny. Z kolei Chandel i in. (2011b) wymieniaja
pochodne ligniny jako zwiazki najskuteczniej inhibujace aktywnos$é fermen-
tacyjnag drozdzy — w tym wypadku stwierdzony negatywny wptyw 4-hydrok-
sybenzaldehydu oraz waniliny w badaniach wlasnych potwierdza sugestie
cytowanych autorow.

W kolejnych doswiadczeniach fermentacji poddano hydrolizaty wierzby
wiciowe] uzyskane w wyniku hydrolizy enzymatycznej substratu wstepnie
potraktowanego obrobkg alkaliczng. Zawiesina wierzby przed hydroliza byta
neutralizowana z zastosowaniem kwasu octowego do poziomu kwasowosci
optymalnego dla zastosowanych preparatéw enzymatycznych (pH 5,0) badz
tez poddawana zabiegowi przeplukiwania woda (detoksykacji).
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Hydrolizaty uzyskane po 72 h reakcji traktowano jako baze cukréow do
sporzadzenia brzeczek fermentacyjnych. W pierwszej kolejnosci oceniono
w nich sktad monosacharydow 5- i 6-weglowych metoda chromatografii gazo-
wej w kontekscie mozliwosci ich wykorzystania w procesie fermentacyjnym
(tab. 1).

Tabela 1
Sktad cukréw prostych w hydrolizacie wierzby
Rodzaj monosacharydu Stezenie (g/dm?)
Glukoza (C6) 22,15
Galaktoza (C6) 0,28
Mannoza (C6) 0,69
Ksyloza (C5) 5,14
Arabinoza (C5) 0,33
C5+ C6 28,59
C6 ogotem 23,12
C5 ogotem 5,47
C6/C5 4,20

Zawartos¢ cukrow 6-weglowych (glukozy, galaktozy i mannozy) byta po-
nad 4-krotnie wyzsza od koncentracji cukrow 5-weglowych (ksyloza i arabi-
noza). Sposrod cukrow 6-weglowych odnotowano najwieksze stezenie gluko-
zy — 22,15 g/dm?, co wynika z dostepnej ilosci celulozy w surowcu natywnym
—50,72% s.s. Istotnie wieksza zawartos¢ cukrow 6-weglowych w stosunku do
cukrow 5-weglowych stanowi korzystny aspekt w procesie fermentacji alko-
holowej hydrolizatow — drozdze Saccharomyces cerevisiae nie posiadajg bo-
wiem zdolnosci do asymilacji cukréow 5-weglowych, takich jak ksyloza czy
arabinoza. Rodzaj zastosowanego surowca wyznacza wiec strategie prowa-
dzenia fermentacji — do podobnych konkluzji doszli Schenck i in. (2013),
precyzujac ilo§é dostepnych cukrow fermentujacych w poréwnywanych dwéch
gatunkach drewna osiki (suma celulozy i glukomannanu = 62,4 wobec
7,8 ksylanu) oraz sosny (51,9 wobec 23,1). W tych przyktadach proporcje
pochodnych cukréw C6/C5 wypadaja wiec razaco réznie (osika 8, sosna 2,2)
i tym samym sugeruja konieczno$é zagospodarowania cukrow 5-weglowych
w procesie fermentacyjnym pochodnych drewna sosnowego, gdyz w tym wy-
padku stanowia prawie 1/3 dostepnych sacharydéw, podobnie jak ma to
miejsce w trakcie przetwarzania materialow trawiastych i stomiastych (Kim
i Han 2012; McIntosh i Vancov 2011).
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7 uwagi na istotng przewage monosacharydéw 6-weglowych (ponad 80%)
w hydrolizatach wierzby, wykorzystywanej jako glowny substrat w bada-
niach wtasnych, skupiono sie wiec na dopracowaniu sposobu prowadzenia
fermentacji z udzialem drozdzy S. cerevisiace. W celu przygotowania prawi-
dtowo skomponowanych brzeczek fermentacyjnych hydrolizaty wierzby uzu-
pelniono niezbednymi zZrédtami azotu i fosforu w postaci zwiazkéw organicz-
nych (peptonu i ekstraktu drozdzowego) lub mineralnych. Substraty lignoce-
lulozowe wykorzystywane w procesach fermentacji sgq ubogie w sktadniki
odzywcze niezbedne do prawidlowego funkcjonowania mikroorganizmdéw,
wymagaja dostarczenia sktadnikéw pokarmowych (witaminy, mineraty, azot,
fosfor itp.). Ich Zrédiem moga byé produkty lizy komorek bakteryjnych lub
substancje dostarczane do mieszaniny (ekstrakty drozdzy, pepton, trypton,
mocznik lub zwigzki mineralne). Sktadniki wzrostowe dodawane sg najcze-
$ciej do medium (zacieru, brzeczki) przygotowywanego do fermentacji, co
pozwala na wzrost i namnozenie mikroorganizméw w poczatkowym etapie
fermentacji.

Fermentacje brzeczek sporzadzonych na bazie hydrolizatow wierzby pro-
wadzono z wykorzystaniem dwoch szczepow drozdzy S. cerevisiae B4 lub S.
cerevisiae 7. Rezultaty przeprowadzonych doswiadczen fermentacyjnych oraz
zestawienie obliczonych wyréznikow fermentacji przedstawiono na rysunku 3.

sprawnoé¢ catkowita
fermentacji (%)

W S. cerevisiae B4 W S. cerevisiae 7
B S. cerevisiae As4 W S. cerevisiae D2

Rys. 3. Porownanie sprawnosci catkowitej fermentacji brzeczek modelowych (8% glukozy)
w zaleznosSci od zastosowanego szczepu i rodzaju inhibitora w podiozu

Roéwnolegle przeprowadzono doswiadczenia z udzialem termofilnych
szczepow drozdzy S. cerevisiae As4 i D2, ktore wykorzystano w alternatyw-
nej strategii fermentacji potaczonej z hydroliza (SSF). Tego typu sposéb pro-
wadzenia biokonwersji polisacharydéw lignocelulozy do etanolu wymaga do-
boru mikroorganizméw o wlasciwo$ciach temperaturowych zblizonych do
temperatury hydrolizy enzymatycznej — zastosowanie w tym wypadku
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drozdzy o optimum temperaturowym fermentacji 38-39°C wymusilo obnize-
nie temperatury hydrolizy o 12°C, a nie o 20°C, jak miatoby to miejsce
w przypadku wykorzystania szczepow S. cerevisiae B4 lub 7. Rezultaty prze-
prowadzonych do$wiadczen jednoczesnej hydrolizy i fermentacji oraz zesta-
wienie obliczonych wyréznikéw fermentacji przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Charakterystyka jednoczesnej hydrolizy i fermentacji etanolowej polisacharydow
wierzby wiciowej z udzialem drozdzy S. cerevisiae: As4 lub D2 w zaleznosci
od sposobu przygotowania substratu (z neutralizacjg po obréobce lub bez)

S. cerevisiae D2 S. cerevisiae As4
P substrat po substrat po substrat po substrat po
Wyrézniki neutralizacji | detoksykacji | neutralizacji | detoksykacji
30,07+0,96 29,22+2,03 31,24+0,90 27,97+0,60
Wyjsciowa zawartos cukréw | 30 07,096 | 29224203 | 31242090 | 27,97:0,60
redukujacych (g/dm?)
24h | 0,160,086 0,61+0,09 0,16+0,08 0,49+0,20
Masa wydzielonego CO, 48h | 0,32+0,11 0,72+0,07 0,33+0,12 0,61+0,16
(8/100g) 72h | 045:0,12 | 081:008 | 046x011 | 0,71x0,15
96h 0,52+0,11 0,86+0,08 0,54+0,11 0,77+0,13
24h 29,20+5,32 70,57+4,33 28,40+9,47 62,75+14,86
Energia fermentacji (%) | 48h 60,66+8,31 84,19+0,62 60,32+10,81 79,18+6,43
72h 85,29+5,01 94,13+0,54 85,39+3,46 91,87+3,28
pH 5,05+0,08 5,07+0,02 5,09+0,05 5,12+0,01
Ekstrakt pozorny (‘Blg) 8,3+0,1 6,1+0,0 8,6+0,1 5,7+0,6
Ekstrakt wtasciwy ("Blg) 8,6+0,3 6,8+0,1 9,0+0,5 6,6+0,5
Zawartos¢ alkoholu (% v/v) 0,79+0,22 1,39+0,05 0,76+0,20 1,22+0,19
Produktywnosé
(cm® A100/dm? podioza x h) 0,08+0,02 0,15+0,01 0,08+0,02 0,13+0,02

Otrzymane wyniki wykazaly istotnag role zabiegu detoksykacji w biokon-
wersji lignoceluloz. Fermentacja hydrolizatow wierzby wiciowej nie podda-
nych uprzedniej detoksykacji pozwolita na uzyskanie stezenia etanolu w pod-
tozu na poziomie 0,8 i 0,9% (v/v), odpowiednio w fermentacji sekwencyjnej
i symultanicznej. Sprawnos$¢ catkowita procesu, uwzgledniajaca ilosé dostepnych
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w podiozu cukrow fermentujacych, nie przekroczyta 45%. Z kolei w ekspery-
mencie, w ktérym zastosowano zabieg detoksykacji, uzyskano 1,39% (v/v)
etanolu w brzeczce, niezaleznie od zastosowanej strategii fermentacji. Wy-
znaczona sprawnos$é catkowita procesu przekroczyta 60%, co oznacza zwiek-
szenie wydajnosci o ponad 30% w porownaniu do rezultatow doswiadczenia
bez plukania materiatu po obréobce wstepnej.

Podobne tendencje odnotowali Kwon i in. (2011), wskazujac na istotng
role zabiegu przemywania substratu po obrobce wstepnej, cytujac za Lu i in.
(2010), ktorzy uzyskali korzystniejsza o prawie 30% sprawnos¢ fermentacji
hydrolizatéw tuski kukurydzianej z udzialem S. cerevisiae. Z kolei Ohgren
11in. (2007) dzieki zastosowaniu tego samego zabiegu wykazali poprawe efek-
tywnosci fermentacji wspomnianego substratu lignocelulozowego z udziatem
S. cerevisiae Tembec 1, wyrazong parametrem produktywnosci procesu
z 0,73 do 0,81 g /dm? x h.

Ze wzgledu na jednakowe rezultaty poziomu odfermentowania, w dal-
szych do$wiadczeniach zastosowano system dwuetapowy, zaktadajac, ze fer-
mentacja zostanie poprzedzona zatezaniem hydrolizatu w celu zwiekszenia
w medium fermentacyjnym dostepnych cukréow fermentujacych.

W kolejnym eksperymencie sprawdzono wptyw innych (tanszych) zrédet
azotu i fosforu w podlozu fermentacyjnym — zastosowano sole mineralne:
diwodorofosforan potasu oraz siarczan amonu, ktérych dawki wyznaczono
zaleznie od ilosci dostepnego zZréodia wegla (cukru) w hydrolizacie. Fermentacje
podtéz sporzadzonych na bazie hydrolizatow z dodatkiem ww. soli przeprowa-
dzono z udziatem drozdzy S. cerevisiae B4 lub 7 w temperaturze 30°C przez 72 h.
W wyniku do$wiadczen stwierdzono, ze zastosowanie mineralnych Zrédel azo-
tu i fosforu pozwolito na uzyskanie minimalnie wyzszej sprawnosci fermenta-
¢ji (61,2-65,6%) w poréwnaniu do efektow eksperymentu, w ktérym Zzrédio
substancji odzywczych stanowity ekstrakt drozdzowy i pepton, zwtlaszcza
z udziatem szczepu drozdzy przemystowych S. cerevisiae B4 (rys. 4).

Niewielki wplyw rodzaju zrédet zwigzkéw odzywcezych zaobserwowali
w swoich badaniach Chu i in. (2012), ktorzy uzyskali zblizone rezultaty
odfermentowania mediéw wspomaganych ekstraktem drozdzowym, (NH,),SO,
lub DDGS (suszony wywar gorzelniczy).

Kolejne doswiadczenie przeprowadzone w ramach badan dotyczylo efek-
tywno$ci fermentacji hydrolizatow poddanych wstepnemu zatezaniu. W tym
celu wierzbe wiciowa poddano alkalicznej obrobce wstepnej i hydrolizie
w warunkach opisanych wczes$niej. Po 72 h hydrolizy zawiesine poddano
frakcjonowaniu metoda wirowania, odrzucajac osad (frakcje stata), a super-
natant po oznaczeniu zawartosci cukrow redukujacych metoda z DNS za-
tezono pod obnizonym ci$nieniem w wyparce BUCHI R-210 w tempera-
turze 40°C. Proces zageszczania prowadzono do uzyskania stezenia cukréw
redukujacych na poziomie minimum 80 g/dm?® hydrolizatu (ok. 2-krotnie),
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120 g/dm? (ok. 3-krotnie) oraz 160 g/dm?® (ok. 4-krotnie). W wyniku takiego
postepowania uzyskano koncentraty hydrolizatu o sktadzie przedstawionym
w tabeli 3.

a 6

5,31

5,03

bez detoksykacji z detoksykacja

| stezenie etanolu [% v/v]
m szybko$¢ wlasciwa fermentacji [cm3 Aj00/kg monosacharydu X h]
B produktywnosé [em® Ajge/dm® podtoza x h]

b 120

100 96.3 98,8

80

60

40 +

S.c. B4 S.c.7
z detoksykacja,

bez detoksykacji

wydajnosé [dm3 A100/100 kg monosacharydu]

M sprawnoéé catkowita fermentacji [%]
 energia fermentacji po 24 h [%]
™ energia fermentacji po 48 h [%)

Rys. 4. Wptyw procesu detoksykacji substratu po obrébce wstepnej
na poziom odfermentowania hydrolizatow i wyrézniki oceny procesu:
a — zawarto$é alkoholu, szybkosé fermentacji, produktywnosé fermentacji;
b — wydajnosé procesu, sprawnosé¢ catkowita, energia ferme

Koncentracje pochodnych lignocelulozy stosowali w swoich badaniach Lan
iin. (2013) w odniesieniu do tzw. prehydrolizatu — frakcji ptynnej powstaja-
cej w trakcie obrébki wstepnej drewna sosny wydmowej (Pinus contorta)
z udziatem kwasu siarkowego i siarczanu sodu, zawierajacej istotng ilosc
cukréw uwalnianych w tym etapie. Ok. 6-krotna koncentracja frakcji okre-
Slanej jako spent liquor pozwolita na efektywne wykorzystanie w dalszym
procesie fermentacji sktadnika medium zawierajacego ok. 36,2 g/dm? gluko-
zy, 5,6 g/dm3 arabinozy, 13 g/dm?® galaktozy, 17,9 g/dm? ksylozy oraz 47 g/dm?
mannozy. W badaniach wtasnych skoncentrowane hydrolizaty zaszczepiono
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dodatkiem inoculum drozdzy S. cerevisiae 7 w iloéci 5% (v/v) i przeprowadzo-
no 72 h fermentacje w temperaturze 30°C. Po jej zakonczeniu oceniono
poziom cukrow resztkowych oraz stezenie uzyskanego alkoholu. Na tej pod-
stawie wyznaczono sprawnosé¢ poszczegélnych fermentacji. Uzyskane wyniki
zobrazowano na rysunku 5.

Tabela 3
Sktad zageszczonych hydrolizatéw wierzby wiciowej w zaleznosci od stopnia koncentracji
Zawartos¢ Stopien koncentracji
Substrat do fermentacji cukrow ‘}3{; g?kt
(zrodio cukrow) redukujgacych “Bl Wy
(g/dm?) ('Blg) planowany | uzyskany

Hydrolizat 41,36 5,5 - -
Hydrolizat po zageszczeniu I 91,51 14,7 2 2,21
Hydrolizat po zageszczeniu 11 121,78 15,9 3 2,94
Hydrolizat po zageszczeniu 111 157,82 20,2 4 3,82
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Rys. 5. Wplyw rodzaju zrédta azotu i fosforu w brzeczkach fermentacyjnych sporzadzonych
na bazie hydrolizatéw wierzby na poziom ich odfermentowania z udziatem drozdzy
S. cerevisiae B4 lub 7

Zwiekszone stezenie cukrow w zatezonych hydrolizatach pozwolilo na
uzyskanie $rednio 2,9% v/v (I wariant), 3,16% v/v alkoholu (II wariant) oraz
ok. 3,6% v/v (III wariant) alkoholu, co przetozylo sie na obnizenie sprawnosci
fermentacji wzgledem odnotowanej w préobach nie poddanych zatezaniu do
poziomu odpowiednio 52% (II) i 47% (III). Jedynie w doswiadczeniu z naj-
mniej skoncentrowanym hydrolizatem (wariant I) uzyskano niewielkg po-
prawe omawianego wyroznika. Przypuszczalnie moze byé to spowodowane
zwigkszeniem koncentracji innych niz cukry proste sktadnikéw hydrolizatu
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(rys. 6). Substancjami odpowiedzialnymi za to zjawisko mogty by¢ niecukro-
we zwigzki ekstrahowane z drewna badz ksylooligomery lub inne oligocukry
zwiekszajace ciSnienie osmotyczne srodowiska i wplywajace niekorzystnie na
aktywnos¢ fermentacyjng drozdzy. O ich obecnosci $wiadczyl zmierzony
przed fermentacjg ekstrakt rzeczywisty hydrolizatéw, wynoszacy odpowied-
nio 15,9°Blg (121,8 g cukréw/dm?®) w wariancie II oraz 20,2°Blg (157,8 g
cukréw/dm?®) w wariancie III, ktéry przypuszczalnie przekroczyt warto$é gra-
nicznej odpornosci drozdzy na stezenie zwigzkéw rozpuszczonych w medium
fermentacyjnym.
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Rys. 6. Wplyw stopnia koncentracji hydrolizatu wierzby wiciowej na poziom odfermentowania
brzeczek przygotowanych z ich udziatem oraz sprawnos¢ catkowita procesu fermentacji

7.4. Podsumowanie

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly niewielkg aktywnos¢ fermen-
tacyjna drozdzy predysponowanych do wykorzystywania pentoz. Jedynie
szczep Pachysolen tannophilus w warunkach ograniczonego natleniania
charakteryzowat sie zdolnosciami do fermentacji mieszaniny glukozy i ksylo-
zy o niewielkim stezeniu wyjSciowym. Proporcja cukréw 5- i 6-weglowych
w hydrolizacie wierzby, wynoszaca 4,2:1, wskazuje na marginalne znaczenie
fermentacji pentoz, stad istotniejsze stato sie doskonalenie warunkow fer-
mentacji z udziatem drozdzy S. cerevisiae. Zabieg detoksykacji substratu po
obrobce wstepnej korzystnie wplynat na efektywnos$é fermentacji. Ze wzgle-
du na zblizone wyniki uzyskane w procesach hydrolizy i fermentacji prze-
biegajacych w systemach sekwencyjnym i symultanicznym, za korzystniejsza
strategie uznano wariant dwustopniowy, pozwalajacy na wprowadzenie
posredniego zabiegu zatezania hydrolizatu przed fermentacja. Poziom zate-
zenia hydrolizatow nalezy jednak skorelowaé¢ z odpornoscig stosowanych
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drozdzy ze wzgledu na zbyt wysokie stezenie zwigzkow niecukrowych
— obecnych w koncentracie substancji ekstraktywnych z drewna, obnizaja-
cych sprawnos¢ fermentacji.
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CZESC 11

AUTOGENERACJA ENERGII
W BIORAFINERII LIGNOCELULOZOWEJ

8. Katalityczne aspekty
procesu elektroutleniania etanolu

Boguslaw Pierozynski

8.1. Wprowadzenie

Proces elektrochemicznego utleniania alifatycznych alkoholi jest kluczowy
z punktu widzenia rozwoju ogniw paliwowych typu DAFC (Direct Alcohol
Fuel Cells). Podczas gdy wodér umozliwia uzyskanie wiekszych wydajnosci
elektrycznych niz alkohole w ogniwach typu PEM, jego produkcja, systemy
gromadzenia oraz dystrybucji sa wciaz na etapie dalekim od pelnej komer-
cjalizacji. Wykorzystanie jako bezposredniego paliwa w ogniwach paliwo-
wych alkoholi alifatycznych jest korzystne z uwagi na kilka czynnikéw.
Przede wszystkim paliwo w formie cieklej zapewnia uproszczony i w peini
bezpieczny system przechowywania oraz dystrybucji. Jednoczesnie alkohole
charakteryzuja sie relatywnie wysokimi wartosciami gestosci energii przypa-
dajacej na jednostke masy, tj. 6,1 oraz 8,0 kWh kg! odpowiednio w przypad-
ku metanolu oraz etanolu.

Jakkolwiek dotychczas najbardziej zaawansowane technologicznie sa sys-
temy metanolowych ogniw paliwowych DMFC (Direct Methanol Fuel Cells),
systemy etanolowe wzbudzajg coraz wieksze zainteresowanie, przede
wszystkim ze wzgledu na brak wlasciwosci toksycznych tego paliwa oraz
mozliwo$¢ jego produkeji w sposéb odnawialny (Shao i Adzic 2005; Song i in.
2005; Rousseau i in. 2006; Abd-El-Latif i in. 2010; Han i in. 2008; Gupta i in.
2010; Switzer i in. 2009; Mahapatra i in. 2010).

Katalityczna reakcja anodowego elektroutleniania etanolu na powierzchni
metalicznej zachodzi w wyniku szeregu reakcji posrednich. Po wstepnej elek-
trosorpcji na powierzchni katalizatora czgsteczka etanolu moze ulec dysocjacji
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do CO_,, oraz do aldehydu, a nastepnie w obecnosci zaadsorbowanych jonow
hydroksylowych powstaje CO, oraz kwas octowy, ktére to substancje w kon-
cowej fazie reakcji ulegaja desorpcji z powierzchni katalizatora. Dotychczaso-
we studia literaturowe reakcji EOR obejmuja elektrochemiczne badania
szeregu materialow katalitycznych, przede wszystkim platyny, jej stopow
z uwzglednieniem takich modyfikatorow jak: Ru, Rh, Sn, Pd oraz ostatnio
tzw. ukladéw mikro- i nanokrystalicznych (Xia i in. 1997; Rousseau i in.
2006; Song i in. 2005; Gupta i Datta 2006; Simoes i in. 2007; Gomes i in.
2008; Fujiwara i in. 2008; Abd-El-Latif i in. 2010; Gupta i in. 2010; El-Shafei
i Eiswirth 2010; Mahapatra i in. 2010). Brak dostepnosci relatywnie taniego
oraz efektywnego katalizatora anodowej reakcji utleniania etanolu to wciaz
powazny problem limitujacy rozwdj technologii ogniwa paliwowego DEFC.

8.2. Metody

Czesc eksperymentalna pracy badawczej zostata wykonana w roztworach
bazowych 0,5 mol dm H,SO, (Seastar Chemicals, BC, Kanada) oraz 0,1 mol
dm? NaOH (AESAR, 99,996%) sporzadzonych na bazie ultraczystej wody
dostarczonej przez system 18,2 MQ Direct-Q3 UV produkowany przez firme
Millipore, przy stezeniach etanolu (Stanlab, p.a., Polska) wynoszacych 0,25
oraz 1,0 mol dm™. Badania elektrochemiczne przeprowadzono w tréjelektro-
dowej celi pomiarowej wykonanej w catosci ze szkla typu pyrex, gdzie role
elektrody pomocniczej pelnita spiralna elektroda Pt (drut o srednicy 1,0 mm,
99,9998%, Johnson Matthey, Inc.), natomiast Pd (drut o $rednicy 0,5 mm,
99,9%, Aldrich) wykorzystano jako elektrode referencyjna (RHE). Jako mate-
rialty badane zastosowano polikrystaliczng electrode Pt, monokrysztaty Pt
o konfiguracjach krystalograficznych (111) i (100), sporzadzone z drutu Pt
o Srednicy 1 mm i czystosci 99,9985% (AESAR/Puratronic) oraz 2 stopy
platyny: PtRh (Pt90/Rh10, drut o Srednicy 1 mm, Goodfellow, UK) i PtRu
(Pt95.2/Ru4.8, folia o grubosci 0,05 mm, AlfaAesar).

Badania elektrochemiczne (woltamperometria cykliczna: s = 50 mV s
oraz spektroskopia impedancyjna: amplituda sygnatu a.c. 5 mV, zakres cze-
stotliwosci 1,0x105-0,5x10"1 Hz) wykonano przy uzyciu zestawu elektroche-
micznego Solartron 12,608W, sktadajacego sie z analizatora czestotliwosci
(1260 FRA) oraz potencjostatu (1287 EI) kontrolowanych za pomoca progra-
mow ZPlot 2.9 oraz Corrware 2.9 firmy Scribner Associates, Inc. Analiza
uzyskanych widm impedancyjnych wykonana zostata przy uzyciu programu
ZView 2.9 (Scribner Associates, Inc.) w oparciu o tzw. uktad modeli zastep-
czych (Macdonald 1987).
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8.3. Dyskusja uzyskanych wynikow

8.3.1. Proces utleniania etanolu na Pt w roztworze
0,5 mol dm3 H,SO,

W przypadku polikrystalicznej elektrody platynowej poczatek procesu
utleniania alkoholu mozna zaobserwowaé na wykresie impedancyjnym
Nyquista (rys. 1) juz w zakresie potencjalow 200-300 mV/RHE (tab. 1), tzn.
w zakresie potencjalowym charakterystycznym dla tzw. procesu UPD of H
(Ry oraz CpH w tabeli 1 to odpowiednio: rezystancja przeniesienia tadunku
oraz pseudopojemnos$¢ wyznaczone dla procesu UPD H). Minimum wyzna-
czonego parametru rezystancji przeniesienia tfadunku (R, = 1920 Q cm?) dla
inicjacji procesu elektroutleniania alkoholu przypada dla potencjatu 600 mV,
ktory zbiega sie z maksymalng wartoscig gestoSci pradu dla tego ukladu
(rys. 2). W odniesieniu do elektrody wykonanej ze stopu PtRh inicjacja pro-
cesu utleniania etanolu przebiega ze znacznym (ok. +200 mV) przesunieciem
w kierunku potencjatéow elektrododatnich, na co wskazuje znaczaca redukcja
zmierzonych gestosci pradu dla katalizatora PtRh (rys. 2), natomiast mini-
mum wyznaczonego parametru R wynosi 1345 Q cm?. Bardzo zblizong cha-
rakterystyke elektrochemiczng (jakkolwiek przy zwiekszonych woltampero-
metrycznych gestosciach pradu) zaobserwowano w przypadku elektrody
PtRu, gdzie minimum parametru R, = 1327 Q cm? wyznaczono dla poten-
cjatu 700 mV/RHE.
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Rys. 1. Wykres impedancyjny Nyquista zarejestrowany dla polikrystalicznej elektrody Pt
w roztworze 0,5 mol dm* H,SO,, w obecnosci 0,25 mol dm C,H.OH,
przy potencjale 300 mV/RHE (temperatura pokojowa)
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Rys. 2. Proces elektroutleniania etanolu przedstawiony za pomocg woltamperometrii cyklicznej
(5 kolejnych cykli przy szybko$ci zmian potencjatu 50 mV s1) dla polikrystalicznej elektrody Pt
oraz stopu PtRh w roztworze 0,5 mol dm? H,SO,, w obecnosci 0,25 oraz 1 mol dm-3 C,H,OH
(temperatura pokojowa)

Tabela 1

Parametry kinetyczne (rezystancyjne oraz pojemnosciowe) dla procesow elektroutleniania
etanolu oraz tzw. UPD of H (underpotential deposition of hydrogen), wyznaczone
dla polikrystalicznej elektrody Pt oraz stopu PtRh za pomoca spektroskopii impedancyjne;j
w roztworze 0,5 mol dm H,SO,, w obecnosci 0,25 mol dm™ C,H,OH (temperatura pokojowa)

E (mV) R, (Q cm?) (FX 11(]);—2(;«?1—1) (Fx;?ﬁzscw‘él—l) R, (Q cm?)
1 2 3 4 5
Polikrystaliczna Pt

200 55,8 + 4,5 67,272 63,3 = 17,7 105 793 = 33 800
300 753,4 = 37,6 7,8+03 19,3 0,4 47 898 + 594
400 - - 18,9 £ 0,1 25 477 + 232
500 - - 23,8+ 0,3 4051 =54
600 - - 54,7 = 1,2 1920 = 31
1100 - - 1211+ 14 659 = 7
1200 - - 94,6 + 1,3 562 = 5
1300 - - 80,1+ 1,1 1051 = 14
1400 - - 68,6 = 0,7 2 450 + 41
1500 - - 60,2 = 0,6 2042 + 23
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cd. tabeli 1
1 2 3 4 5
PtRh
400 - - 30,9 +0,3 6376 =77
500 - - 44,8 + 0,6 1949 + 17
600 - - 69,5+ 15 1345 +12

Badania elektrochemiczne reakcji EOR w przypadku monokrysztalow Pt
o orientacjach geometrycznych (111) i (100) potwierdzity znaczaca zalezno§é
kinetyki procesu utleniania etanolu od geometrii monokrysztalow platyny.
Jednoczesnie elektroda Pt(100) wykazata w srodowisku H,SO, najwyzsza
aktywno$¢ katalityczng sposrod badanych materiatéw elektrodowych — w roz-
tworze 0,25 mol dm™ etanolu wyznaczona minimalna wielko§é rezystancji
przeniesienia tadunku wyniosta zaledwie 80,4 Q cm? dla potencjatu 700 mV
(ok. 24-krotny spadek rezystancji reakcji). Skutkuje to dramatycznym wzro-
stem anodowej gestosci pradu w odniesieniu do pozostatych badanych mate-
riatéw w reakcji EOR, co przedstawiono porownawczo dla elektrod Pt(100)
oraz (111) na rysunku 3.
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Rys. 3. Proces elektroutleniania etanolu przedstawiony za pomoca woltamperometrii cyklicznej
(5 kolejnych cykli przy szybkosci zmian potencjatu 50 mV s7) dla elektrod o konfiguracji
krystalograficznej Pt(111) oraz Pt(100) w roztworze 0,5 mol dm™ H,S0,,

w obecnosci 0,25 mol dm? C,H,OH (temperatura pokojowa)

Jednoczes$nie zarejestrowane w tabeli 1 wielkosci rezystancji reakcji UPD
of H (parametr Ry;) dla polikrystalicznej Pt w obecnosci alkoholu etylowego sa
znacznie wieksze (ok. 2 rzedy wielkosci) niz typowe wielkosSci tego parametru
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dla Pt (Morin i in. 1996; Conway i Pierozynski 2008) wyznaczone w elektroli-
cie bazowym (0,5 mol dm™ H,S0,). Tak wiec w obecnosci zaadsorbowanych
czasteczek etanolu (lub produktéw posrednich reakeji utleniania alkoholu)
na Pt nastepuje dramatyczne spowolnienie kinetyki procesu UPD H. Na
podstawie uzyskanych wynikow impedancyjnych nalezy takze stwierdzié, iz
kinetyka procesu UPD H jest zdecydowanie sprawniejsza niz kinetyka bada-
nego procesu EOR.

8.3.2. Proces utleniania etanolu na Pt w roztworze
0,1 mol dm3 NaOH

Porownujac woltamperometryczne zachowanie elektrody Pt (rys. 4) oraz
stopéw PtRh i PtRu (rys. 5) w roztworze 0,1 mol dm™3 NaOH, mozna stwier-
dzié, iz proces elektroutleniania etanolu na Pt charakteryzuje sie zdecydowa-
nie wiekszymi wartoSciami anodowych gestosci pradéw. Jednoczesnie,
w przypadku elektrody PtRh zanotowano dramatyczny spadek wartosci ge-
stoSci pradu (w porownaniu do elektrody PtRu), co ma prawdopodobnie
zwigzek z tym, iz obecno$¢é Ru w stopie wplywa pozytywnie na proces utle-
niajacej desorpcji CO, . z powierzchni katalizatora. Powyzsze spostrzezenia
zostaty potwierdzone w wyniku kinetycznych pomiaréw przy zastosowaniu
spektroskopii impedancyjnej (tab. 3 i 4). Tak wiec proces utleniania etanolu
na powierzchni polikrystalicznej elektrody Pt charakteryzuje sie zdecydowa-
nie zredukowanymi wartoSciami minimum parametru rezystancji przeniesie-
nia fadunku (R,), niz ma to miejsce w przypadku elektrod PtRu oraz PtRh
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Rys. 4. Proces elektroutleniania etanolu przedstawiony za pomoca woltamperometrii cyklicznej
(5 kolejnych cykli przy szybko$ci zmian potencjalu 50 mV s1) dla polikrystalicznej elektrody Pt
w roztworze 0,1 mol dm™® NaOH, w obecnosci 0,25 oraz 1,0 mol dm C,H,OH
(temperatura pokojowa)
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(z poréwnania wartosci minimum parametru R, zaznaczonych tlustym dru-
kiem w tabelach 2 i 3). Jednocze$nie, podobnie jak w przypadku kwasu
siarkowego, kinetyka procesu utleniania alkoholu na Pt w roztworze NaOH
wykazata silng zalezno$§é od stezenia alkoholu w roztworze bazowym, co
mozna zaobserwowac na rysunku 4 oraz w tabeli 3.
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Rys. 5. Proces elektroutleniania etanolu przedstawiony za pomoca woltamperometrii cyklicznej
(przy szybkosci zmian potencjalu 50 mV s1) dla elektrod PtRu oraz PtRh w roztworze 0,1 mol
dm NaOH, w obecnosci 0,25 mol dm3 C,H.OH (temperatura pokojowa)

Tabela 2
Parametry kinetyczne (rezystancyjne oraz pojemnosciowe) dla procesow elektroutleniania
etanolu oraz tzw. UPD of H (underpotential deposition of hydrogen) wyznaczone
dla polikrystalicznej elektrody Pt za pomoca spektroskopii impedancyjnej w roztworze
0,1 mol dm NaOH, w obecnosci 0,25 oraz 1,0 mol dm™3 C,H,OH (temperatura pokojowa)

1 2 3 4 5
0,25 mol dm® C,H,OH
100 303,6 2,0 3154 +12 374 +05 -
200 844,3 + 18,6 192,0 = 1,7 36,3 + 0,7 -
250 2585 + 101 69,1+ 0,5 33,0+ 0,3 -
400 - - 284 +04 1520 = 10
R/Q cm? L/H

500 293,3 + 22,3 521,6 + 27,3 35,5+ 1,6 352,5 + 4,6
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cd. tabeli 2
1 2 3 4 5
1,0 mol dm* C,H.OH
100 316,56 £ 2,7 273,715 352+ 0,6 -
200 1196 + 23 1273+ 1,0 35,7+ 0,6 -
250 1842 + 20 72,7+1,3 318+1,1 -
400 - - 26,2 + 0,4 1272+ 11
R/ Q cm? L/H
500 310,4 + 23,3 2854 + 152 332+14 300,3 = 3,6
Tabela 3

Parametry kinetyczne (rezystancyjne oraz pojemnosciowe) dla procesow elektroutleniania
etanolu oraz tzw. UPD of H (underpotential deposition of hydrogen) wyznaczone dla elektrod
PtRu oraz PtRh za pomoca spektroskopii impedancyjnej w roztworze 0,1 mol dm= NaOH,
w obecnoéci 0,25 mol dm™ C,H,OH (temperatura pokojowa)

BV | R@ad | gt | Cemty | R@em)
PtRu
200 1334 + 6,9 214,0 + 12,6 94,0 = 3,8 -
300 919,2 + 67,1 87,053 90,4 = 4,1 33 164 = 2.643
400 - - 648 +14 5132 + 101
R/Q cm? L/H - -
500 585,6 + 54,4 312,9 = 14,5 70,3 = 2,6 1021 =19
600 331,7 = 36,2 88,8 + 5,1 39,9 = 3,9 2 670 = 245
PtRh
100 40,7+ 2,3 2309 + 15,4 1278 = 16,3 -
150 4342 + 36,0 75,6 £ 58 1292 55 -
200 1274 + 103 41,8 + 2,0 925 + 1,7 -
300 - - 70,8 = 0,3 44 235 + 1.858
400 - - 56,3 =+ 0,4 8961 + 152
500 - - 1119+ 1,0 1245+ 11
600 - - 170,8 + 2,2 7417 + 875
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W roztworze wodorotlenku sodu elektroda Pt(111) wykazala radykalny
wzrost aktywnosci katalitycznej w reakcji EOR w poréwnaniu z aktywnoscig
wyznaczong dla tej geometrii platyny w roztworze H,SO, (34,7 Q cm? przy
700 mV w NaOH w odniesieniu do 883 Q cm? przy tym samym potencjale
w H,SO,). Efekt ten spowodowany jest tym, iz Pt(111) w srodowisku alka-
licznym reprezentuje jedyna konfiguracje sposrod tzw. low-index Miller pla-
nes, dla ktorej profil woltamperometryczny wykazuje wyrazny podziat zakre-
sow potencjalowych dla odwracalnej elektrosorpcji wodoru (UPD H) oraz
elektrosorpcji jonéw OH. W konsekwencji utlenianie etanolu na powierzchni
krysztatu Pt o konfiguracji (111) rozpoczyna si¢ w warunkach braku adsorp-
¢ji jonéw hydroksylowych na powierzchni platyny.

Jednoczesnie wyznaczone na podstawie temperaturowej zaleznosci (w za-
kresie 23-60°C) wykresow Arrheniusa wielkosSci energii aktywacji dla proce-
su elektroutleniania etanolu wyniosty odpowiednio w kwasie siarkowym:
33,4 kJ mol! (polikrystaliczna Pt), 29,2 kJ mol! (PtRu) i 33,0 kJ mol!
(PtRh) oraz w wodorotlenku sodu: 23,5 kJ mol! (polikrystaliczna Pt), 30,8 kJ
mol! (PtRu) i 36,0 kJ mol! (PtRh).

8.3.3. Proces utleniania etanolu na kompozytowych
katalizatorach CF (NiCCF)/Pd

Jakkolwiek prace badawcze prowadzone z wykorzystaniem Pt oraz jej
stopow w formie in bulk mialy przede wszystkim charakter poznawczy,
w niniejszej pracy podjeto takze probe uzyskania aktywnego katalizatora
reakcji utleniania etanolu w oparciu o ,niekatalityczny” material bazowy:
aktywowane wiokna weglowe (CF ) oraz wiokna weglowe z ultracienka po-
wloka Ni (NiCCF), modyfikowane elektrochemicznie palladem (ca. 10-50%
wagowych Pd w kompozycie). W srodowisku wodorotlenku sodu kompozyto-
we katalizatory NiCCF/Pd oraz CF/Pd wykazatly sie zblizonymi wtasciwoscia-
mi katalitycznymi (rys. 6) w reakcji elektroutleniania etanolu do tych zapre-
zentowanych przez materialy katalityczne na bazie Pt, stosowane w formie
in bulk, jak opisano powyzej. Wyznaczone przy uzyciu spektroskopii impe-
dancyjnej wielkoSci minimalne rezystancji przeniesienia tadunku (w odnie-
sieniu do katalizatoréw NiCCF-Pd oraz CF-Pd na rys. 6) wyniosty odpowied-
nio: 6084 Q cm? (400 mV/RHE) i 2228 Q cm? (500 mV) dla elektrody CF/Pd
oraz 3832 Q cm? (400 mV) i 1301 Q cm? (500 mV) dla elektrody NiCCF/Pd.
Jednoczes$nie wyznaczone dla tych materialow katalitycznych wielkosSci
pojemnosci podwdjnej warstwy elektrycznej (C,) oscylowaty w granicach
850—-1050 mF cm?, co swiadczy o dramatycznym wzroscie elektrochemicznie
aktywnej powierzchni katalizatora ponad jej wyjsciowe (CF/NiCCF) wymiary
geometryczne. W §rodowisku kwasnym (0,5 mol dm H,SO,) zarejestrowano
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catkowity brak aktywnosci tychze materiatéw kompozytowych w reakcji
EOR, poza rozpoznanym procesem UPD H. Wykazano takze, ze kinetyka
procesu UPD H (dla Pd) w roztworze H,SO, jest zdecydowanie sprawniejsza
niz w NaOH, przy czym reakcja ta w Srodowisku alkalicznym przebiega
znacznie sprawniej niz proces utleniania alkoholu.

Przyktadowy schemat praktycznej, kompozytowej elektrody CF/Pd, wyko-
nanej w uktadzie ,przedzy” jako katalizatora reakcji elektroutleniania etano-
lu przedstawiono na rysunku 7.
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Rys. 6. Proces elektroutleniania etanolu (w obecnosci 1,0 mol dm3 C,H,OH) na powierzchni
kompozytu NiCCF oraz modyfikowanych palladem materiatow katalitycznych NiCCF/Pd
(ok. 10% Pd) oraz CF/Pd (ok. 20% Pd) w 0,1 mol dm™ roztworze bazowym NaOH
(temperatura pokojowa)

JCOC TN

Rys. 7. Przyktad konstrukcji kompozytowej elektrody CF/Pd o duzej powierzchni aktywnej
jako katalizatora reakcji utleniania etanolu
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8.4. Wnioski

Przeprowadzone badania elektrochemiczne wykazaly znaczng zalezno$é
kinetyki procesu utleniania etanolu od geometrii monokrysztatlow Pt, jak
rowniez Srodowiska oraz temperatury reakcji. Najwyzsza aktywnosé katali-
tyczng sposrod badanych elektrod w srodowisku kwa$nym wykazat mono-
krysztat Pt(100), natomiast w przypadku Pt(111) w roztworze wodorotlenku
sodu zaobserwowano radykalny wzrost aktywnosci katalitycznej w reakgji
EOR w poréwnaniu z aktywnoscig wyznaczong dla tej geometrii Pt w roz-
tworze kwasu siarkowego. W $rodowisku alkalicznym Pt(111) jest jedyna
konfiguracja krystalograficzna, dla ktorej profil woltamperometryczny wyka-
zuje charakterystyczny podzial zakresow potencjalowych dla elektrosorpcji
wodoru (UPD H) oraz elektrosorpcji jonow OH-. W konsekwencji utlenianie
etanolu na Pt(111) rozpoczyna sie w warunkach braku adsorpcji jonow OH-
na powierzchni platyny. JednoczeSnie wykazano, iz zaréwno w roztworze
H,SO,, jak i w NaOH inicjacja reakcji utleniania alkoholu przebiega
w zakresie potencjatow charakterystycznym dla procesu UPD H. Obecnosé
zaadsorbowanych czasteczek etanolu (lub produktéow posrednich reakeji utle-
niania alkoholu) powoduje silne spowolnienie kinetyki procesu UPD H,
w odniesieniu do jego kinetyki wyznaczonej dla elektrolitéw bazowych.

Modyfikacja platyny za pomoca Rh lub Ru generalnie nie przyczynita sie
do usprawnienia kinetyki procesu utleniania etanolu w odniesieniu do wyni-
kow uzyskanych dla polikrystalicznej elektrody Pt (na podstawie poréwna-
nia wyznaczonych rezystancji oraz energii aktywacji reakcji). W roztworze
H,SO,, dodatek Rh usprawnit natomiast kinetyke reakcji utleniania etanolu
w poczatkowym jego stadium, utatwiajac rozerwanie wigzania C-C w cza-
steczce zaadsorbowanego alkoholu. Podobnie jak niemodyfikowane kataliza-
tory Pt, w przypadku stopéw PtRh oraz PtRu obecno$¢ zaadsorbowanych
czasteczek etanolu (lub produktéw posrednich reakcji jego utleniania) zna-
czaco spowolnita kinetyke procesu UPD H.

Kompozyty z witékien weglowych modyfikowane palladem wykazaty
znaczng aktywnos$é katalityczng w reakcji utleniania etanolu w $rodo-
wisku alkalicznym (0,1 mol dm= NaOH), natomiast w srodowisku kwasnym
(0,5 mol dm™ H,SO,) catkowity brak aktywnosci. Jednoczesnie wykazano, ze
kinetyka elektrosorpcji wodoru (dla Pd) w roztworze H,SO, jest zdecydowa-
nie sprawniejsza niz w roztworze NaOH, przy czym proces UPD H w $rodo-
wisku alkalicznym przebiega znacznie szybciej niz proces utleniania samego
alkoholu.
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9. Produkcja wodoru z biomasy
z uzyciem mikrobiologicznego ogniwa
elektrolitycznego

Marek Lieder, Milena Jabloniska, Marcin Solski, Maria Rybarczyk

9.1. Wprowadzenie

Swiat potrzebuje nowych nosnikéw energii, takich, ktére moga byé wy-
twarzane bez szkody dla Srodowiska, sg tatwe do przenoszenia i magazyno-
wania, bezpieczne w uzyciu, a nade wszystko uwolniona z nich energia, np.
w posta¢ mechaniczng lub cieplna, nie prowadzi do powstania niebezpiecz-
nych produktéw ubocznych lub odpadow. Elektrycznosé jest nosnikiem ener-
gii o walorach spetniajacych prawie wszystkie wymienione postulaty z wyjat-
kiem pierwszego. Trzeba jednak przyznaé, ze nowoczesne techniki bezpo-
Sredniego pozyskiwania elektrycznosci z energii wiatru, swiatta stonecznego
czy ruchu fal zblizajg sie do przedstawionego wzorca.

Wodor, cho¢ nalezy do 10 pierwiastkéw najbardziej rozpowszechnionych
w skorupie ziemskiej, jest postrzegany jako nosnik energii podobny do elek-
trycznosci, gdyz w stanie wolnym praktycznie nie wystepuje na naszym
globie. Tak wiec gazowy wodor musi by¢ wytwarzany, co oznacza koniecznosé
przeniesienia czeSci energii, glownie wigzan wegiel-wodor, do wiazania che-
micznego wodor—wodor. W ten sposob wyodrebniona energia moze by¢ prze-
ksztalcona w ciepto lub ruch mechaniczny poprzez spalanie wodoru. Takie
ujecie pokazuje, ze wytwarzanie wodoru poprzez rozktad wody nie ma sensu,
gdyz zysk energetyczny nie jest termodynamicznie mozliwy, chyba ze uzyta
zostanie inna dostepna forma energii do wytworzenia gazowego wodoru.

Takim rozwigzaniem jest technologia zgazowania wegla:

C + H,0 - H, + CO 9.1)

oraz procesy termokatalityczne z uzyciem weglowodorow pochodzacych
z gazu ziemnego lub ropy naftowej, w ktorych do wytwarzanie wodoru wyko-
rzystywana jest energia wigzania wegiel-wodor:

CH, + 6 H,0 - 12 H, + 3 CO, 9.2)
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Reakcja ta nie jest jednak termodynamicznie samorzutna, a wiec wymaga
dostarczenia energii cieplnej z innego zrédia (w przyblizeniu cata energia
wigzan w metanie zostaje przeniesiona do wigzan H-H, jednakze powstajace
wigzania C=0 nie kompensujg energii potrzebnej do dysocjacji wody). Popu-
larno$c tej technologii (wraz z technologia zgazowania wegla stanowi potowe
obecnie wytwarzanego wodoru) wynika z dostepnosci i niskich cen paliw
kopalnych.

Potencjalnym zamiennikiem weglowodoréw mineralnych sg policukry, np.
celuloza lub ogélnie biomasa pochodzenia roslinnego lub zwierzecego. Trzeba
jednak zgodzié¢ sie, ze z uwagi na znacznie mniejsza ilo§¢ wigzan wodor—
—wegiel oraz duza zawarto§¢ wody niezwigzanej chemicznie bilans energe-
tyczny zgazowania tych surowcow jest jeszcze bardziej mniej korzystny.

Z biomasy mozna wyprodukowaé wodor takze z uzyciem technologii fer-
mentacyjnej. Jednakze wydajno$é ciemnej fermentacji Sciekow weglowodoro-
wych, najbardziej obiecujacej sposrod obecnie znanych technologii, jest za-
sadniczo nizsza niz 15% (Angenent i in. 2004). Powodem tak niskiej
wydajnosci jest metanogenna konsumpcja wodoru (Hawkes i in. 2002; Kim
i in. 2004), oraz ograniczenia termodynamiczne. Z powodu tych ograniczen
termodynamicznych wiekszo$é substancji wyjSciowych jest przemieniana
w produkty uboczne (np. octany, maslany) zamiast w wodoér (w innym ujeciu
taki koszt trzeba poniesc, aby w ogéle wydzielanie wodoru stato sie termody-
namicznie mozliwe).

Jesli, dla uproszczenia, za modelowg biomase przyjmiemy 1 mol glukozy,
wowczas catkowita jej mineralizacja wytworzy 12 moli wodoru.

CeH,,04 + 6 H,0 > 12 H, + 6 CO, 9.3)

W praktyce fermentacja glukozy wszystkimi znanymi mikrobiologicznymi
sposobami (przede wszystkim przez Clostridia) wytwarza 4 mole wodoru/mol
glukozy jesli obok wodoru powstaja 2 mole octanu, ale juz tylko 2 mole
wodoru powstaja, jesli maslan jest gtownym produktem fermentacji. Zwykle
podczas fermentacji cukru 60-70% wodnego produktu to maslan:

CeH,,0, + 2H,0 - 4H, + 2CO, + 2C,H,0, 9.4)
CH,,0, - 2H, + 2CO, + C,H,0, 9.5)

Nawet stosujac bakterie modyfikowane genetycznie, nie mozna przekro-
czy¢ teoretycznej wartosci konwersji 33%.

7 niektorych analiz wynika, ze optacalno$é ekonomiczna zaczyna sie od
stopnia pozyskiwania wodoru z rozpuszczonych substancji organicznych
w granicach 60-80%. Aby osiagnaé taki stopienn konwersji, konieczna jest
takze przemiana produktow ubocznych do wodoru. Ciemna fermentacja nie
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umozliwia tego, gdyz obejmuje reakcje endotermiczne. Z tego powodu zacze-
to badac¢ procesy fotofermentacyjne (Oh 2004), ktore wykorzystuja energie
stoneczna, aby pokonaé bariere termodynamiczng. Jednakze dyfuzyjny cha-
rakter promieniowania stonecznego (konieczne sg reaktory o ogromnych po-
wierzchniach) oraz ograniczone wydajnosci przemiany znaczaco zawezaja
ekonomiczng wykonalnosé tych proceséw (Hallenbeck i Benemann 2002).

Innym sposobem na wykorzystanie pozostaltej energii jest zastosowanie
nowych technologii z uzyciem mikroorganizméw w procesach galwanicznych
(mikrobiologiczne ogniwa paliwowe) badz elektrolitycznych (elektroliza kata-
lizowana mikrobiologicznie). Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MOP) wy-
korzystuja rozmaite wystepujace naturalnie mikroorganizmy posiadajace
metaboliczne szlaki do utleniania zwigzkéw organicznych:

(CH,0), + nH,0 - nCO,, + 4nH* + 4ne (9.6)

Publikowane badania zwykle obejmujg jako dawce elektronow tatwo ule-
gajace metabolicznym przemianom organiczne zwigzki, m.in. pochodzace
z czarnej fermentacji uboczne niskoczasteczkowe kwasy organiczne (Rabaey
iin. 2003; Liu i in. 2005; Niessen i in. 2004).

zewnetrzne Zrédto energii

||
sefl 1 |l

2HCO;™ + 9H™ i 4Hz

CH5CO0™ + 4H,0 [ sH*

anoda : katoda

Rys. 1. Schemat dziatania mikrobiologicznego ogniwa elektrolitycznego

W trakcie normalnego, aerobowego utleniania substancji organicznych
katalizowanego przez mikroorganizmy, generowane w reakcji elektrony prze-
kazywane sa do tlenu, ktory podlega redukcji do wody. Bakterie pozyskuja
w ten sposob energie, ktorg zuzywaja na wzrost lub magazynujg. Jesli
w $rodowisku brakuje tlenu, bakterie (kolonie anaerobowe) zmuszone sg do
przekazywania elektronéw do innego utleniacza obecnego w $rodowisku, np.
siarczanow lub azotandw. Znane sa takze bakterie wykazujace zdolnosé
wykorzystywania utleniacza w stanie statym, np. zwigzki zelaza lub manga-
nu, i ten wlasnie rodzaj bakterii jest wykorzystywany w MOP, w ktorym
statym utleniaczem jest wolny metal lub grafit — elektroda (anoda) (Rabaey
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i Verstraete 2005). Bakterie takie okreslane sa jako ,elektroaktywne” i sg to
m.in. Aeromonas hydrophila (Pham i in. 2003), Clostridium butyricum (Park
2001), Desulfobulbus propionicus (Holmes i in. 2004) Enterococcus gallina-
rum (Kim i in. 2005), Geobacter sulfurreducenes (Bond i Lovley 2003), Rho-
doferax ferrireducenes (Bond i Lovley 2003), Shewanella putrefaciens (Kim
iin. 1999; Kim i in. 2002). Bakterie aerobowe nie moga przekazywac elektro-
now do statego utleniacza, gdyz ich btona komérkowa nie przewodzi elektro-
now, ponadto aktywne centrum redoksowego mikroorganizmu osloniete jest
przez tancuch peptydowy (Debabov 2008). Natomiast bakterie elektroaktyw-
ne wykorzystuja trzy sposoby przekazywania elektronéw na zewnatrz swoje-
go ustroju:

1) bezposredni kontakt btony komorkowej z utleniaczem, dzigki obecnosci
w niej specjalnych zwigzkow przewodzacych elektrony (Bond i Lovley
2003; Schroder 2007; Schaetzle i in. 2008);

2) przewodzace nanodruty wystajace z blony komorkowej (Reguera i in.
2005; Gorby i in. 2006);

3) rozpuszczalne zwigzki produkowane przez bakterie bedace nosnikami
elektronow pomiedzy komorka i utleniaczem, np. Piocyanina (Friedheim
iin. 1931) lub chinony (Newman i in. 2000).

Podobnie jak w konwencjonalnych ogniwach, anodowe utlenianie musi
by¢ uzupetnione o redukcje na katodzie. Elektrony przenoszone sg z anody
do katody poprzez zewnetrzny obwod elektryczny zawierajacy odbiornik
mocy. W celu zamkniecia obwodu elektrycznego i zachowania elektroobojet-
nosci roztworéw protony, ktére takze powstaja podczas utleniania materii
organicznej, musza, przemieszczac¢ sie z anolitu do katolitu. Redukcja na
katodzie biegnie z udzialem utleniacza, elektronéw i jonéw wodorowych.
Jesli utleniaczem jest tlen, to produktem koncowym staje sie woda. Podczas
gdy liczba mozliwych reakcji anodowych jest praktycznie nieograniczona,
liczba reakcji katodowych w MOP jest znacznie mniej okazata — zwykle to
reakcja redukgeji tlenu. Testowano uzycie takze innych utleniaczy, np. heksa-
cyjanozelazianu (Kim i in. 2000; Choi i in. 2001; Rabaey i in. 2004), synte-
tycznych barwnikéw, zwigzkéw metaloorganicznych (Park i Zeikus 2000),
zmineralizowanego biologicznie ditlenku manganu (Shantaram i in. 2005)
lub zelaza (Park i Zeikus 2002). Katody anaeorbowe sa takze badane
i rozwijane. Umozliwiaja one redukcje takich akceptoréw elektronéw, jak
azotany i siarczany poprzez metabolizm mikrobowy (He 2006; Clauwaert
iin. 2007; Virdis i in. 2009). Obserwowano takze redukcje tlenu katalizowa-
na przez biofilm (He 2006).

Konstrukcje MOP zwykle skladaja sie z anody i katody umieszczonych
w oddzielnych komorach przedzielonych przez polimerowa, kationoselektyw-
ng membrane (PEM). Przegroda taka jest niezbedna, gdy w reakcji katodowej
wykorzystywany jest tlen. W takim przypadku roztwor katolitu nasycony jest
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tlenem, ktory nie powinien dyfundowaé do anolitu, gdzie konieczne sg wa-
runki anaerobowe. PEM musza zatrzymywac tlen i jednocze$nie umozliwiaé
swobodny transfer jonéw wodorowych z anolitu do katolitu. Niestety, obecnie
dostepne membrany przepuszczaja protony mato wydajnie (selektywnie), co
powoduje powstanie gradientu pH — kwa$nego w anolicie i zasadowego
w katolicie. Ten gradient potencjalu obniza réznice potencjalow termodyna-
micznych pomiedzy elektrodami (tzn. moc elektryczna ogniwa spada). Nie-
ktorzy autorzy badali ogniwa pozbawione membrany, jednakze takie rozwia-
zanie powoduje znaczny spadek wydajnosci kulombowskiej (nawet do
poziomu 12%), wskutek bezposredniego utleniania substancji organicznej
przez tlen (Liu i Logan 2004).

Uzytkowa moc elektryczna MOP zalezy od wielu czynnikéw, w tym wydaj-
nosci transferu elektronéw z mikroorganizméw do anody, rodzaju biopaliwa,
powierzchni elektrod, wewnetrznego oporu elektrycznego ogniwa (tj. anolitu,
katolitu i PEM), kinetyki katodowej reakcji redukcji oraz warunkow pracy
narzuconych ogniwu (np. temperatura, transport paliwa do anody, tlenu do
katody itp.). W przeciagu ostatnich dwoch dekad udato sie znacznie zwiek-
szyé moc uzytkowsq ogniw az do 6,86 W/m? (Fan i in. 2008).

Chociaz moc elektryczna tych urzadzen jest wciaz wzglednie niska, to
jednak technologia szybko sie doskonali i w przyszlosci moze by¢ uzyta
w matych oczyszczalniach $ciekéw (szczegodlnie atrakcyjna mozliwosé dla
krajow rozwijajacych sie), znalez¢ zastosowanie do oczyszczania Sciekow po-
chodzacych z farm zwierzecych, zakladow przetwarzajacych zywnos$¢, a na-
wet zatogowych statkow i stacji kosmicznych. Ponadto istnieje mozliwos¢é
wykorzystania MOP do usuwania pojedynczych zanieczyszczen, np. azota-
now (Clauwaert i in. 2007; Jia i in. 2008) lub p-nitrofenoli (Zhu i Ni 2009).
Innym potencjalnym zastosowaniem moze by¢ produkcja wybranych zwigz-
kéw chemicznych, np. H,O, (Zhu i Ni 2009) lub konstrukcja biosensoréw do
pomiaru biologicznego zapotrzebowania tlenu w $ciekach (Kim i in. 2003;
Lorenzo i in. 2009).

Lawinowo przyrastajaca liczba prac badawczych byta wielokrotnie opisy-
wana i analizowana w publikacjach o charakterze przegladowym. Skupiajg
sie one na wybranych aspektach badawczych, np. budowie, dziataniu i osia-
gow ogniw (Logan i in. 2006; Bullen i in. 2006; Du i in. 2007), mikrobiolo-
gicznym metabolizmie (Rabaey i Verstraete 2005), dziataniu bioanod (Pham
i in. 2009), kinetyce reakcji katodowych (Rismani-Yazdi i in. 2008). Jak juz
wspominano, najczesciej stosowanym reagentem katodowym w MOP jest
tlen z powodu powszechnej dostepnosci w Srodowisku, bardzo wysokiego
potencjatu redoksowego oraz zréwnowazenie ekologicznego.

0, + 4H* + 4e - 2H,0 9.7)
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Pewne ograniczenia jednakze obnizaja skuteczno$c tlenu jako akceptora
elektronowego, tj. jego niska rozpuszczalnos¢ w wodzie oraz wysoka energia
aktywacji (wysoki nadpotencjat) redukcji do wody, zwlaszcza na elektrodzie
grafitowej, czego efektem jest spadek napiecia ogniwa. Ten wysoki nadpoten-
cjat aktywacji mozna obnizy¢, stosujgc katalizatory, np. platyne (Cheng i in.
2006), porfiryny, ftalocyjaniany metali przejSciowych (Zhao i in. 2005) lub
ditiokarbaminany (Lieder, Zgloszenie patentowe). Wiele sposrod tych katali-
zatorow jest jednak bardzo drogich i/lub podatnych na zatrucia.

W celu poprawienia sprawnos$ci reakcji redukeji na katodzie badano roz-
maite modyfikacje sktadu katolitu i powierzchni elektrody. Napowietrzanie
katolitu i obnizanie jego pH powoduje podwyzszenie kinetyki reakcji katodo-
wej, jednakze niewystarczajaco (Gil i in. 2003; Jang i in. 2004; Oh i in. 2004).
Zastosowanie heksacyjanozelazianu (III) jako akceptora elektronéw znaczaco
przyspiesza szybkos¢ reakcji redukeji (Rabaey i Verstraete 2005; Oh i in.
2004; Rabaey i in. 2003), lecz ten zwigzek nie jest odpowiedni do praktycz-
nych zastosowan z powodu toksycznosci i niemozno$ci regeneracji za pomoca
tlenu (Rabaey i in. 2005).

Zastosowanie platyny jako katalizatora redukcji tlenu na elektrodzie gra-
fitowej znacznie obniza nadpotencjat aktywacji reakcji (Jang i in. 2004; Oh
iin. 2004; Liu i Logan 2004). Chociaz platyna jest bardzo dobrym katalizato-
rem, to jej wysoka cena i podatnos¢ na zatrucia powoduje konieczno$¢ poszu-
kiwania zamiennikow (Zhao i in. 2005). Z takim nastawieniem badano porfi-
ryny i ftalocyjaniany metali przejSciowych (Co, Fe) (Zhao i in. 2006; Cheng i
in. 2006). Biologiczne katalizatory sa takze atrakcyjne, gdyz utrzymujg ak-
tywno$¢ w temperaturze otoczenia i podlegaja odtwarzaniu (Palmore i Kim
1999).

Biologiczne katalizatory mozna zastosowaé w postaci enzyméw lub wyko-
rzysta¢ mikroorganizmy (Palmore i Kim 1999; Topcagic 2006). Te ostatnie
maja dodatkowy atut, gdyz wytwarzaja potrzebny enzym w miejscu reakcji.
Bergel i inni (2005) odkryli, ze biofilm na stalowej katodzie w Srodowisku
morskim zwieksza wydajnos$é redukeji tlenu.

Rhoads i inni (2005) zastosowali biomineralizowane tlenki manganu jako
katodowe reagenty. Podczas pracy mikrobiologicznego ogniwa ditlenek man-
ganu podlegal redukcji do rozpuszczalnych soli Mn(II), ktére nastepnie bytly
utleniane biokatalitycznie do wyjsciowej formy MnO, z udziatem tlenu roz-
puszczonego w wodzie. Para redoks Mn(II)/MnO, dziatala w takich okolicz-
noSciach jako mediator transferu elektronow pomiedzy elektroda i mikroor-
ganizmami redukujgcymi tlen.

Heijne i inni (2006) badali mozliwo$¢ uzycia pary redoks Fe(III)/Fe(I)
jako katodowego mediatora dla redukcji tlenu, gdyz wowczas szybkos¢ prze-
biegu reakcji na elektrodzie grafitowej jest bardzo duza, standardowy poten-
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cjat redoks wysoki — wynosi +0,77V vs standardowej elektrody wodorowej
(SEW), zas jony Fe(II) moga by¢ biologicznie utlenione do Fe(III) z udzialem
tlenu jako akceptora elektronéw az do potencjatu od +0,850 do 0,950 V vs
SEW. Rozwigzanie to ma powazng wade w postaci koniecznosci utrzymywa-
nia niskiego pH katolitu dla zapewnienia rozpuszczalnosci zwigzkow Fe(III).
Jak juz wczesniej wspominano, najczesciej stosowane w badaniach typowe
membrany kationoselektywne, np. Nafion, nie zapobiegaja gradientowi pH
w ogniwie, a zatem w katolicie utrzymuje sie wyzsze pH niz w anolicie.

Od czasu odkrycia bezposredniego przeniesienia elektronu przez elektro-
chemicznie aktywne mikroorganizmy na powierzchni elektrod pod koniec
minionego stulecia (Kim i in. 1999) bioelektrochemiczna obréobka Sciekéw
stata sie gwaltownie rozwijajacym sie obszarem badan (Rabaey i in. 2007).
Najbardziej rozwijanymi bioelektrochemicznymi technologiami sa mikrobio-
logiczne ogniwa paliwowe stuzace do wytwarzania energii elektrycznej (Kim
1in. 1999; Rabaey i in. 2007; Logan i in. 2006) oraz biokatalityczna elektroli-
za dla otrzymywania wodoru (Liu i in. 2005; Rozendal i in. 2006).

Ostatnio odkryta technologia — biokatalizowana elektroliza (Liu i in.
2005) wywodzaca sie z mikrobiologicznych ogniw paliwowych (Bond i Lovley
2003; Chaudhuri i Lovley 2003; Kim i in. 2002; Liu i in. 2005; Liu i Logan
2004; Liu i in. 2004; Oh i in. 2004; Rabaey i in. 2003; Rabaey i in. 2004)
umozliwia obnizenie termodynamicznej bariery wydzielania wodoru poprzez
niewielki wktad energii elektrycznej. To uniezaleznia proces od powierzchni
reaktora i zbliza system do ekonomicznej wykonalnosci. Biokatalizowana
elektroliza wykorzystuje elektrochemicznie aktywne mikroorganizmy, ktore
przeksztalcaja rozpuszczone substancje organiczne w wodoroweglan, protony
i elektrony. Mikroorganizmy przekazuja wytworzone elektrony do powierzch-
ni elektrody albo poprzez bezposredni kontakt z powierzchnig elektrody
(Kim 1 in. 1999; Holmes i in. 2004) lub z pomoca mediatora redoksowego
(Rabaey i in. 2004). Strumien tych elektronow stanowi prad elektryczny.

Przez potaczenie tej biologicznej anody z katoda redukujaca protony za
posrednictwem zewnetrznego zrodta energii elektrycznej mozliwa jest bezpo-
$rednia przemiana rozpuszczonej substancji organicznej w wodor. Catkowity
proces biegnie w naczyniu elektrolitycznym, w ktorym utlenianie rozpusz-
czonej substancji organicznej i redukcja protonéw sa rozdzielone pomiedzy
dwie komory. Rozdziela je membrana jonoselektywna (np. Nafion). Anoda
i katoda sg podiaczone na zewnatrz do zasilacza elektrycznego. Gdy zasilacz
przekazuje do katody elektrony plynace z anody z procesé6w utleniania, wow-
czas przez membrane przenika adekwatna ilo$é protonéw do komory,
w ktorej znajduje sie katoda. Tu nastepuje potaczenie protonéw z elektrona-
mi i w efekcie powstaje gazowy wodor.
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Octan jest modelowym zwigzkiem dla doswiadczen z biokatalizowana
elektroliza, poniewaz nie moze by¢ bezposrednio przeksztalcony w wodor na
drodze ciemnej fermentacji:

CH,COO" + 4H,0 - 2HCO, + 9H* + 8e AG=-226,93 kJ/mol (9.8)
8H* + 8e = 4H, 8x AG= +39,41 kdJ/mol 9.9)
CH,COO" + 4H,0 - 2HCO; + 4H, + H* AG= +88,35 kJ/mol (9.10)

Obliczenia termodynamiczne pokazuja, ze wyprodukowanie wodoru w wa-
runkach standardowych z octanu wymaga wktadu energii 88,35 kJ/mol. Od-
powiada to teoretycznej wartoSci napiecia rozktadowego octanu do wodoru
wynoszacego tylko 0,11 V. Przy pH="7, odpowiada to potencjalom réwnowago-
wym utleniania octanu (1 mol/dm?3) i redukcji protonu: odpowiednio -0,28
i-0,42 V (wzgl. NEW). W praktyce jednakze nalezy oczekiwac, ze konieczne
bedzie wyzsze napiecie niz 0,11 V, aby taka reakcja biegta. Po pierwsze,
elektrochemicznie aktywne mikroorganizmy zuzywaja czes¢ dostepnej ener-
gii dla podtrzymania zycia i wzrostu. W konsekwencji uwalniajg elektrony
przy wyzszych od réwnowagowych wartosciach potencjatéw. Po drugie, po-
trzebne napiecie jest podwyzszane (nadpotencjal) przez rezystancje omowag
uktadu elektrochemicznego oraz przez inne przyczyny (polaryzacja stezenio-
wa lub aktywacyjna, réwniez zwiazane z procesem redukecji jonéw wodoro-
wych na katodzie). Tym niemniej istniejg doniesienia literaturowe o wydzie-
laniu wodoru juz przy napieciu 0,2 V dla roztworéw o pH 7. Dla poréwnania:
wydzielenie wodoru na drodze zwyktej elektrolizy roztworéw wodnych wy-
maga napiecia ponad 1,23 V. Zasadniczo rozpuszczone substancje organiczne
w procesie elektrolizy z udzialem elektroaktywnych mikroorganizméw de-
graduja sie do ditlenku wegla i wodoru. Dlatego dla tego procesu proponuje
sie nazwe ,biokatalizowana elektroliza” lub ,elektrochemiczna produkcja wo-
doru wspomagana przez mikroorganizmy”.

Minimalne napiecie mikrobiologicznego wydzielania wodoru odpowiada
zuyyciu energii 0,26 kWh/Nm? H,. Przewiduje sig, ze w przyszlych ko-
mercyjnych realizacjach nie przekroczy on 1 kWh/Nm? H,. Dla poréwna-
nia: abiotyczna elektroliza wody wymaga wktadu energii od 4,4 do
5,4 kWh/Nm? H,,.

Laboratoryjne mikrobiologiczne ogniwa paliwowe i elektrolityczne zwykle
wyposazone sg w katode aktywowang platyng, ktéra sprawdzila sie jako
skuteczny katalizator w typowych ogniwach paliwowych. Jednakze konwen-
cjonalne ogniwa paliwowe i typowe elektrolizery pracuja w zakresie gestosci
pradowych (~10% + 10* A/m2), ktére sa o kilka rzedéw wielkosci wyzsze
od tych, w ktéorych pracuja MOP lub biokatalityczne ogniwa elektrolityczne



9. Produkcja wodoru z biomasy z uzyciem mikrobiologicznego... 145

Tabela 1
Reakgcje elektrodowe oraz potencjaly teoretyczne dla mikrobiologicznego ogniwa paliwowego
(MFC), biokatalizowanej elektrolizy (MEC) i elektrolizy wody w standardowych warunkach
(298 K, pH = 7, pH2 = 1 bar) — octany zostaty uzyte jako modelowy donor elektronow

. . Reakcja Roéznica
Proces Reakcja anodowa/potencjat katodowa/potencjal | potencjatéw (V)
Mikrobiologiczne CH.COO + 4H,0 2HCO, + ,
ogniwo elektrolityczne 3 2 3 2H* + 2¢ H
A . 9H* + 8e 2 -0,118
(biokatalizowana E=-0414V
. E=-0296V
elektroliza)
Mikrobiologiczne CH,CO0 + 4H,0 2HCO, + | ( | 451+ 4 e 2H.0
ogniwo paliwowe 9H" + 8e ’ E =0,806 V ’ 1,102
ETIIWO patiwow E=-0296V =Y
. 2H 0 O, + 4H* + 4e 2H* + 2¢ H
Elektroliza wody 2 E =2 0,82V E=-0414 \2/. -1,23

(~1 + 10 A/m?). Wskutek tego ilosci wytwarzanej energii elektrycznej lub
produkowanego wodoru (w przeliczeniu na jednostke masy katalizatora Pt)
w tych urzadzeniach sg zbyt niskie, aby uzycie tak drogiego katalizatora jak
platyna byto uzasadnione ekonomicznie. To zachecito naukoweéw do poszuki-
wania zastepczych katalizatoréw reakcji katodowej w MOP i biokatalitycz-
nych ogniwach elektrolitycznych. Mikrobiologiczne biokatody sa bardzo obie-
cujace jako zamiennik platyny, gdyz moga zawiera¢ niedrogi materiat
elektrodowy (np. grafit) i maja zdolno$¢ samoregeneracji (He 2006). Szereg
interesujacych pomystow udato sie dotad z powodzeniem zastosowaé do kata-
lizowania reakcji redukcji tlenu. Przykiady obejmuja cykle redoksowe metali
przejsSciowych (Mn, Fe) pomiedzy katoda i bakteria utleniajacq metal (Rho-
ads i in. 2005; Heijne i in. 2007; Heijne i in. 2006) lub uktady wykorzystujace
mikroorganizmy zdolne do bezpos$redniego przeniesienia elektronu do meta-
lu elektrody (Bergel i in. 2005).

9.2. Metodologia badan

Konstrukcja ogniw mikrobiologicznych

Jednokomorowe ogniwo mikrobiologiczne wykonano z poliweglanu. Cylin-
dryczna komora ($rednica wewnetrzna 80 mm) o objetosci catkowitej 0,7 dm3
zawiera anode w ksztatcie szczotki wykonanej z widkien grafitowych uplecio-
nych na drucie tytanowym, caltkowita powierzchnia grafitu to 1,1 m2. Gazo-
wa katode dyfuzyjna, stanowiaca jednoczesnie szczelne dla cieczy zamkniecie
cylindra, wykonano z tkaniny weglowej impregnowanej politetrafluoroetylenem
i aktywowanej materiatem katalitycznym. Brak przegrody jonoselektywnej
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redukuje opor omowy ukladu oraz znaczaco obniza koszt urzadzenia. Elek-
troda gazowa nie styka sie z powietrzem, lecz zamyka jednostronnie komore
do gromadzenia wodoru. Ogniwo wypelniono roztworem buforowym i podia-
czono do potencjostatu, ktéry umozliwia kontrole potencjatu anody podczas
wzrostu biofilmu po inokulacji. Przed pomiarami komore ogniwa wysteryli-
zowano 6% roztworem nadtlenku wodoru.

Ogniwo dwukomorowe wykonano z cylindrycznych komor (§rednica we-
wnetrzna 100 mm) o objetoSci catkowitej 1,1 dm3, ktore zostaly rozdzielone
przegroda kationoselektywng typu Nafion 117 o powierzchni 75 cm?.
W kazdej komorze znajdowata sie elektroda odniesienia Ag/AgCl do pomiaru
potencjatow obu elektrod. Anoda w ksztalcie szczotki wykonana zostata
z witokien grafitowych uplecionych na drucie tytanowym, catkowita po-
wierzchnia grafitu wynosita 1,1 m?. Katode wykonano z filcu grafitowego
o powierzchni geometrycznej 0,005 m2. Powierzchnie katody aktywowano
platyna w stezeniu 0,5 mg Pt/cm?2. Obie elektrody zanurzono w odpowiednich
roztworach i podtaczono do potencjostatu, ktory umozliwia kontrole poten-
cjatu anody podczas wzrostu biofilmu po inokulacji. Przed pomiarami, elek-
trolizer wysterylizowano 6% roztworem nadtlenku wodoru.

Katoda

Filc weglowy stanowigcy matryce katody w pierwszej kolejnosci zostat
odtluszczony w acetonie, a nastepnie poprzez wkrecenie w filc zainstalowa-
no w nim drut tytanowy o Srednicy 0,8 mm, pokryty pastg srebrowg
w miejscu styku z katoda. Drut umozliwiat mocowanie elektrody na kréécu
oraz stanowil wyprowadzenie bieguna katody poza komore katolitu. Nastep-
nie filc zaimpregnowano obustronnie materiatem powlokotwoérczym
z politertrafluoroetylenu (2 cm® PTFE + 1 cm3 H,0), wysuszonym w dalsze]
kolejnosci w temperaturze 70°C w czasie 1 h. W kolejnym etapie naniesiona
zostata warstwa aktywna powtoki zawierajaca katalizator — platyne (350 mg
Pt na no$niku weglowym, 2 cm® PTFE, lem?® H,0) w ilosci 4,5 mgPt/cm?
katody. Po operacji przygotowania powierzchni aktywnej mocowany byt tyta-
nowy drut o Srednicy 0,8 mm wyprowadzajacy biegun katody poza komore
katolitu.

Anoda

Szczotka grafitowa pelniaca role anody oraz przysztego nosnika biofilmu
bakteryjnego zostala w pierwszym etapie poddana procesowi 3-krotnego od-
tluszczania w acetonie celem pozbycia sie wszelkich sladéw ttuszezy i lakierow.
Po tym etapie w celu aktywacji powierzchni weglowej szczotka przenoszona
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byta do zlewki z 40% HNO, oraz traktowana przez 1 h w temperaturze
wrzenia. W wyniku reakcji powierzchni weglowej z silnym utleniaczem, ja-
kim jest HNO,, na powierzchni widkien weglowych zostaly wytworzone gru-
py hydrofilowe, takie jak: -COOH, -OH, =CO. Po wyptukaniu szczotki kilku-
krotnie w wodzie destylowanej gotowa byta do montazu.

Membrana

Wyciety z arkusza material membranowy Nafion 117 zostal przyciety na
wymiar oraz umieszczony w szerokiej zlewce wypelnionej roztworem o skia-
dzie: 72 cm? 30% H,0,1 2 cm? 96% H,SO, oraz ogrzewany do wrzenia przez
1 h. W drugim etapie membrana przez godzine podgrzewana byta do wrze-
nia z 1 M roztworem H,SO,, natomiast w trzecim etapie konsekwentnie
z czysta woda destylowana. Po takim przygotowaniu membrana mogta zo-
stac¢ bezposrednio zamontowana w bioelektrolizerze.

Przygotowanie roztworow

Komora anody zostata wypetniona autoklawowanym roztworem (pH 7)
buforu fosforanowego o sktadzie (g/dm3):
KH,PO, 1,74
KHPO, 1,38
NH,CI 0,54
NaCl 2,93
CaCl,, 0,15
MgCl, 0,21

Ponadto do buforu dodano 10 ¢m? roztworu mineralnego Wolfe’a, o skta-
dzie (g/dm?):

MgSO, - TH,0 3,00
MnSO, - H,0 0,50
FeSO, - TH,0 0,10
CoCl,, - 6H,0 0,10
CaCl, 0,10
ZnS0O, - TH,0 0,10
CuSO, - 5H,0 0,01
KAI(S0O4), - 12H,0 0,01
H,BO, 0,01
Na,MoO, - 2H,0 0,01

EDTA 0,50
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Sita jonowa powstalego roztworu elektrolitu wynosi 0,096 mol/dm?. Sita
jonowa wplywa na rozwdj biofilmu warunkujac proces adhezji biofilmu. War-
toéé sily jonowej zblizonej do wartoéci 0,1 mol/dm3, sprzyja osiedlaniu sie
mikroorganizméw na powierzchni anody. Dozowanie paliwa organicznego
odbywalo sie poprzez nastrzykniecie okreslonej iloSci roztworu do anolitu.

Gromadzenie wodoru

Do efektywnego gromadzenia wydzielajacego sie w trakcie bioelektrolizy
wodoru wykorzystano cylindryczne naczynie wykonane wedlug ponizej za-
mieszczonego schematycznego rysunku 2. Umozliwia ono zmierzenie objetosci
generowanego wodoru poprzez pomiar objetosci wypartej cieczy (wodny roz-
twor gliceryny, V_ =10 cm?), ktéra jednoczeénie utrzymuje zamkniety wodér
pod ci$nieniem. Wodoér, naptywajac do dolnego zbiornika, wypiera ciecz poprzez
kapilare tgczaca oba zbiorniki: gorny na ciecz wypierang oraz dolny na wodor,
zajmujac objetos¢ dolnego zbiornika. Zebrany gaz uwolnié mozna poprzez otwar-
cie zaworu wylotowego. Wydzielajacy sie gaz jest w 100% wodorem.

JN

a] E] Hy
—_—

Hsp

—_—

=>

Rys. 2. Cylinder do gromadzenia wodoru
1 — zbiornik gérny, 2 — zawor wylotowy wodoru, 3 — zbiornik dolny, 4 — wlot wodoru

Analiza zawartosci calkowitego wegla organicznego (TOC)

TOC (ang. total organic carbon) jest metoda analizy pozwalajacg na po-
miar zawartosci wegla organicznego w roztworach wodnych. Prébki do anali-
zy pobierano z ogniw przed i po zakonczeniu pomiaréw elektrochemicznych.
Taki tryb postepowania stuzy okresleniu zmiany stezenia octanow w anolicie
wskutek generowania energii elektrycznej lub wydzielania wodoru, co umoz-
liwia obliczenie wydajnosci konwersji energii.
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Probke do badan oddzielano od cial statych (w tym bakterii) za pomoca
mikrofiltréw 0,2 nm. Nastepnie 1 cm? prébki przenoszono do kolby miarowe;j
o objetosci 25 cm?, rozciericzano ultraczystq woda i poddawano analizie apa-
ratem TOC High Temperature TOC/TN6 Analyzer LiquiTOC elementar. Dla
kazdej probki pomiar TOC wykonywany byl trzykrotnie celem ograniczenia
bledu pomiaru.

Warunki pracy mikrobiologicznego ogniwa elekrolitycznego

W trakcie pomiaréw elektrochemicznych, gdy przyktadano zewnetrzne
napiecie do uktadu, obie komory byly ciagle nasycane gazowym azotem.
Przyktadane napiecie wzrastato stopniowo od 0 do 0,75 V z szybkoscig 0,1 V/h.
Tak powolna zmiana byla spowodowana dazeniem do obnizenia pradéw po-
jemnosciowych (niefaradajowskich) do mozliwie najnizszego poziomu. Po za-
konczeniu kazdego okresu polaryzacji potencjat anody powracal do 0 V na 4 h
w celu ustalenia rownowagi chemicznej i elektrochemicznej. Podczas polary-
zacji komora katodowa pozostawata zamknieta, aby umozliwi¢ gromadzenie
i pomiar objetoSci wydzielanego wodoru. W trakcie pomiaréw temperatura
uktadu wynosita 30°C. Probki gazu analizowano za pomoca chromatografu
gazowego. Calkowita objeto§¢ wodoru mierzono za pomocg zbiornika ze-
wnetrznego potaczonego z komorag katodowg (rys. 2).

Zjawiska wplywajace na zmiany pH w ogniwie

Zmiana pH w komorze bioelektrolizera nastepuje w czasie kazdej elektro-
lizy, pomimo obecnosci buforu fosforanowego. Dla proceséw trwajacych go-
dzine ta zmiana jest niemal niezauwazalna i wynosi kilka setnych wartosci
pH, natomiast po pomiarach trwajacych 3 h i dluzej zmiany te przekraczaja
0,1 jednostki pH. Z tego wzgledu po przeprowadzeniu kilku procesow wy-
dzielania wodoru wymagana jest korekta pH poprzez dozowanie okreslonych
ilosci roztworéw HCI (obnizenie pH) lub odpowiednio NaOH (podniesienie
pH) do pracujacych roztworéw anolitu i katolitu do prawidlowego zakresu
pH = 6,5-7,0.

W miare postepu elektrolizy w anolicie nastepuje spadek pH elektrolitu,
zgodnie z przebiegiem reakcji utleniania paliwa:

CH,COO" + 4 H,0 - 2HCO, + 9H* + 8 "

W zwigzku z niskg efektywnoscig transferu protonéw przez membrane
ulegaja one akumulacji w roztworze anolitu, natomiast w katolicie faktycz-
nie redukcji ulegaja czasteczki wody. Roztwor katolitu ulega alkalizacji
w zwigzku z redukcjg czasteczek wody:
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8H,0 + 8 e > 4H, + 8OH"

W miare postepu procesu elektrolizy i utleniania octanéw narastajg straty
energii uktadu spowodowane wzrostem nadpotencjalu transportu masy. Ma
miejsce akumulacja protonéw w anolicie, gtéwnie w obszarze biofilmu, gdzie
szybko$¢ transportu octanow i produktow jego utleniania do i z powierzchni
elektrody jest ograniczona (dyfuzja i mieszanie). Dodatkowo transfer proto-
now przez membrane charakteryzuje sie niskg efektywnoscia, co skutkuje
narastaniem gradientu pH, a szczegolnie szkodliwym zjawiskiem jest obni-
zanie sie pH w biofilmie — powodujgce inhibitowanie metabolizmu bakterii.
Spodziewane jest zatem spowolnienie wydzielania wodoru w miare trwania
procesu bioelektrolizy dla proceséw prowadzonych dluzej niz przez 2 h.

Po zakonczeniu pomiaru wydzielania wodoru, ukiad powraca do pracy
w trybie mikrobiologicznego ogniwa paliwowego poprzez ponowne zataczenie
ciagtego napowietrzania katody oraz przytozenie zewnetrznego oporu.

Parametry pomiarow elektrochemicznych

Napiecie elektryczne (V) pomiedzy anoda i katoda, jak réwniez pomiedzy
anodg i elektroda odniesienia (nasycona elektroda kalomelowa, SCE) mie-
rzono za pomocg specjalnie zbudowanego systemu sterujacego i pomiarowe-
go (rys. 3).
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Rys. 3. Ekran kontrolny pracy mikrobiologicznego ogniwa
Prad (I) i moc (P) ogniw obliczano z pomiaréw spadku napiecia na oporni-

ku R = 1 kQ, stanowigcym stale obcigzenie elektryczne urzadzenia, zgodnie
z réwnaniami: I = V/R oraz P = V¥/R.
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Moc elektryczna ogniw oraz generowany prad zostaly znormalizowane
wzgledem powierzchni geometrycznej anody. Krzywe polaryzacyjne genero-
wano poprzez zmiane obcigzenia elektrycznego ogniwa w przedziale od 10 do
100 kQ.

Wydajnosé kulombowska (CE) zostata obliczona jako stosunek catkowitego
tadunku przeptywajacego przez uktad (catka pradu po czasie) do teoretycznej
ilosci tadunku generowanego przez paliwo, zaktadajac mozliwo$¢é uzyskania
8 moli elektronéw z 1 mola octanéw.

Odzysk energii szacowano, dzielac catkowity uzysk energii elektrycznej
(catka mocy po czasie) przez entalpie spalania octanow.

Wydajnosé potencjalowa (PE) zostata obliczona z usrednionego napiecia
ogniwa (catkowita energia dzielona przez zmierzony tadunek elektryczny)
i z termodynamicznego potencjatu ogniwa (E) zgodnie z rownaniem PE = V/E.

Wydajnosé konwersji energii (ECE) szacowano wylacznie w oparciu o pa-
rametry elektryczne ogniw, tj. wydajnosci kulombowskiej i potencjatlowej. CE
reprezentuje te cze$¢ strumienia elektronow, ktorg bakterie przekierowuja
z paliwa do powierzchni anody, za§ PE jest skutecznym udzialem réznicy
potencjatéw pomiedzy paliwem i koncowym akceptorem elektronéw (tle-
nem). Zatem ECE mozna obliczy¢, mnozac CE przez PE. ECE zostato takze
obliczone poprzez podzielenie catkowitej energii elektrycznej (P x czas) przez
teoretyczng entalpie swobodng ogniwa AG.

Sita elektromotoryczna (SEM) ogniwa zostata otrzymana z krzywych pola-
ryzacyjnych poprzez ekstrapolacje liniowej czesci wykresu do przeciecia z osig
napiecia (prad = 0).

Opoér wewnetrzny ogniwa obliczono z zaleznos$ci SEM/I.

9.3. Rozruch ogniwa

Przed rozpoczeciem formowania biofilmu w komorze anody zapewnione
zostaly warunki anaerobowe. Nastepnie dokonano inokulacji bakterii po-
przez znajdujacy sie na wlotowym przewodzie cyrkulacyjnym port karmienia
w iloéci 15 ecm?® inokulum. Inokulum pochodzilo z osadu czynnego pobranego
z oczyszczalni Sciek6w komunalnych ,Debogérze” wymieszanego z fermento-
wang kapusta. Opor przeptywu pradu w obwodzie pomiedzy elektrodami
ustalono jako staty na poziomie 1 kQ. Zgodnie z oczekiwaniem, po ok. 20 h
inkubacji napiecie ogniwa zaczelo powoli wzrastac. W tym czasie potencjat
anody obnizyt sie z -0,33 V do -0,37 V. Gdy napiecie dalej rosto przez kolejne
25 h, potencjal anodowy pozostal bez zmian. Takie zachowanie ttumaczy sie
aktywnoscig bakterii w formie planktonu (przypuszczalnie za posrednictwem
mediatoréw). Kiedy napiecie ogniwa osiggneto warto$¢ maksymalna, poten-
cjat anody znowu obnizal sie skokowo do wartosci -0,44 V. Swiadezy to
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o utworzeniu biofilmu, ktérego bakterie przejmujg role transferu elektronéw
do powierzchni elektrody.

Przez nastepne godziny obserwowano powolny spadek napiecia wraz
z niewielkimi fluktuacjami potencjatu. Po 180 h, zanim pojawity sie widoczne
objawy glodowania biofilmu, roztwor anolitu zostal zasilony 4 mg ekstraktu
drozdzowego. Napiecie wowczas wzrosto, uzyskujac bardzo szybko wartosé
maksymalna, po czym bez przechodzenia w obszar plateau réwnie szybko spa-
dlo. W tym samym czasie potencjat powoli wzrastat az do momentu przejécia
w faze gtodu biofilmu, kiedy to odnotowano dramatyczny wzrost potencjatu.
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Rys. 4. Poczatek pracy mikrobiologicznego ogniwa paliwowego z osadu Sciekowego.
Strzatka pionowa oznacza moment dodania 4 mg ekstraktu drozdzowego

Dalsze rozbudowanie i wzmocnienie biofilmu przeprowadzono poprzez
stymulowanie uktadu stalym napieciem elektrycznym. W tym celu wymie-
niony zostal roztwor buforu w anolicie, uzupelniono ubytek octanéw oraz
podiaczono zZrodto statego napiecia do ogniwa. Anode polaryzowano potencja-
tem -0,1 V wzgl. SCE przez trzy dni, a nastepnie -0,4 V przez nastepne dwa
dni. Po tym czasie przeprowadzono badania polaryzacyjne i stwierdzono, ze
prad zwiekszyl sie z 1,2 mA do 10 mA. W celu sprawdzenia, czy nastapito
ustabilizowanie biofilmu, potencjat anody polaryzowano potencjalem -0,4 V
przez kolejne trzy dni. Przez ten czas rejestrowany prad (oraz potencjat przy
stalym obciazeniu — rys. 5) nie wzrést. Swiadezy to o uzyskaniu przez biofilm
optymalnej struktury i sprawnosci konwersji energii. W czasie okresu wzro-
stu biofilmu pH anolitu byto regularnie sprawdzane i korygowane do 7, jesli
pojawiata sie taka konieczno$é.

Charakterystyka przemiany energii chemicznej w elektrycznosé, zacho-
dzacej w ogniwach mikrobiologicznych, zostata przeprowadzona poprzez po-
miar ustalajacego sie (ok. 15 min) napiecia ogniwa wskutek zmiany (od
bardzo wysokiego do prawie zerowego) zewnetrznego oporu elektrycznego
pomiedzy elektrodami (rys. 6). Uzyskana zalezno$¢ napiecia od pradu (krzy-
wa polaryzacyjna) pokazuje poczatkowy bardzo silny spadek napiecia
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Rys. 5. Wykres zalezno$ci napiegcia (1), potencjatu katody (2) i anody (3) od czasu uzyskanych
z mikrobiologicznego ogniwa paliwowego z wyksztatlconym biofilmem i zawierajacym octany

(zakres aktywacyjnej kontroli przeniesienia tadunku) wynoszacy ok. 300 mV.
Wzglednie wysoka aktywacyjna strata napiecia to skutek spowolnionego
transferu tadunku do elektrody zaréwno z biofilmu, jak i z bakterii wystepu-
jacych w postaci planktonu. Wplyw tych ostatnich na ksztattowanie sie na-
piecia w ogniwie wynika ze stosowania rozpuszczalnych mediatorow stuza-
cych do przenoszenia tadunku pomiedzy btong komoérkowa bakterii
a powierzchnig grafitowej elektrody. W dalszej czesSci wykresu polaryzacyjne-
go widoczne jest prawie liniowe obnizanie napiecia w zakresie pradu od
0,5 do 1,2 mA/dm?2. Ta cze$é krzywej odzwierciedla omowy zakres kontroli
pracy ogniwa. Odwzorowanie liniowe tego wycinka wykresu umozliwia wy-
znaczenie oporu wewnetrznego ogniwa wynoszacego ok. 360 Q. Na te war-
to$¢ sktadajg sie m.in. przewodnos¢ elektryczna roztworéw, a takze opory
elektryczne membrany i stykow elektrod. Ogniwo osiaga najwieksza moc
10 mW/m?2 dla pradu 0,7 mA/dm?2 (400 Q).
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Rys. 6. Wykres krzywej polaryzacyjnej i zalezno$¢ mocy ogniwa od generowanego pradu
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Nalezy podkresli¢, ze moc mikrobiologicznych ogniw moze rézni¢ sie zna-
czaco miedzy poszczegélnymi rozwigzaniami, gdyz duzy wplyw na nig maja;
stezenie elektrolitu, dostepno$¢ wegla organicznego, reakcja katodowa, opor
omowy uktadu, wlaczajac w to membrane rozdzielajaca anolit od katolitu,
a takze rodzaj materiatlu, z jakiego wykonana jest anoda oraz sktad i struk-
tura biofilmu.

We wszystkich opisywanych badaniach uzyto octanéw jako jedynego zro-
dta elektronéw i zaden inny, poza anoda, akceptor elektronéw nie byt dostep-
ny dla bakterii. Na rysunku 7 przedstawiono zalezno$é napiecia od czasu
pracy ogniwa dla sekwencyjnego zasilania ogniwa 1 i 0,5 mM octanami.
Napiecie zaczelo rosnaé niedlugo po dodaniu paliwa, osiagajac plateau po 2 h
i utrzymywalo warto§¢ ok. 0,42 V przez nastepne 20 h. Nizsze stezenie
octanéw generowato takie same napiecie, jak stezenie wyzsze, chociaz w po-
przednim wypadku czas trwania napiecia byl znacznie krétszy. Napiecie
ogniwa spadato gwaltownie, gdy stezenie octanu w roztworze sie wyczerpy-
wato. Uzupelnienie ubytku paliwa powodowato wznowienie transferu elek-
tronow do anody i napiecie znowu rosto. Dane widoczne na rysunku zostaly
uzyte do obliczenia parametrow elektrycznych ogniwa, takich jak tadunek,
energia elektryczna, gesto$é pradu, a takze wydajno$é konwersji energii.
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Rys. 7. Generowanie energii elektrycznej poprzez sekwencyjne zasilanie ogniwa octanami
w stezeniach 11 0,5 mM
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Rys. 8. Zalezno$¢ tadunku i wydajnosci kulombowskiej dla mikrobiologicznego ogniwa
paliwowego zasilanego sekwencyjnie 1 mM octanow
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Rysunek 8 ilustruje zaleznosé tadunku elektrycznego i wydajnosci kulom-
bowskiej, uzyskanych w ogniwie sekwencyjnie zasilanym paliwem organicz-
nym. Prad szczatkowy o wartosci 0,020 mA, ktéry ptynie w ogniwie przed
dodaniem paliwa i po jego wyczerpaniu, jest skutkiem nagromadzenia pali-
wa w biofilmie. Caltkowita wymiana anolitu nie umozliwia usuniecia tych
,resztek” paliwa biofilmu, dlatego wartosci przedstawione na wykresie
uwzgledniajg niezerowy prad szczatkowy. Wystepowanie pradu szczatkowego
obserwowano takze w innych badaniach (Borole i in. 2009; Freguia i in.
2007). Catkowity tadunek generowany przez ogniwo po dodaniu octanéw
wynosil ok. 4 kC/m? i nie zmienial sie w czasie kolejnych doé§wiadczen.
Poniewaz teoretyczny tadunek elektryczny zawarty w 1 mM octanéw wynosi
262 C, to wydajnosé¢ kulombowska oscylowata w granicach 8-12%. Uzyskane
wyniki wskazujg na duza trwalos§é i powtarzalno$é pracy wytworzonego bio-
filmu.

Uzysk i odzysk energii sg wzglednie niewielkie i pozostajg praktycznie
niezmienne dla poszczegélnych wsadéw paliwa (rys. 9). Wytworzona w ogni-
wie energia wyniosta ok. 0,5 kJ/m? lub 10-11 kJ/mol. Oszacowany odzysk
energii chemicznej zawartej w paliwie wynosit 1-1,5%.
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Rys. 9. Zaleznos¢ energii i odzysku energii uzyskanych z mikrobiologicznego ogniwa
paliwowego zasilanego sekwencyjnie 1 mM octanow

Degradacja ztozonej materii organicznej, zwlaszcza bogatej w weglowoda-
ny, za pomocg fermentacji lub przemian elektrogennych w ogniwach mikro-
biologicznych (paliwowych badz elektrolitycznych) czesto prowadzi do po-
wstania kwasu octowego jako produktu koncowego lub przejsciowego, ktory
w kolejnych etapach ulega dalszej konwersji do metanu, biowodoru lub elek-
trycznosci. Dlatego, obok glukozy, octany sa prawdopodobnie najczesciej sto-
sowanym pojedynczym zZrodlem wegla organicznego w badaniach nad mikro-
biologicznymi ogniwami (Geelhoed i in. 2010). Elektrogenna przemiana
energii chemicznej octanéw (jak réwniez kazdej innej utlenianej substancji
organicznej) moze prowadzi¢ do powstania elektrycznosci oraz catego szere-
gu zjawisk ubocznych — traktowanych w tym przypadku jako straty:
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1) obecnosé sladowych iloSci tlenu w anaerobowej cze$ci ogniwa (wynikajaca
z przenikania tlenu do anolitu przez membrane jonoselektywna), chociaz
nie wiemy definitywnie, czy tlen podtrzymuje bakterie tlenowe, ktoére
metabolizuja ,bezuzytecznie” paliwo organiczne, czy tez obniza sprawnoscé
dziatania elektrogennego biofilmu (zbiera elektrony z powierzchni elektro-
dy w trakcie ich transferu z bakterii);

2) utrata paliwa spowodowana innymi procesami redoks, wlaczajac powsta-
wanie wodoru lub metanu (odpowiednie formy bakterii musza by¢ w ukta-
dzie obecne), powiazana z jednoczesng redukcjg siarczanéw do siarczkow;

3) paliwo wykorzystywane do wzrostu biomasy (metabolizm asymilacyjny);

4) czes¢ energii tracona w formie nieodwracalnej wymiany ciepta, ktora to-
warzyszy zarowno przemianom metabolicznym, jak i przepltywowi stru-
mienia elektronow.

Energia wigzan uwolniona podczas reakcji utleniania jest przekazywana
do produktéw finalnych (CO,) i do nosnikéw energii, czyli protonéw i elek-
tronéw. Istota oddychania komorkowego jest synteza ATP powiazana z trans-
portem protonow w poprzek membrany komorkowej. Postuluje sie, ze na
utworzenie 1 mola ATP wymagany jest transfer 3 moli H* i utrata ciepta
w iloSci 20 kd/mol (Schink i in. 1997). W przypadku utleniania octanow,
ktore skutkuje powstaniem 9 moli protonéw, przyblizona wielko§¢ strat cie-
pta wynosi 60 kd/mol, tj. ok. 27% catkowitej energii przenoszonej przez
elektrony i protony (potencjat redoks pary CH,COO7/HCO, ,H* wynosi -0,288 V,
co odpowiada AG = +222,3 kd/mol).

Ponadto octany sg prawdopodobnie wykorzystywane do wzrostu biomasy
bakterii, w postaci kwasu beta-hydroksymastowego, zgodnie z reakcja;:

9CH,COCoA + 9H,,0 - 4C,H,0, + 2HCO, + 6H* + 9H-CoA

Octany sa wykorzystywane przez bakterie do pozyskiwania energii (meta-
bolizm dysymilacyjny) poprzez jego utlenianie w cyklu cytrynowym. Poten-
cjat redoks tej reakcji (w warunkach panujacych w ustroju zywych bakterii:
pH = 7, [CH,COO] = 1 mM i [HCO,] = 5 mM) wynosi -0,288 V. Tlen jako
zewnetrzny akceptor elektronow w ogniwach zapewnia bakteriom najwyzszy
mozliwy uzysk energii (najefektywniejszg produkcje ATP), jednakze redukcja
tlenu na elektrodach statych (metale, tlenki metali, grafit, grafen, nanoruki
weglowe) przebiega z bardzo wysokim nadpotencjatem (dodatkowa energia
bedaca roznicg pomiedzy rzeczywistym potencjalem przebiegu reakcji a po-
tencjatem réwnowagowym wynikajacym z zaleznoSci termodynamicznych).
Nadpotencjal redukeji tlenu wynika z silnej adsorpcji tlenu i hydroksytlen-
kow na powierzchni elektrody. Energia zwigzana ze zjawiskiem nadnapiecia
nie jest dostepna dla bakterii. Mozemy wiec mowi¢ o stracie energii, ktora
wplywa na wszystkie parametry pracy mikrobiologicznych ogniw, zwlaszcza
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generowanego napiecia i mocy (rys. 10). Nadnapiecie wydzielania tlenu jest
zmienne w zaleznosci od rodzaju uzytego materiatu elektrodowego (katody).
W przypadku platyny i zelaza wynosi odpowiednio 110 i 250 mV.
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Rys. 10. Zaleznos¢ gestosci pradu i napiecia uzyskanych z mikrobiologicznego ogniwa
paliwowego zasilanego sekwencyjnie 1 mM octanow

9.4. Bioelektrolityczne wydzielanie wodoru

Wielkoscia obrazujaca sprawnos$é pracy bioelektrolizera jest objetosciowa
wydajnoéé wydzielania wodoru, normalizowana na objeto§é anolitu (m3)
i czas trwania elektrolizy (doby). Na wyniki bioelektrolizy, obok czynnikéw
abiotycznych, takich jak przewodnos¢ elektryczna roztwordéw, transport
masy przez elektrolit i membrane jonoselektywna, pH wplyw majgq zjawiska
wystepujace w biofilmie, a w szczegdlnosci:

1) biofilm tworzg mieszane kultury bakterii stad mozliwo$é pojawienia sie
alternatywnego metabolizmu — metanogenezy, w zwigzku ze wzrostem
ilo$ci bakterii metanogennych w roztworze (wzrost w miare uptywu czasu
pracy ogniwa) zmniejsza sie dostepnosé paliwa dla biofilmu;

2) dtugi okres pracy anolitu (10 dni od wymiany anolitu) przyczynia sie do
narastania stezenia protonéw oraz innych metabolitow w biofilmie, hamu-
jac w ten sposob aktywno$¢ metaboliczng bakterii aktywnych bioelektro-
chemicznie;

3) okresowa wymiana roztworu anolitu ma na celu wyptukanie z biofilmu
nagromadzonych produktéw przemian metabolicznych bakterii, usuniecie
zawieszonych w roztworze bakterii metanogennych oraz od$wiezenie bufo-
ru fosforanowego — czynnosc ta spowodowata zauwazalny wzrost wydajno-
$ci wydzielania wodoru w kolejnych procesach bioelektrolizy.

W tabeli 2 i na rysunku 11 przedstawione zostaly wydajnosci objetos-
ciowe wydzielania wodoru $rednie oraz maksymalne dla poszczegdlnych
napie¢ bioelektrolizy. Przebieg linii wykresu wskazuje na niemal propor-
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cjonalny wzrost wydzielania wodoru ze wzrostem napiecia bioelektrolizy.
Najwieksza wydajnosé QObj = 320 dm?® zostala zarejestrowana dla napiecia

obj

0,8V.
Maksymalne oraz $rednie wydajnosci wydzielania wodoru Q

U (v) Q,, (dm?) Q,,j max (dm?)
0,4 66,5 66,8
0,5 100,0 118,0
0,6 173,1 243,2
0,7 250,1 252.8
0,8 300,3 320,0
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Tabela 2

Rys. 11. Srednia (1) oraz maksymalna (2) objetosciowa wydajnosé wydzielania wodoru
oraz potencjal anody (3) w zaleznosci od napiecia elektrolizy

Na rysunku 11 widoczne sa zmiany potencjalu anody w zaleznosci od
napiecia bioelektrolizy dla poszczegdlnych maksymalnych wydajnosci Qobj.
Jak widaé¢, dla napiecia elektrolizy U = 0,8 V potencjat anody raptownie
wzrasta, w porownaniu z napieciem U = 0,7 V nastepuje wzrost wartosci od
-0,428 do -0,38 V. Podana zmiana potencjalu anody wynikaé¢ moze z wysta-
pienia nadpotencjatu stezeniowego. Dla wartosci 0,8 V prad bioelektrolizy
jest najwiekszy. W zwiazku z tym szybkos¢ wydzielania wodoru oraz utlenia-
nia paliwa jest wigksza w porownaniu z nizszymi napigciami prowadzenia
procesu. Powoduje to niedostatecznie szybka migracje paliwa do biofilmu.
Czynnikiem ograniczajacym jest zatem zjawisko niedostatecznego dostepu
paliwa dla bakterii, ktére hamuje jego aktywnos¢ bioelektrochemiczna.
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9.5. Stopien konwersji paliwa do wodoru

Stopien konwersji paliwa do wodoru jest dla procesow biokatalizowanej
elektrolizy znaczacym parametrem decydujacym o jego sprawnosci przetwa-
rzania biomasy do wodoru. Przy zastosowaniu octanéw jako paliwa mozliwe
jest uzyskanie teoretycznie 3,5 moli wodoru na mol utlenionego octanu,
zgodnie z reakcja:

CH,COO" + 2H,0 - 3,5H, + 2CO,
Maksymalny stopien konwersji uzyskany w badaniach wyniést 3,3 mol

wodoru na mol paliwa podczas napiecia bioelektrolizy réwnego 0,5 V. Rezul-
taty dla poszczegélnych napieé prezentuje tabela 3.

Tabela 3
Stopien konwersji octanéw do wodoru w zaleznosci od napiecia elektrolizy
U W) W00 (mol/mol)
04 1,0
0,5 3,3
0,6 1,5
0,7 0,4
0,8 0,6

9.6. Wydajnos¢ kulombowska

Maksymalna wartos¢ wydajnosci kulombowskiej uzyskanej w procesie to
54,7% dla napiecia bioelektrolizy 0,5 V. Najnizsze wartosci, nieco ponad 1%,
zostaly uzyskane dla najwiekszych napieé, co sugeruje, ze udzial energii
pochodzacej z octanéw zmniejsza sie¢ wraz ze wzrostem napiecia >0,5 V,
a rosnie udzial energii elektrycznej dostarczanej z zewnetrznego zrédia na-
piecia. Usrednione wyniki dla kazdej wartosci napiecia przedstawia tabela 4.

Tabela 4
Wartosci wydajnosci kulombowskiej dla poszczegolnych napieé
Uw We (%)
0,4 115
0,5 12,0
0,6 3,9
0,7 1,2
0,8 1,9
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Wydajnosci kulombowskie uzyskane w wyniku procesu wahajg sie w gra-
nicach 1,2-12,0%.

Na tak niskg wydajno$é kulombowska wpltyw moglo mieé¢ wystapienie
alternatywnego metabolizmu, tj. metanogenezy, badZ procesu metabolizmu
aerobowego zwiazanego z przedostawaniem sie tlenu do anolitu, bedacych
przyczyna strat paliwa.

9.7. Wydajnosci energetyczne

Catkowita wydajno$¢ energetyczng uwzgledniajaca energie dostarczonag
z zasilacza oraz octanéw przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5
Catkowite wydajnosci energetyczne procesu bioelektrolizy dla poszczegdlnych napiec

U (V) ne (%)
0,4 30,8
0,5 34,3
0,6 28,5
0,7 114
0,8 18,2

Catkowita wydajnos¢ energetyczna, a wiec stopien wykorzystania energii
z zewnetrznego Zrédla oraz substratow znc dla uktadu waha sie w granicach
11,4-34,8%. Najwyzsza wydajnos¢ energetyczng uzyskano dla napiecia bio-
elektrolizy wynoszacego 0,5 V. Zwigkszanie napiecia bioelektrolizy powoduje
obnizenie wydajnosci energetycznej, podobnie jak wydajnosci kulombowskiej
(tab. 4). Moze by¢ to spowodowane wzrostem udziatu nadnapie¢ zwigzanych
z transportem masy do i z elektrod (procesy biegnace na elektrodach zalezg
m.in. od szybkosci dostarczania substratow do ich powierzchni, za§ w przy-
padku wyzszych napieé, a wiec i pradow, wymiana masy nastepuje szybciej,
co moze powodowaé niedostatecznie szybkie dostarczanie reagentéw do elek-
trod). Ponadto nalezy zwréci¢ uwage na fakt, iz proces bioelektrolizy dla
napieé o najwyzszych wydajnosciach energetycznych oraz wydajnosci kulom-
bowskiej prowadzony byt Srednio w czasie dtuzszym (ok. 3 h) niz dla napiec
wyzszych (1 h). Stad wydajnosé energetyczna i kulombowska zalezy od czasu
trwania elektrolizy i to na korzy$¢é proceséw prowadzonych diuzej — ok. 3 h.
Naktad energetyczny wytworzenia 1 m3 wodoru w procesie bioelektrolizy
w zalezno$ci od zastosowanego napiecia zilustrowano na rysunku 12.
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Rys. 12. Sredni naktad energetyczny w przeliczeniu na 1 m? wydzielonego wodoru
w zaleznosSci od napiecia bioelektrolizy

7Z analizy otrzymanych wynikoéw pod katem nakltadéw energetycznych
plynie wniosek, iz koszt wytworzenia wodoru metoda biokatalizowanej elek-
trolizy, w poréwnaniu z naktadami energii w procesie konwencjonalnej elek-
trolizy, jest znaczaco nizszy. W zakresie przykladanej z sieci energii elek-
trycznej do bioelektrolizera naklad energetyczny oscyluje w granicach
0,22-0,28 kWh/m3H2. Konwencjonalny proces elektrolizy przemystowej po-
chtania natomiast ok. 4,5-5,0 kWh/m®H,. Poniesione koszty energii elek-
trycznej do produkcji wodoru w wyniku procesu bioelektrolizy wynoszg
ok. 0,07 zt za 1 m® wodoru, natomiast w przeliczeniu na 1 kg wodoru — ok. 0,8 z}
(stawka za 1 kWh wg taryfy polskiego dostawcy energii to 0,28 z1). Biorac
pod uwage warto$¢ opatowa wodoru, czyli 3,0-3,54 kWh/m3H,,, odnotowuje-
my zysk energetyczny wynikajacy z faktu, iz warto$¢ energetyczna otrzyma-
nego wodoru jest wieksza niz wktad energii elektrycznej (poniesiony w iloSci
0,22-0,28 kWh/m3H2). Zysk energetyczny powstaty w wyniku procesu wy-
dzielania wodoru metoda bioelektrolizy wynosi ponad 1000%. Uzyskujemy
zatem ponad 10-krotnie wiecej energii w postaci wydzielonego wodoru
w stosunku do naktadu energii elektrycznej.

Tabela 6
Poréwnanie kosztow produkeji wodoru*
Naktad energetyczny Koszt energii Energia Zysk
wydzielonego | energetyczny
MOE elektroliza MOE elektroliza wodoru
0,25 kWh 4,8 kWh 0,07 zt 1,34 zt 3,3 kWh 1300 %

* szacunkowe obliczenia dotyczg 1 m?® H,

MOE - mikrobiologiczne ogniwo elektrolityczne (biokatalizowana elektroliza)
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9.8. Praca biofilmu

Praca bioelektrolizera charakteryzowata sie nieregularnoscia przeprowa-
dzania proceséw bioelektrolizy (odstep czasowy pomiedzy pomiarami), kto-
rych czas prowadzenia nie przekraczal zwykle 3 h. Uklad pracowat zatem
jako mikrobiologiczne ogniwo paliwowe generujace prad elektryczny, nato-
miast na czas procesu bioelektrolizy, zwykle dwoch procesow w ciggu dnia,
uktad zasilany byt dodatkowa energia pochodzaca z zasilacza. Dostarczana
energia umozliwiala wydzielanie wodoru, oddzialujac w sposéb znaczacy na
potencjat bioanody. W trakcie trwania bioelektrolizy potencjal bioanody
wzrastat.

Praca biofilmu zalezy od zakresu wartosci pH oraz stezenia paliwa
w anolicie. Udowodniono, iz pH o wartosci nizszej od optymalnego zakresu
6,5-7,0 powoduje wzrost potencjalu anody wraz ze zmniejszeniem wydajno-
$ci wydzielania wodoru. Nieuniknione gromadzenie sie protonéw w biofilmie
wywotuje ostabienie czynnosci metabolicznych bakterii, prowadzac do obni-
zenia wydajnosci uktadu. Obserwujemy woéwcezas wzrost potencjatu anody
w wyniku ostabienia przekazywania elektronéw z bioanody na elektrode.
Wraz ze spadkiem stezenia paliwa potencjal anody rosnie, obnizajac wydaj-
no$¢ wydzielania wodoru.
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Rys. 13. Potencjat anody (1) oraz wydajno$¢ wydzielania wodoru (2) w kolejnych dniach pracy
biofilmu dla napiecia elektrolizy 0,6 V

Przebieg krzywych na rysunku 13 jest zréznicowany. Po procesie bioelek-
trolizy w pierwszym dniu zaobserwowano spadek wydajnosci wydzielania
wodoru w dniu nastepnym. Spowodowane to bylo obnizeniem stezenia pali-
wa w anolicie. Zgodnie z przewidywaniami, potencjat anody rosnie w odpo-
wiedzi na mniejszg dostepnosé paliwa dla mikroorganizméw. W 8 dniu odno-
towano dwukrotng poprawe wydajnosci wydzielania wodoru. Tego dnia tuz
przed procesem bioelektrolizy wymieniony zostat roztwoér anolitu, dodane
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paliwo oraz regulacja wartosci pH do 7. Trzy dni pozniej, w miare wyczerpy-
wania sie dostepnego paliwa, uzyskana wydajnosé byta mniejsza. Po uptywie
kolejnych trzech dni, w czasie ktérych przeprowadzono procesy bioelektroli-
zy dla innych napieé, wydajnos¢ réwniez byta obnizona (6 dni po wymianie
anolitu) na skutek niskiego stezenia paliwa oraz stopniowego nagromadza-
nia sie na biofilmie produktéw metabolizmu bakterii, gtéwnie protonow.

9.9. Degradacja biofilmu

Istnieje przypuszczenie, ze biofilm moze ulegaé¢ degradacji na skutek pola-
ryzacji zewnetrznym zrodlem zasilania. W przemysle zastosowanie maja
techniki elektrolizy majace na celu, jako alternatywa dla chemicznych $rod-
kow, kontrolowang degradacje biofilmu w aspekcie technologii zabezpiecze-
nia przeciwporostowego mikroorganizmow na wszelkiego rodzaju przemysto-
wych rurociggach pompujacych surowa wode (np. morska lub rzeczng do
wykorzystania w procesach wymiany ciepta). Stwierdzono, iz przykladanie
napiecia rzedu 1 V wraz z pradem w zakresie 50-100 mA/m? powoduje
skuteczna degradacje rzedu 80% zaniku biofilmu w okresie badania.

Badania wykazaty, iz przyktadane napiecie o wartoSci ponizej 2 V nie
wplywa na wydajnos$¢ pracy biofilmu, natomiast zastosowanie napieé¢ wiek-
szych niz 3 V skutkuje minimum 15-godzinng fazg regeneracji biofilmu
(osiagniecie napiecia pracy sprzed bioelektrolizy). Napiecie rzedu 9 V wywo-
tuje 60-godzinng faze regeneracji, a wiec bardzo powazne uszkodzenia biofil-
mu. Wowczas okres ten stanowi czas rozwoju nowych kolonii bakteryjnych
zawieszonych w anolicie.

Warunki prowadzenia bioelektrolizy w niniejszych badaniach charaktery-
zowaly sie maksymalng gestoscia pradu rzedu 2,3 mA/m?2 oraz napieciem nie
przekraczajacym 0,8 V. Stad wszelkie domniemania odnosnie uszkodzen bio-
filmu, ktére pojawiaja sie na skutek obserwacji wzrostu potencjatu anody
badz obnizenia wydajnosci wydzielania wodoru, ttumaczone sa gtéwnie taki-
mi czynnikami, jak niedobér paliwa badZz zmianami pH. Wystapienie uszko-
dzenia biofilmu sugerowaloby znaczace obnizenie wydajnosci wydzielania
wodoru w kolejnym procesie bioelektrolizy (prowadzonych czesto w odste-
pach kilkugodzinnych). Tego typu korelacji jednak nie stwierdzono.

9.10. Podsumowanie

W celu zbadania mozliwo$ci wydzielania wodoru z materii organicznej
z zastosowaniem bakterii aktywnych elektrochemicznie jako katalizatora
oraz paliwa organicznego skonstruowany zostal bioelektrolizer oraz zbudowane
stanowisko badawcze. Naktady energetyczne ponoszone poprzez dostarczanie
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energii z zasilacza do bioelektrolizera okazatly sie znaczaco nizsze niz nakla-
dy energetyczne ponoszone w konwencjonalnej elektrolizie w przeliczeniu na
wydzielony 1 m?® wodoru. Stanowi to o wartoSci procesu bioelektrolizy ze
wzgledow ekonomicznych.

Wyniki uzyskiwane na bazie octanow jako paliwa pokazuja, iz mozliwe
jest uzyskiwanie biowodoru z dobra wydajnoscia przy kilkukrotnie nizszych
naktadach energii elektrycznej niz w przemystowej elektrolizie. Jednoczes$nie
z wydzielaniem wodoru redukcji ulegata zawartosé¢ wegla organicznego na
skutek aktywnosci biokatalitycznej bakterii na biofilmie anody. Mamy wiec
do czynienia z systemem, ktory w efektywny sposéb wykorzystuje aktywne
elektrochemicznie bakterie do produkcji wodoru oraz redukcji zawartosSci
materii organicznej odpadéw $ciekowych (zastosowany zostat modelowy od-
pad Sciekowy/pofermentacyjny, jakim jest octan).

Objetosciowa wydajnosé wydzielania wodoru uzyskana zostata na pozio-
mie 320 dm?® wodoru na 1 m?® anolitu w przeliczeniu na dobe dla napiecia
0,8 V, natomiast stopien konwersji energii (wydajnosci kulombowskiej) osia-
gnal maksymalnie 54,7% dla napiecia 0,5 V. Catkowita wydajnosé energe-
tyczna, a zatem uwzgledniajaca wktad energii elektrycznej oraz zawartosci
energii paliwa (na podstawie energii spalania octan6w) osiaggneta 60,9% dla
napiecia bioelektrolizy réwnego 0,5 V. Wyniki te sg bardzo obiecujace.

Stopien konwersji paliwa do wodoru waha sie w granicach 0,4-3,3 mola
wodoru na 1 mol octanu. Sg to wielkos$ci Swiadczace o stosunkowo duzej
efektywnosci konwersji zaprojektowanego bioelektrolizera. Wada konstrukeji
pozostaje duzy opor wewnetrzny uktadu na poziomie 240 Q, ktéry znaczaco
wplywa na obnizenie wydajnosci uktadu.

Ostatecznie naktad energetyczny obliczony zostat na poziomie 0,22-0,28 kWh
na 1 m?® wodoru, co stanowi ok. 20-krotnie tansze zrédto wodoru niz przemy-
stowa elektroliza. Istnieje jednak jeden warunek, aby technologie biokatali-
zowanej elektrolizy uznaé¢ za przyjazng Srodowisku zrownowazong metode
wydzielania wodoru — energia elektryczna przykladana do ukladu powinna
pochodzi¢ wylacznie ze zZrodet odnawialnych.
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10. Termiczne przetwarzanie pozostalosci
z produkcji bioetanolu z biomasy lignocelulozowej

Dariusz Wisniewski, Jakub Pulka, Andrzej Bialowiec

10.1. Wprowadzenie

Etanol powstajacy w wyniku fermentacji cukrow stanowi zrédio energii
odnawialnej. Jest stosowany jako domieszka lub w zastepstwie paliw ptyn-
nych. Do tego celu produkowany jest z przemystowych odmian kukurydzy
(Chander i in. 2007), co zresztg budzi wiele kontrowersji i etycznych sporéw
(Pimentel 2003) z racji wykorzystania dostepnej pod uprawy ziemi na cele
nierolnicze, zamiast do produkcji zywnosci. Z tego wzgledu bierze sie pod
uwage inne zrédia biomasy do produkcji bioetanolu, np. odpadowe tkanki
migkkie ro§lin uprawnych, odpady z przemystu spozywczego (Barriga i in.
2013), jak rowniez lignoceluloze (Sun i in. 2002), ktérej Zrédiem moga byé
zrebki z drzew i krzew6w o réznej twardosci drewna, trociny, stoma, papier,
skorupy orzechow, wtékna roslinne, tkaniny (Boopathy 1998; Cheung i An-
derson 1997; Dewes i Heuunsche 1998; Reshamwala i in. 1995). Przyktado-
wo, biomasa uzyskana z migkkiego drewna (np. wierzby) zawiera 45-50%
celulozy, 25-35% hemicelulozy oraz 25-35% ligniny (Sun i in. 2002). Wytwa-
rzanie etanolu z tego rodzaju materialow wymaga zastosowania wstepnej
obrobki mechanicznej (Cadoche i Loopez 1989) i fizyczno-chemicznej, a za-
tem autoklawowania (McMillan 1994), autoklawowania w atmosferze amo-
niaku — AFEX (Reshamwala i in. 1995), autoklawowania w atmosferze CO,,
(Zheng 1 in. 1998), ozonolizy (Vidal i Molinier 1988), hydrolizy kwasnej (Sivers
i Zacchi 1995), hydrolizy zasadowej (McMillan 1994), biologicznej (Schurz
1978) lub termicznej (Shafizadeh i Bradbury 1979) przed wtasciwym proce-
sem fermentacji. W kazdym z przypadkow po procesie pozyskiwania cukréw
prostych do procesu fermentacji pozostaje odpad, ktéry wymaga dalszego
przetworzenia.

Jednym z aspektéw zwiazanych z wytwarzaniem bioetanolu z biomasy,
szczegolnie z biomasy lignocelulozowej, ktory nalezy uwzgledni¢ przy cato-
Sciowej analizie efektywnosci technologii, jest powstawanie odpadow. Odpady
z produkgji bioetanolu powinny byé zagospodarowane zgodnie z ponizsza hierar-
chig. W pierwszej kolejnosci nalezy unikaé produkeji odpadéw i minimalizowac
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ich szkodliwe wtasciwosci, za§ w sytuacji, gdy nie udalo sie zapobiec wytwo-
rzeniu odpadéw, powinny one zosta¢ poddane odzyskowi, w tym recyklingo-
wi, a pozostale, dla ktorych nie ma zastosowania, nalezy unieszkodliwié
w sposob zapewniajacy bezpieczenstwo ludziom oraz Srodowisku. Zasady te
dotycza rowniez odpadéw wytwarzanych w trakcie produkcji bioetanolu. Za-
gospodarowanie powinno wynika¢ z ich wlasciwosci oraz byé nakierowane na
odzysk. Organiczny charakter odpadéw umozliwia ich termiczng obrobke
w celu wytworzenia paliw II generacji. Cel ten mozna osiagnaé dzieki zasto-
sowaniu procesu pirolizy i gazyfikacji, w wyniku ktorych otrzymywane jest
paliwo gazowe i staty karbonizat.

Odpad pozostaty, np. po hydrolizie biomasy wierzbowej, moze by¢ wyko-
rzystany bezposrednio w procesach termicznych do produkcji energii, moze
by¢ przetworzony w dobrej jakosci paliwo II generacji, jak réwniez mozliwe
jest uzyskanie biowegla do zastosowan nawozowych. Dotychczas nie podej-
mowano prob termicznej obrobki odpadéw pozostatych z produkeji bioetano-
Iu do wytworzenia paliw gazowych i statych. Prace te realizowano z powo-
dzeniem na innych rodzajach odpadoéw z produkcji rolniczej. Obiecujace sa
prace zwigzane z termicznym przetworzeniem wysuszonego pofermentu
z biogazowni rolniczych w procesie toryfikacji (Wisniewski i in. 2013a) oraz
pirolizy i zgazowania (Wisniewski i Gotaszewski 2013), jak ré6wniez pomiotu
indyczego (Wisniewski i in. 2013b).

Nowym kierunkiem prac rozwojowych technologii termicznego przetwa-
rzania odpadéw i biomasy, w tym odpadéw z produkcji bioetanolu, jest ich
piroliza i gazyfikacja. Jednym z produktéw pirolizy jest karbonizat, ktory
moze znalezé wiele zastosowan. Oprécz energetycznego przetwarzania odpa-
déw z produkcji bioetanolu, interesujace wydaje sie wykorzystanie karboni-
zatu powstajacego w procesie pirolizy. W tym przypadku waznym aspektem
sq wtasciwosci uzyskanego produktu — karbonizatu. Kim i in. (2012) badali
wlasciwos¢ zottej topoli przed i po pirolizie. Materiat przed procesem byt
wysuszony do 5% wilgotnosci. Wilgotnos¢ materiatu po procesie byta zawsze
mniejsza od 1%, niezaleznie od warunkow. Warto$¢ opatowa oscylowata mie-
dzy 6-18%, co mialo zwigzek glownie ze zwiekszeniem procentowej zawarto-
$ci lignin z 19,05% do maksymalnie 43,18%.

Oproécz kalorycznosci, waznymi parametrami sg wtasciwosci mechaniczne
karbonizatu wptywajace na mozliwo$¢ jego dalszej obrobki. Przyktadowo,
Bridgeman i in. (2010) badali wptyw toryfikacji na Scieralno$§é wierzby
i miskanta. Wykazali, iz nieprzetworzona i poddana pirolizie biomasa wierz-
by i1 miskanta przy niskich temperaturach nie wykazywata dobrej Scieralno-
$ci. Zwiekszenie temperatury powodowalo znaczng poprawe Scieralnosci do
poziomu, jakim charakteryzuje sie wegiel. Miskantus charakteryzowal sie
lepszg $cieralnoscig i jego rozktad wielkosci czasteczek byt podobny do rozkla-
du wegla. Phanphanich i Mani (2011) badali wptyw procesu na Scieralnosé



10. Termiczne przetwarzanie pozostatosci z produkcji bioetanolu... 171

wiorow sosnowych i pozostatosci zrebowych. Okreslili, ze energia potrzebna
do zmniejszenia wielkosci jest dziesieciokrotnie nizsza dla wioréow i szescio-
krotnie nizsza dla zrebéw poddanych obrébce w 300°C w poréwnaniu do
nieprzetworzonej biomasy. Ten parametr jest niezwykle wazny, poniewaz do
efektywnego wykorzystania karbonizatu w procesach energetycznych po-
trzebna jest jego obrobka mechaniczna, np. peletyzacja.

Podczas pirolizy biomasy drzewnej nastepuje zniszczenie tancuchow he-
micelulozy, co ogranicza zdolnos§é gromadzenia wody. Wiele zwigazkow z gru-
pami tlenowymi, takich jak hydroksylowe, karboksylowe i karbonylowe, jest
usuwanych ze $cian komoérkowych, a na ich miejsce wchodza zwiazki aroma-
tyczne, np. furan. Dzieki takim reakcjom dochodzi do zamiany zwigzkow
hydrofilowych na hydrofobowe, a to uniemozliwia gromadzenie wody przez
materiat (Verhoeff i in. 2011). Ma to duze znaczenie dla jego przechowywa-
nia, poniewaz nie trzeba budowaé specjalnych miejsc — karbonizat mozna
gromadzi¢ na zewnatrz bez potrzeby zadaszenia.

Przytoczone dane wskazujg, iz termiczna obrobka odpadow z produkcji
bioetanolu umozliwia podniesienie poziomu odzysku masowego i energetycz-
nego poprzez uzyskanie paliw gazowych i statych II generacji oraz karboni-
zatu o potencjale zastosowania w przemysle lub rolnictwie. Z tego wzgledu
przeprowadzono prace, ktorych celem byto zbadanie mozliwosci wytworzenia
paliw II generacji z pozostatoSci po produkcji bioetanolu. Do wytworzenia
paliw II generacji zastosowano metody termiczne: pirolize i zgazowanie,
konwersje paliwa stalego do gazowego.

10.2. Materialy i metody
10.2.1. Materialy

Badaniom poddano dwa rodzaju materiatu organicznego:
¢ lignina — materiat referencyjny (LH);
* odpad procesu fermentacji — odpad pozostaty z produkcji bioetanolu (HW).
Material referencyjny LH mial postaé brykietu i nie wymagal osuszania
ani innych prac zwigzanych z przygotowaniem do procesé6w termicznych.
W przypadku badan nad wsadem wilasciwym (HW) niezbedne byto przygo-
towanie probek do badan. W wyniku hydrolizy enzymatycznej material
cechowal sie duzg zawartoscig wilgoci powyzej 80%. Do badan nad zgazo-
waniem w zlozu stalym i piroliza zawartos¢ wilgoci nie powinna przekraczac
20%. Z tego wzgledu HW zostal osuszony w piecu komorowym do wilgotnosci
ok. 10%. Wtasciwosci fizyczno-chemiczne wykorzystanych materialow zesta-
wiono w tabeli 1. Jak wida¢, HW z wierzby charakteryzowal sie wyzsza
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wartoScig opatowa oraz zawartoscig wegla od ligniny hydrolizowanej, nato-
miast zawarto$¢ popiotu, wilgoci oraz siarki w HW byta nizsza niz w LH

(tab. 1).
Tabela 1
Parametry materiatow wykorzystanych w eksperymencie.
Rodzaj Wartosé Popict Wllgotn‘osc S1arkg Wegiel
materiatu opatowa %) catkowita catkowita %)
(kJ/kg) ’ (%) (%) ’
LH 16 945 11,61 14,33 0,39 41,63
HW 17 478 4,31 9,88 0,04 49,17

10.2.2. Przebieg eksperymentu

Reaktor pirolityczny zostal najpierw rozgrzany do temperatury 500°C.
Probki przygotowanych materiatow LH i HW o masie odpowiednio 431 30 g
umieszczono na specjalnym sicie tak, aby umozliwi¢ swobodny przeptyw
czynnika zgazowujacego podczas procesu zgazowania. Proces pirolizy prowa-
dzono w temperaturze 500°C.

Zgazowanie LH 1 HW przeprowadzono oddzielnie, wprowadzajac jako czyn-
nik zgazowujacy dwutlenek wegla. Przed umieszczeniem prébek w reaktorze
zostal on rozgrzany do temperatury 850°C. Nastepnie przygotowano zloze
sktadajace sie z warstwy rozzarzonego wegla drzewnego, stanowiacego
w procesie strefe redukcji, na ktérej umieszczono wsad wtasciwy LH lub HW,
odczekano do momentu rozpoczecia pirolizy, a nastepnie podano czynnik
zgazowujacy w ilosci ok. 0,004 m3/h.

reaktor chlodnica gaz procesowy

| ||
I 1
| —-2 |
0 kondensat

|1 wsad

zrédlo ciepta

Rys. 1. Budowa reaktora do pirolizy i zgazowania odpadow
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Badania pirolizy i zgazowania przeprowadzono na specjalnie zaprojekto-
wanym i wykonanym stanowisku badawczym umozliwiajacym pirolize i zga-
zowanie, ktorego schemat przedstawiono na rysunku 1.

W trakcie procesu analizowano online temperature, sklad powstajacego
gazu w zakresie: CH,, CO, H,,, CO,, O, oraz jego kalorycznosc.

10.2.3. Analizy odpadéw po produkcji bioetanolu
oraz karbonizatu

Ocena potencjatu energetycznego materiatow wsadowych LH i HW wyma-
gata badania wlasciwosci energetycznych przed i po procesie pirolizy.
W wyniku pirolizy otrzymano frakcje stata — karbonizat, ktorego wtasciwosci
energetyczne sa istotne z punktu widzenia wytwarzania paliw statych
z pozostatosci z produkcji bioetanolu. Frakcja stata przed i po procesie piroli-
zy zostata przebadana pod katem wlasciwosci energetycznych. Zbadano takie
parametry jak: wilgotnosé, ciepto spalania, wartosé¢ opatowa, wegiel zwigza-
ny, czesci lotne, popiot. Przeprowadzono analize pierwiastkowa wegla, wodo-
ru, siarki, azotu, chloru, tlenu.

Wilgotnos¢ robocza wyznaczono metoda suszarkowo-wagowg PN-80/G-
04512 w temperaturze 105+2°C przy uzyciu suszarki z wymuszonym obie-
giem firmy BINDER. Po wysuszeniu probki mielono miynkiem laboratoryj-
nym IKA MF 10 do otrzymania uziarnienia, frakcji 0,25 mm. Probki w takiej
postaci skierowano do dalszych analiz.

Wilgotnosé analityczna, zawarto$S¢ popiotu, zawartosé¢ czesci lotnych wy-
znaczono metoda termograwimetryczng przy uzycia analizatora TGA ELTRA
THERMOSTEP [ASTM: D7582, D-3173, D-3174, D-3175 oraz PN-G-
04560:1998, PN-ISO 562] — automatyczny piec termograwimetryczny. Ciepto
spalania oznaczono przy uzyciu kalorymetru IKA Werke GmbH C2000 [PN-
81/G-04513] metoda izoperioboliczng. Warto$¢ opatowa wyznaczono po
uwzglednieniu oznaczonej wilgotnosci w prébach: wg normy [PN-81/G-04513].
Oznaczanie zawarto$ci azotu metods Kjeldahla w oparciu o norme
PN-EN ISO 20483 wykonano przy uzyciu systemu do mineralizacji K 424
i destylacji B 324 firmy BUCHI oraz elektronicznej biurety cyfrowej firmy
SOLARUS. Oznaczanie catkowitej zawartosci wegla, wodoru 1 siarki realizo-
wano analizatorem CHS500 firmy ELTRA [PN-C-04301:1987],
[PN-G-04584:2001]. Oznaczanie zawartosci chloru wykonano przy uzyciu
mieszaniny Eschki [PN-ISO 578] i z wykorzystaniem metody Mohra.

Badania wykonano w trzech powtoérzeniach.
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10.3. Wyniki
10.3.1. Piroliza odpadéw z produkcji bioetanolu

Pirolize wsadu referencyjnego LH przeprowadzono w reaktorze badaw-
czym, ktory wstepnie zostal rozgrzany do temperatury 500°C.
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Rys. 2. Zmiany stezenia analizowanych gazow pirolitycznych powstatych z probki LH
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Rys. 3. Zmiany kalorycznosci powstajacego gazu podczas pirolizy wsadu LH

W przypadku LH wtasciwy proces pirolizy rozpoczal sie w chwili czasu
t = 1500 s, a zakonczyl w chwili t = 4200 s po odgazowaniu czesci lotnych
(rys. 2). W chwili t = 1500 s obserwowano znaczny wzrost stezenia gazéw
palnych CO, H,, CH, (dla metanu zaobserwowano przekroczenie zakresu
pomiarowego, ktory wynosit 10%) oraz znaczny wzrost kalorycznosci gazu.
Wystepujacy wzrost zawartosci CO, w gazie pirolitycznym jest wynikiem
utleniania sie wsadu spowodowanego poczatkowo duza zawartoscig tlenu
w reaktorze w stosunku do masy probki umieszczonej w reaktorze. Silne
odgazowanie wsadu konczy sie ok. chwili t = 4200 s. W okresie od 2000 s do
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4000 s od rozpoczecia pirolizy kaloryczno$¢ gazu byta najwyzsza i utrzymy-
wala sie na wzglednie staltym poziomie 6,8 MJ/mn3 (rys. 3).

W przypadku odpadu po procesie fermentacji wtasciwy proces pirolizy
rozpoczal sie w chwili t = 500 s, a zakoriczyt w chwili t = 4000 s po odgazowa-
niu czesci lotnych (rys. 4). W chwili t = 2000 s obserwowano znaczny wzrost
stezenia gazow palnych CO, H,, CH, (podobnie jak w przypadku LH dla
metanu zaobserwowano przekroczenie zakresu pomiarowego, ktory wynosit
10%) oraz znaczny wzrost kalorycznosci gazu. Silne odgazowanie wsadu kon-
czy sie ok. chwili t = 4000 s. Maksymalnag kalorycznosé¢ gazu uzyskano
w czasie 20002500 s, ktora byta na poziomie 8,5 MJ/mn3 (rys. 5).
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Rys. 4. Zmiany stezenia analizowanych gazow pirolitycznych powstatych z probki HW
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Rys. 5. Zmiany kalorycznosci powstajacego gazu podczas pirolizy wsadu HW
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Tabela 2
Wtasciwosci uzyskanych w wyniku pirolizy LH i HW kabonizatow
. War- .
Ciepto .| Wegiel L.
Zrodto | VB | e | %€ | wia- | popigt| ¢ |H | s | N|a] o
nos¢ . opa- lotne
nia zany
. towa
nizatu
% MJkg | MIkg % s.m.

LH 3,15 | 21,648 | 20,888 | 48,66 | 24,567 | 26,77 | 57,02 | 2,05| 0,37 [ 0,47 | 0,01 | 13,3

HwW 538 | 23,617 | 22,216 | 39,83 | 53,90 | 6,27 | 58,56 | 4,15 | 0,09 [ 1,39 | 0,09 | 29,6

7 przedstawionych w tabeli 2 danych wynika iz karbonizat z LH po
obrobce termicznej charakteryzuje sie bardzo wysoka kalorycznoscig wynika-
jaca z koncentracji wegla. W wyniku pirolizy LH poprawione zostaly para-
metry paliwowe. Warto$¢ opatowa wzrosta z ok. 17 do blisko 21 MdJ/kg
(tab. 2 i 1). Wysoka kaloryczno$¢ daje nadzieje na uzyskanie dobrej jakoSci
biopaliwa statego lub moze zostaé¢ wykorzystana jako dodatek do produkcji
biopaliwa, np. dodatek do stomy przy produkcji peletu.

Stwierdzono podniesienie wartosci opatowej HW z 17,4 MJ/kg na 22,2 MdJ/kg,
co jest wynikiem uweglania. Obrobka termiczna spowodowata réwniez
znaczng redukcje czesci lotnych z ok. 70,37% do ok. 53,90%. Odgazowanie
czesci lotnych jest charakterystyczne dla procesow pirolizy. W poréwnaniu do
badan z wsadem LH zauwazono znacznie nizszg zawarto$é popiotu — ksztat-
tujaca sie na poziomie 4,31% przed i 6,27% po procesie pirolizy. Parametry
karbonizatu z HW okazatly sie zdecydowanie lepsze niz z LH ze wzgledu na
wyzsza warto$¢ opatlowa, nizszg zawartos¢ popiotu i siarki. Jedynie w przy-
padku chloru i azotu stezenia tych pierwiastkow sa wyzsze, co przektadaé sie
moze na wiekszg emisje tych zwigzkow.

Wyniki przeprowadzonych badan nad piroliza osuszonego odpadu po pro-
cesie fermentacji wskazujg na mozliwos¢ energetycznego wykorzystania tego
odpadu do produkcji gazowych paliw II generacji oraz produkcji paliwa sta-
tego, ewentualnie wykorzystane do celéw przemystowych i rolniczych.

Zwigkszanie wartoSci opatowej podczas produkcji karbonizatu zwieksza
optacalno$é wykorzystania substratu do produkecji energii. Dwa procesy, do
ktorych jest najezesciej wykorzystywany karbonizat, to zgazowywanie i wspot-
spalanie z weglem.

Wspéltspalanie biomasy z weglem polega na jednoczesnym spalaniu dwéch
substratow. Zaleta tego procesu jest ustabilizowanie procesu spalania. CO,,
S0,, NO, sg produkowane w mniejszej ilosci anizeli przy spalaniu sa-
mego wegla. Gtéwnymi wadami procesu sg niskie wartosci opatlowe biomasy,
wysokie koszty suszenia i przechowywania, duza ilo$¢ frakeji lotnych oraz
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trudnosci w rozdrabnianiu biomasy. Problemy te moga by¢ rozwiazane dzieki
uwegleniu biomasy. Karbonizat ma znaczenie wyzsza wartoS¢ opalowa, jest
hydrofobowy, ma mniejszg ilo$¢ frakcji lotnych, zas energia potrzebna do
jego mechanicznej obrobki jest kilkakrotnie nizsza.

Zdecydowanie czestszym sposobem energetycznego wykorzystania karbo-
nizatu jest zgazowanie. Istnieje mozliwosé potaczenia procesow zgazowywa-
nia i pirolizy. Przy zgazowywaniu biomasy powstaje gaz syntezowy oraz
energia w postaci ciepla — tradycyjnie przetwarzana w energie elektryczna.
Alternatywnym rozwigzaniem jest uzycie tej energii w formie ciepta do pro-
cesu pirolizy. Powstaly po procesie karbonizat jest zgazowywany. Zastosowa-
nie takiego systemu rozwiazuje problem duzej wilgotnosci biomasy i wyso-
kiego stosunku O/C, ktory jest niekorzystny z termodynamicznego punktu
widzenia. Potaczenie tych proceséw umozliwia wprowadzenie frakeji lotnych
po procesie pirolizy do procesu zgazowywania (Prins i in. 2006).

Istnieje takze metoda nie zwigzana z produkcjg energii. Polega ona na
wprowadzeniu karbonizatu do gleby, by polepszy¢ jej wtasciwosci. Wptywa to
na zwiekszenie retencji wody, lepszy sktad mikroorganizmow glebowych,
zmiane kwasowosci gleby, zmniejszenie odptywu azotanéw do wod podziem-
nych i zwiekszenie kationowej pojemnosci wymiennej. Stosowanie tej meto-
dy umozliwia poprawienie wtasciwosci wyjatowionych gleb w krajach rozwi-
nietych i rozwijajacych sie (Novotny i in. 2009).

10.4. Podsumowanie

Opisywany eksperyment mial na celu zbadanie mozliwo$ci wytworzenia
paliw Il generacji z pozostatosci po produkeji bioetanolu do zasilania
w energie cieplng prototypowej instalacji biotechnologicznej wytwarzania
bioetanolu. Do wytworzenia paliw II generacji zastosowano metody termicz-
ne konwersji paliwa statego do gazowego: pirolize i zgazowanie.

Przeprowadzone badania wykazaly bardzo dobre witasciwosci badanych
materiatéw w kierunku wytwarzania paliw statych i gazowych II generacji.
Paliwa gazowe uzyskane w procesie pirolizy i zgazowania wykazaly znacznie
lepsze wtasciwosci dla odpadu z hydrolizy wierzby energetycznej niz ligniny
hydrolizowanej. Kalorycznosé paliwa gazowego dla procesu zgazowania od-
padu hydrolizy wierzby w szczycie procesu wyniosta ok. 4,9 MJ/m 3 nato-
miast dla pirolizy ok. 8,5 MJ/m_3. Odpowiednio paliwo gazowe dla procesu
zgazowania ligniny w szczycie 4,5 MJ/m_3, natomiast dla pirolizy ok. 7 MdJ/m 3.
Udziat procentowy w objetosci gazéw palnych CH,, CO, H, byt typowy za-
réwno dla procesu pirolizy, jak i zgazowania.
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W przypadku frakcji stalej uzyskano réowniez znacznie lepsze wyniki dla
wsadu wlasciwego po hydrolizie wierzby energetycznej niz dla wsadu ligniny.
Lignina hydrolizowana posiadata wiele zanieczyszczen mineralnych w proce-
sie pirolizy. Wartos$¢ opatowa dla wsadu wlasciwego jest wyzsza (17,478 Md/kg)
niz dla wsadu modelowego — ligniny (16,9 MdJ/kg), natomiast po piro-
lizie wynosi odpowiednio 22,216 Md/kg dla hydrolizatu i 20,888 MdJ/kg dla
ligniny.

W celu pokrycia zapotrzebowania w energie cieplng procesu biotechnolo-
gicznego wytwarzania etanolu proponuje sie zastosowanie procesu zgazowa-
nia. Proces ten zapewnia wytwarzanie nosnika energii w postaci gazu nisko-
kalorycznego. Przy zatozeniu dziennego przetwarzania biomasy suchej na
poziomie 200 kg pozostato$é poprocesowa to w przyblizeniu ok. 15%. Wynika
to z faktu, ze glownym sktadnikiem pozostalosci poprocesowej jest lignina,
ktora dla wierzby stanowi ok. 13% suchej masy. Uwzgledniajac obecnosé
innych, nie przetworzonych sktadnikéw, takich jak celuloza i hemiceluloza,
mozna zaokragli¢ sucha mase pozostatosci do 15%. Daje to ok. 30 kg biomasy
do wykorzystania o wartosci opatowej 17,478 MdJ/kg. Do dziennej dyspozycji
z pozostalosci procesowych jest ok. 524,34 MJ (145,65 KWh) energii cieplnej,
co umozliwia zasilenie reaktora zgazowania o mocy cieplnej 6 KW. Zaktada-
jac Srednig sprawno$¢ reaktoréw zgazowania na poziomie 80%, do dyspozycji
pozostaje w sposob cigglty przez cala dobe strumien ciepta o mocy 4,8 KW.
Jest to z pewnos$cig zbyt mata warto$¢ w stosunku do zapotrzebowania cale-
go procesu wytwarzania bioetanolu.

W wyniku badan stwierdzono, ze pozostatosci z produkcji bioetanolu sta-
nowig zrodto paliwa statego o wysokim potencjale energetycznym umozliwia-
jacym produkcje paliw II generacji.

10.4.1. Zgazowanie odpadow z produkcji bioetanolu

Na podstawie analizy przedstawionych wynikéw obrazujacych kinetyke
procesu zgazowania stwierdzono, ze wlasciwy proces zaczyna sie¢ w przybli-
zeniu w chwili t = 600 s. Rozpoczynaja sie wtedy wilasciwe reakcje typowe
dla procesu zgazowania, czyli odgazowanie wsadu w strefie pirolizy. Od tego
momentu do reaktora podano CO,, (rys. 6). W momencie rozpoczecia pirolizy
w zlozu wyraznie rosnie stezenie CO, a w mniejszym stopniu H,, obniza sie
natomiast zawartos¢ CO,. Dla probki LH o masie 43 g proces zgazowania
konczy sie w chwili t = 800 s. Utrzymujace sie podczas procesu wysokie
stezenie CO wynika z duzej zawartosci tlenu w komorze reaktora na skutek
planowanych czynnosci: otwarcia reaktora po rozgrzaniu, umieszczenia
w zlozu zarzacego wegla drzewnego. Otrzymana maksymalna kalorycznoscé
gazu generatorowego (rys. 7) zbiega sie z maksymalnym stezeniem wszystkich
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gazéw palnych CO, H,, CH, dla czasu t = 600 s. Maksymalna kalorycznos¢
zarejestrowanego gazu waha sie ok. 4,5 MdJ/m?3, co jest wartoscig typowa dla
zgazowania biomasy w reaktorach atmosferycznych.
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Rys. 6. Zmiany stezenia analizowanych gazéw powstaltych ze zgazowania prébki LH
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Rys. 7. Zmiany kalorycznosci gazéw powstatych ze zgazowania prébki LH

Podobnie jak w przypadku materialu LH, zgazowanie odpadu po procesie
fermentacji (HW) przeprowadzono w temperaturze 850°C w reaktorze,
w ktorym wezesniej zostato przygotowane ztoze state skladajace sie z wegla
drzewnego w warstwie utleniania i redukcji. Na warstwe rozzarzonego we-
gla zostat ulozony odpad z hydrolizy wierzby energetycznej. Jako czynnik
zgazowujacy zostal podany dwutlenek wegla. Przed wlozeniem do reaktora
substratu reaktor zostal rozgrzany do temperatury 850°C. Po umieszczeniu
probki odczekano do momentu rozpoczecia pirolizy, a nastepnie podano czyn-
nik zgazowujacy w ilosci ok. 0,004 m3/h.

Eksperyment nad zgazowaniem HW wykazal, iz wlasciwy proces rozpo-
czal sie w przyblizeniu w chwili t = 200 s (rys. 8). Wtedy zaczety zachodzi¢
wlasciwe reakcje typowe dla procesu zgazowania, czyli odgazowanie wsadu
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w strefie pirolizy. W momencie rozpoczecia pirolizy w ztozu wyraznie rosnie
stezenie CO, a w mniejszym stopniu H,, obniza si¢ zawartos¢ O,. Dla prébki
HW o masie 30 g proces zgazowania zakonczyl sie w chwili t = 900 s.
Maksymalna kaloryczno$é zarejestrowanego gazu wahala sie na poziomie
ok. 4,9 MJ/m3, co jest wartoscia typowa dla zgazowania biomasy w reakto-
rach atmosferycznych (rys. 9).
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Rys. 8. Zmiany stezenia analizowanych gazow powstatych ze zgazowania probki HW
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Rys. 9. Zmiany kalorycznosci gazéw powstatych ze zgazowania prébki HW

Hydrolizat z wierzby energetycznej stanowi doskonale paliwo do procesu
zgazowania ze wzgledu na swojg jednorodnosé i bardzo dobre wlasciwosci
fizykochemiczne, takie jak niska zawarto§¢ popiotéw i wysoka zawartosé
czesci lotnych (tab. 1). W przypadku zgazowania w instalacjach przemysto-
wych ze zlozem stalym wymagane jest zwiekszenie ciezaru nasypowego roz-
drobnionego hydrolizatu poprzez granulacje lub poprzez uzyskanie karboni-
zatu we wezesniejszej pirolizie.
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CZESC III
FURFURAL

11. Katalityczna konwersja surowca drzewnego
do furfuralu i jego waloryzacja do produktow
biorafineryjnych

Artur Malinowski

11.1. Wprowadzenie

Zrédlem wytwarzania furfuralu sa weglowodany C, obecne w lignocelulo-
zie (Zeitsch 2000). Furfural ma duzy potencjat jako kluczowy zwiagzek w wa-
loryzacji hemicelulozy zawartej w biomasie, gdyz biorac pod uwage rozwdj
nowoczesnych biorafinerii, zwiazek ten rzeczywiScie mozna przeksztatcié
przez utlenianie, uwodornienie, redukcyjne aminowanie, dekarbonylacje, ni-
trowanie, kondensacje itp. (Kamm 2005). W szczegolnosci ta ostatnia Sciezka
waloryzacji furfuralu przez kondensacje aldolows acetonem, zaproponowana
przez Dumesica i wspotpracownikow, jako etap posredni do syntezy drugiej
generacji biopaliw otrzymywanych z biomasy lignocelulozowej jest czestym
obiektem badan (Huber i Dumesic 2006; Chheda i Dumesic 2007; Huber i in.
2005). Aldolowa reakcja kondensacji furfuralu przebiega takze z wytworze-
niem furfurylidenéw — zwigazkow zawierajacych grupe ketonowa, ktore moga
mie¢ zastosowanie jak aromaty w przemysle spozywczym (Fakhfakh i in.
2008) i jako monomery furanéw w pochodnych zywic (Gandini i Belgacem
1997).

Duzym wyzwaniem jest opracowanie katalizatoréw w reakcjach konden-
sacji aldolowej, ktore sa aktywne w Srodowisku wodnym. Rozwdj ,zielonej”
katalizy i zréwnowazonych procesow w biorafineriach wymaga uzycia nie-
toksycznych i tanich rozpuszczalnikéw. Wodne roztwory zwigzkow furfuralu
sq znacznie tansze, jesli chodzi o separacje, poniewaz nie wymagaja destyla-
¢ji. Na ponizszym schemacie przedstawiono uproszczong Sciezke furfurylowa
w schemacie biorafinerii.
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Rys. 1. Uproszczona $ciezka furfuralowa w schemacie biorafinerii

W ciagu ostatnich lat rozwijane sa technologie pozwalajace na pozyskiwa-
nie kluczowych dla przemystu chemicznego i motoryzacyjnego produktow,
wykorzystujace odnawialne Zrddlo, jakim jest biomasa, tzn. ulegajaca biode-
gradacji cze$¢ produktéw, odpadéw lub pozostatosci z rolnictwa, le$nictwa, a tak-
ze ulegajaca biodegradacji cze$¢ odpadoéw przemystowych i miejskich (Shittu
2010; Tong i in. 2010; Xu i in. 2011). Biomasa roslinna sktada sie z celulozy
(30-45%), hemicelulozy (20-35%) i ligniny (10-20%) (Burczyk 2009; Shittu
2010). Obecnie istotne znaczenie przypisuje sie zwigzkom — pochodnym fura-
now i katalitycznym procesom pozyskiwania ich z cukrow zawartych wtasnie
w biomasie (Shittu 2010). Furany w najnowszej Technologicznej Mapie Dro-
gowej Biopaliw dla Transportu (Technology Roadmap, Biofuels for Transport,
2011), opracowanej przez Miedzynarodowa Agencje Energii, zostaly zaliczone
do biopaliw perspektywicznych. Zwigzki takie jak furfural czy 5-hydroksy-
metylofurfural (HMF) moga by¢ otrzymywane z dobra wydajnoscia poprzez
dehydratacje monosacharydow, takich jak heksozy (m.in. fruktoza) albo pen-
tozy (np. ksyloza) w obecno$ci réznych katalizator6w (Tong i in. 2010).

Furfural to heterocykliczny aldehyd o wzorze sumarycznym C,H,O. Na-
zwa zwigzku pochodzi od tacinskiej nazwy jednego z surowcow, z ktorego jest
otrzymywany (tac. furfur — otreby). W temperaturze pokojowej jest oleista,
bezbarwnag ciecza o charakterystycznym, drazniacym, migdatowym zapachu.
Pozostawiony na powietrzu w wyniku autooksydacji zmienia barwe na czer-
wonobrazowa (Win 2005). Furfural jest znany od dawna, a jego przemystowsg
produkcje rozpoczeto w USA juz w latach 30. XX w. (Shittu 2010). Komercyj-
ny proces produkcji bazuje na technologii Quaker Oast. W procesie tym
furfural jest otrzymywany w katalizowanej kwasami mineralnymi (H,SO,)
reakcji dehydratacji ksylozy. To relatywnie tani aldehyd, rozwazany jako
jeden z wazniejszych potproduktow do syntez wartoSciowych chemikaliéw
i biopaliw.
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11.1.1. Otrzymywanie furfuralu z surowca drzewnego

Piroliza szybka lub wolna to proces rozktadu termicznego substancji pro-
wadzony poprzez poddawanie jej dziataniu wysokiej temperatury, ale bez
kontaktu z tlenem i innymi czynnikami utleniajacymi. W przypadku bioma-
sy drzewnej, sktadajacej sie gtéwnie z celulozy, hemicelulozy i ligniny, proces
pirolizy prowadzi do powstania ztozonych produktow reakcji. Celuloza jest
gléwnym sktadnikiem biomasy lignocelulozowej oraz elementem budujacym
$ciane komorkowa roslin.

Na przebieg procesu podczas pirolizy sktada sie wiele czynnikéw: skiad
biomasy, wtasciwosci surowca, temperatura pirolizy, szybko$¢ nagrzewania,
ci$nienie czy tez typ zastosowanego reaktora pirolitycznego. Piroliza celulozy
rozpoczyna sie w temperaturze 150°C. W temperaturach ponizej 300°C reak-
cja ta powoduje redukcje stopnia polimeryzacji, powstawanie wolnych rodni-
kow, usuniecie wody, formowanie sie grup karbonylowych, karboksylowych
i wodoronadtlenkowych. Powstaje takze tlenek i ditlenek wegla, a pozostato-
Scig jest zweglony osad. W temperaturze powyzej 300°C piroliza celulozy
powoduje powstanie duzej ilo$ci (nawet 87% masowych) ciektych produktéw
(Piskorz i in. 1989). Pierwszym krokiem reakgcji jest rozklad celulozy polega-
jacy na jej aktywacji (Boutin i in. 1998). Nastepnie reakcje mozemy podzieli¢
na dwie Sciezki — depolimeryzacje oraz fragmentacje. Proces depolimeryzacji
powoduje powstanie anhydro-oligosacharydow, lewoglukozanu (LG) i innych
monomerycznych anhydrocukréw, furanow, cyklopentatonow, piranow. Pro-
ces fragmentacji (ciecie pierscieni) powoduje uzysk takich zwiazkéw jak:
hydroksyacetaldehyd (HAA), acetol (HA), inne liniowe karbonyle, liniowe al-
kohole, estry i inne zwigzki chemiczne (Piskorz i in. 1986; Radlein i in. 1987,
Lanza i in. 2009; Lin i in. 2009). Proces przedstawiony jest na rysunku 2.

Hemiceluloza, podobnie jak celuloza, jest sktadnikiem budulcowym Sciany
komorkowej roslin i sktada sie w wiekszosci z heksoz (D-glukoza, D-manno-
za, D-galaktoza) oraz pentoz (D-ksyloza, D-arabinoza). Hemiceluloza jest
mniej stabilna termicznie w poréwnaniu z celulozg ze wzgledu na brak
krystaliczno$ci. Sam mechanizm reakgcji pirolizy przebiega jednak analogicz-
nie. Szybka piroliza hemicelulozy powoduje powstawanie podobnych produk-
tow jak w przypadku celulozy. Ten sam proces w odniesieniu do ksylanu
(sktadnika hemicelulozy) prowadzi do powstania innych produktow reakcji
(Allen i in. 1996).

Lignina jest materialem otaczajacym i spajajacym witokna celulozy. To
heterogeniczny polimer uformowany przez polimeryzacje 3 monomeréw fe-
nylowopropanowych, a jednocze$nie najbardziej skomplikowany w budowie
inajbardziej stabilny termicznie sktadnik biomasy. Wstepna piroliza ligniny
rozpoczyna sie od termicznego ,zmiekczenia” w temperaturze 200°C. Jednak
gléwny proces przebiega w wyzszych temperaturach, ktore sa wieksze niz
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temperatury potrzebne do szybkiego rozktadu celulozy. Szybka piroliza ligni-
ny powoduje powstanie wiekszej iloSci popiotéw oraz mniejszej ilosci ciektych
zwigzkow organicznych. Ciekte produkty obejmuja: oligomery (ligniny piroli-
tyczne), monomeryczne zwigzki fenolowe i lekkie zwiazki organiczne. Oligo-
mery tworzone sa w wigkszych iloSciach niz pozostate 3 grupy zwiazkéw
(13,5-27,7% masowych surowych bioolejow) (Oasmaa i in. 2003; Garcia-Pe-
rez i in. 2007; Garcia-Perez i in. 2008). Przeprowadzona analiza oligomeréw
(piroliza-chromatografia gazowa/ spektrometria masowa) (Scholz i Meier
2001; Scholze i in. 2001; Bayerbach i in. 2006; Garcia-Perez i in. 2008; Bayer
1 Meier 2009) wykazata, ze ich masa waha sie¢ w granicach 650-1300 g/mol
i sktada sie gtéwnie z bifenylu, eteréow difenylowych, stylbenu i resinolu.

Bioolej otrzymywany w procesie pirolizy to mieszanina setek zwiazkow
organicznych, z ktorych wiele moze miec zastosowanie w produkcji chemika-
liow, sktadnikéw paliw itp. Jednak znajdujga sie w zbyt matych ilosciach, by
optacalne byto ich odzyskanie ze zlozonej mieszaniny w znaczeniu technolo-
gicznym i ekonomicznym (Czernik i Bridgwater 2004). Jednym z takich
zwiazkow jest furfural (C,H,O,), w przemysle chemicznym uzywany jako
rozpuszczalnik, reagent do produkcji lekéw, zywic, dodatkéow paliwowych
i zywnosciowych. Obecnie furfural jest przemystowo produkowany z pozosta-
tosci rolniczych zawierajacych duza ilo$¢ pentozanu. W reakcji katalizowanej
kwasem pentozan jest hydrolizowany do pentozy, za§ ta odwadniana do
furfuralu. Wysoka zawartos¢ pentozanu wykazuja kolby kukurydzy. Z tego
powodu uzysk furfuralu z tego rodzaju biomasy wynosi¢ moze (w warunkach
przemystowych) 10-12% (masowych).

Furfural jest jednym z produktow szybkiej pirolizy biomasy zawierajacej
celuloze oraz hemiceluloze, jednak jego zawartos¢ nie przekracza wowczas
1% masowego (Di Blasi i in. 2010). Wczesniej przeprowadzane badania po-
twierdzily, ze pirolityczna reakcja tworzenia furfuralu moze by¢ katalizowa-
na ZnCl,, MgCl,, CaCl, oraz innymi katalizatorami (Di Blasi i in. 2008;
Shimada i in. 2008). Chlorek cynku (ZnCl,) jest skutecznym katalizatorem w
wielu procesach pirolitycznych dotyczacych biomasy. Mozna wymienic¢ szereg
prac, gdzie byl uzywany w analizach termograwimetrycznych, wolnej piroli-
zie oraz pirolizie wspomaganej mikrofalowo (Wan i in. 2009; Branca i in.
2010). Obecnos¢ tego zwiazku obniza temperature rozktadu biomasy oraz
znacznie wplywa na mechanizm depolimeryzacji i powstawanie produktow.
Ze wzgledu na swojg wysoka aktywnos§é dehydratacyjng katalizator ten
znacznie zwiekszyl produkcje depozytow weglowych oraz wody, jednoczesnie
obnizajac ilo$§¢é ciektych organicznych produktow reakcji. Przeprowadzone
badania wykazaly, ze impregnacja biomasy w ZnCl, opéznita produkcje lotnych
zwiazkow organicznych, a promowata produkcje innych, m.in. furfuralu i lewo-
glukozanu (LGO), nawet przy matej ilosci katalizatora (<6% masowych). Bada-
nia z réznego rodzaju biomasa np. z drzewa jodtowego lub kolbami kukurydzy
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wskazywaty na uzysk 1,56 i 6% furfuralu przy impregnacji 5-6% ZnCl,.
W przypadku surowej biomasy otrzymano 0,3-0,6% masowych furfuralu.
Zwigkszenie zawartosci ZnCl,, spowodowato spowolnienie produkcji wszyst-
kich zwigzkow organicznych (Di Blasi i in. 2008). Analiza opierata sie¢ na
dwoch metodach maksymalizacji produkeji furfuralu z biomasy. Pierwsza to
katalityczna szybka piroliza z wykorzystaniem biomasy impregnowanej
ZnCl,. Druga natomiast to szybka piroliza surowej biomasy z przejsciem
opar6éw pirolitycznych przez katalizator ZnCl,,.

W dalszej czesSci opracowania zostana przedstawione badania dotyczace
pozyskiwania furfuralu z surowca drzewnego i jego konwersji w reakcji kon-
densacji aldolowej do biochemikaliéw.

11.1.2. Waloryzacja furfuralu w wyniku kondensacji aldolowej
z acetonem

Furfural wykorzystywany jest gléwnie do produkcji zywic furfurylowych
i zwiazkow typu fine-chemicals (rys. 3). Moze byé¢ selektywnie uwodorniony
do alkoholu furfurylowego (potprodukt w przemysle polimerowym — Huang
2007), 2-metylofuranu (pétprodukt w syntezie pestycydow, w przemysle per-
fumeryjnym — Zheng i in. 2006) czy tetrahydrofuranu (THF). Katalityczne
uwodornienie furfuralu moze prowadzi¢ do produkcji pentanu (Xinghua i in.
2010), zas w wyniku katalitycznego utlenienia furfuralu otrzymuje sie kwas
maleinowy (Shi i in. 2011). Furfural moze ponadto ulega¢ reakcjom konden-
sacji z mocznikiem, a otrzymane produkty stuza do syntezy materiatéw poli-
merowych (Martinez-Garcia 2004). Furfural moze réwniez tworzy¢ inne
zwigzki o wydtuzonym lancuchu weglowym w wyniku kondensacji aldolowej
z ketonami, ktore odgrywaja kluczowa role w produkcji wyzszych alkanéw
(C4-C,;) (Zapata 2012; Xu i in. 2010; West i in. 2008).

Przedmiotem badan eksperymentalnych byta m.in. kondensacja aldolowa
furfuralu z acetonem.

Kondensacja aldolowa furfuralu z acetonem zachodzi w $§rodowisku alka-
licznym. Polega na otrzymywaniu karboanionu poprzez odszczepienie proto-
nu alfa z czasteczki acetonu, ktéry w nastepnym etapie atakuje wegiel kar-
bonylowy furfuralu z utworzeniem 4-(2-furanylo)-4-hydroksy-2-butanonu
FA-OH ulegajacemu odwodnieniu do FA. Ze wzgledu na symetrie czasteczki
acetonu moze nastapi¢ kolejny atak furfuralu z utworzeniem di-podstawio-
nego produktu, czyli 1,5-difuranylo-1,4-pentadien-3-onu [F,Al].

Oprocz tych dwoch reakcji moga zachodzi¢ rowniez inne w Srodowisku
reakcji. Furfural moze reagowac ze sobg (reakcja Cannizaro) z utworzeniem
wyzszego produktu utleniania kwasu 2-furanokarboksylowego (furo) oraz
nizszego produktu utleniania, czyli alkoholu furfurylowego (furfu). Reakgja ta
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Rys. 3. Sciezki przeksztatcania furfuralu
(kolorem czerwonym oznaczono reakcje bedaca przedmiotem niniejszego opracowania)

przebiega w Srodowisku silnie zasadowym. W badaniach zastosowano nie-
konwencjonalng metode wprowadzania energii do uktadu, tj. ultradZzwiekow,
ktore w dobie implementacji regut zielonej chemii do praktyki przemystowe;j
staty sie bardzo atrakcyjne ze wzgledu na znaczng redukcje czasu trwania
reakcji, wysoka czystos¢ produktéw finalnych, jak tez niejednokrotnie tagod-
niejsze warunki prowadzenia procesu poprzez wyeliminowanie wysokich
ci$nien.

11.2. Metodyka badan

Badania przeprowadzono z biomasg drzewng w formie zmielonej do frak-
¢ji ok. 2-3 mm, otrzymanag z nastepujacych gatunkow roslin: topola, robinia
akacjowa i wierzba (rys. 4) — przekazang do badan przez Centrum Badan
Energii Odnawialnej (CBEO) w Olsztynie. Badania pirolizy prowadzono
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z czysta biomasg i impregnowang 5% roztworem wodnym chlorku cynku
(ZnCL,). Do kazdego z tygielkéw zawierajacych biomase (2 g) dodano 14 g
roztworu wodnego 5% ZnCl,. Probki nastepnie zostaty wstawione do myjki
ultradzwiekowej na 2 h w celu osiggniecia pelnego zwilzenia i impregnacji
biomasy. Po skonczonej kapieli w myjce ultradZzwiekowej probki wstawiono
do suszarki (40°C) na 18 h. Po tym okresie temperatura w suszarce zostata
podniesiona do 105°C. Ten etap dosuszania trwat 3 h. Wszystkie probki po
ostudzeniu w piecu zostaty zabezpieczone tasma Parafilm w celu ogranicze-
nia dostepu wilgoci z zewnatrz.

A LACToWA

Rys. 4. Zmielone probki biomasy

Przeprowadzone badania TG/DSC pozwolity oznaczyc¢ temperature rozkta-
du biomasy, parametry procesu pirolizy i szacowaé wartosci entalpii w okre-
Slonych odstepach temperatury rozktadu. Badania wykonano w termoanali-
zatorze STA 449 F3 Jupiter® firmy Netzsch. Probki (S i R) umieszczono
w komorach pomiarowych (mikrotygiel Al,O, zawierajacy 7 mg probki)
symetrycznie we wspolnym piecu, ktorego temperatura jest regulowana
wedlug okreslonego programu niezaleznie od zmian wlasciwo$ci w prob-
kach. Program ten obejmowal temperatury od pokojowej (RT) do 500°C,
szybko$¢ ogrzewania wynosita 10 K/min w atmosferze strumienia azotu o
przeptywie 50 ml/min. Termoanalizator mierzyt réznice temperatur miedzy
probkami:

ATgp = Tg - Ty

Wynik pomiaru przedstawiono za pomocg DSC (krzywe zaleznosci zmie-
rzonych réznic przeplywu ciepta od czasu / temperatury), TG (krzywa zmia-
ny masy) i DTG (pierwsza pochodna krzywej TG). Nastepnie w aparaturze
przeplywowej (rys. 5) przeprowadzono proces pirolizy probek biomasy suro-
wej 1 impregnowanej chlorkiem cynku.
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Rys. 5. Aparatura przeptywowa do katalitycznej konwersji biomasy
w procesie pirolizy selektywnej

Kolegjnym etapem badawczym byto przeprowadzenie reakcji kondensacji
aldolowej furfuralu (F) z acetonem (A). Badania z wykorzystaniem reaktora
ultradZzwiekowego wykonano we wspélpracy z Instytutem Chemii Przemy-
stowej (IChP) w Warszawie. Sonifikacje mieszaniny reakcyjnej prowadzono
przy uzyciu tazni ultradZwiekowych o czestotliwo$ci 20 kHz firmy Ultron
oraz 35 Hz firmy InterSonic Polska. Naczynie (z ptaskim dnem) o objetosci
150 ml zanurzano w tazni wypelnionej woda demineralizowana (1 dm?).
Generator ultradZwiekéw nie miat bezposredniego kontaktu z mieszaning
reakcyjna. Naczynko sonifikacyjne o objetosci 150 ml z reagentami w odpo-
wiednich stosunkach molowych!: F, A, katalizator metanol (0,6 mola)/ etanol
(0,4 mola)/ woda demineralizowana (1 mol) umieszczano w tazni ultradzwie-
kowej (20, 35 kHz) o objetosci 1 dm® wypelnionej woda demineralizowana,
Temperatura procesu wynosita 40°C. Po zakonczeniu reakcji katalizator ho-
mofazowy neutralizowano kwasem bornym i zdekantowano, natomiast kata-
lizator heterofazowy wydzielano ze Srodowiska reakcji przy uzyciu filtréw
Millipore Corporation MillexR-sv 5u (niesterylne), zas przesacz poddawano
analizie z wykorzystaniem techniki chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrem masowym (GC-MS).

Produkty reakcji kondensacji furfuralu z acetonem w polu ultradZwieko-
wym zbadano poczatkowo za pomoca metody GC-MS (analiza jakosSciowa)
celem ich identyfikacji i weryfikacji otrzymanych wynikow z doniesieniami
literaturowymi w tym zakresie. Jako katalizator reakcji wybrano MgO.

1 We wszystkich reakcjach bez wzgledu na sposéb wprowadzania energii do ukladu
stosowano 0,05 mola F i zmieniano ilos¢ acetonu w zaleznosSci od stosunku molowego F:A,
przyktadowo dla 1:9 stosowano 0,4 mola A, a dla 1:5 0,25 mola A.
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Stosunek F:A wynosit 1:9. Jako donor jonéw OH- zastosowano etanol. Reak-
cje prowadzono w tazni ultradZwiekowej o czestotliwosci 35 kHz przez 2 h.
W mieszaninie poreakcyjnej zidentyfikowano nastepujace zwigzki: DAA, FA,
FA-OH, F,A, nieprzereagowane F i A oraz etanol/ metanol (stuzacy jako
donor jonéw OH"). Po zidentyfikowaniu poszczegolnych zwigzkéw przepro-
wadzono analize GC bedaca podstawowg analizg iloSciowa fazy organicznej
(wody nie oznaczano). W tym celu zbadano czasy retencji dostepnych wzor-
cow (z wyjatkiem FA-OH, i F,A, ktorych wzorcow nie posiadano), a przykta-
dowy wynik analizy GC przedstawiono na rysunku 6.
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Rys. 6. Rozdziat i identyfikacja produktéw w mieszaninie poreakcyjnej (analiza przyktadowa)

Badanie chromatograficzne GC mieszaniny reakcyjnej o ustalonym skta-
dzie procentowym wykazaly zbieznos¢ wynikow analizy z rzeczywistym
udziatem wagowym sktadnikow w surowcu.

Temperatura reakcji kondensacji furfuralu z acetonem jest ograniczona
temperatura wrzenia acetonu oraz wymogami technicznymi stosowanych
urzadzen ultradZzwiekowych (max 50°C). Jednocze$nie z danych literaturo-
wych (Fakhfakh i in. 2008) wynika, ze reakcja kondesacji aldolowej F i A
w fazie ciektej jest reakcjg rownowagowa (rys. 9), a konwersja réwnowagowa
FA roénie ze wzrostem temperatury reakcji (w zakresie temperatur 20-40°C).
Mozna przyjaé, ze w 40°C konwersja rownowagowa FA (1 mol/l) zostaje
osiggnieta w warunkach konwencjonalnych po 3 h (NaOH jako katalizator).
Brak jest danych literaturowych dla temperatur wyzszych niz 40°C. W bada-
niach kondensacji aldolowej wykorzystano nastepujace katalizatory:
¢ Ba(OH), 8H,0 — CHEMPUR, Piekary Slaskie,

* CaO - POCH Gliwice, cz.d.a prazono w 450°C przez 1 h,
* MgO — przygotowano metoda stracania wodorotlenku Mg(OH), z 10% roztwo-
ru Mg(NO,), - 6H,0 stezonym roztworem (25%) amoniaku; osad pozostawiono



11. Katalityczna konwersja surowca drzewnego do furfuralu...

do starzenia przez 14 dni, a nastepnie przemywano 25-krotnie podwdjnie
destylowana demineralizowana woda. Po przemyciu osad saczono i suszono
kolejno w 40, 80 i 120°C. Otrzymany w ten sposob Mg(OH), frakcjonowano
na sitach w celu uzyskania frakcji o Srednicy 0,5-1,0 mm. Przed reakcja
Mg(OH), kalcynowano w temp. 450°C przez 2 h w celu otrzymania MgO.

11.3. Wyniki i dyskusja

Probki biomasy drzewnej poddano badaniom termograwimetrycznym. Poni-
zej na przyktadzie topoli przedstawiono krzywe charakterystyki DSC, TG
i DTG (rys. 7-10), ktore jednoznacznie wskazuja na znaczne obnizenie tempe-
ratury depolimeryzacji w przypadku biomasy impregnowanej wodnym roztwo-
rem ZnCl,. Przebiegi DSC, TG i DTG umozliwiaja okreslenie parametrow pro-
wadzenia procesu pirolizy poszczegélnych rodzajow biomasy. Wspomniane
przebiegi moga takze by¢ pomocne w przypadku projektowania i prowadzenia
procesu w wiekszej skali, np. szybkiej pirolizy katalitycznej w reaktorze fluidalnym.
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Rys. 7. Przebieg krzywych DSC dla probek topoli
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Rys. 8. Przebieg krzywych TG dla prébek topoli
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Rys. 9. Przebieg krzywych TG/DTG dla prébek topoli bez katalizatora
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Rys. 10. Przebieg krzywych TG/DTG dla prébek topoli z katalizatorem

Kolejnym etapem badan bylo przeprowadzenie procesu pirolizy prébek
biomasy surowej i impregnowanej chlorkiem cynku. Badania przeprowadzo-
no w aparaturze przeptywowej (rys. 5). Probke biomasy o wadze ok. 1,6 g
umieszczono w reaktorze rurowym i przez 1 h ogrzewano w temperaturze
80°C w przeptywie azotu (czystosé¢ 99,995 Airproducts) 50 ml/min w celu
usuniecie tlenu ze strefy reakcji. Przeptyw byt regulowany za pomoca maso-
wego przeptywomierza firmy Bronkhorst. Nastepnie probka byta ogrzewana
z szybkoscig 10 K/min do temperatury 600°C. Opary produktow ulegaty
kondensacji w mieszaninie wodno-lodowej T~0°C. W typowym eksperymen-
cie uzyskiwano 0,8 g produktu ciekltego, 0,5 g wegla (pozostato$é po pirolizie
biomasy), a pozostate 0,3 g stanowity produkty gazowe sktadajace sie
z chlorometanu, furanéw, 2-metylofuranu, wodoru i metanu. Selektywnos¢
do produktow ciektych dla prébek topoli, akacji i wierzby przedstawiono na
rysunku 11.
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Rys. 11. Selektywnos$¢ do produktow ciektych

Stwierdzono, iz probki traktowane katalizatorem odznaczaty sie bardzo
duza selektywnoscia do furfuralu (70-80%) i z mniejsza selektywnoscia do
kwasu octowego i lewoglukozanu. Z probek bez katalizatora powstawat w
wigkszosci kwas octowy. Produkt ciekty, stanowiacy w wigkszosci mieszanine
furfuralu, kwasu octowego i lewoglukozanu, przedstawiono na rysunku 12.
Analize produktow ciektych prowadzono na aparacie GC-MS (rys. 13).

Rys. 12. Produkt ciekly otrzymany w wyniku katalitycznej selektywnej szybkiej pirolizy
z biomasy drzewnej

Wyniki badan reakcji kondensacji aldolowej furfuralu z acetonem w polu
ultradzwiekowym (35 kHz) okazaty sie najefektywniejsze dla uktadéw kata-
litycznych Ba(OH), x 8 H,O oraz CaO i MgO. Zaleznos¢ selektywnosci otrzy-
manych produktéw dla najefektywniejszych uktadéw katalitycznych dla
maksymalnej uzyskanej konwersji furfuralu zestawiono na rysunku 14.
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Rys. 13. Analiza GC-MS biooleju pirolitycznego z wierzby (linia czerwona przedstawia analize
produktu bez katalizatora; linia niebieska dotyczy analizy biooleju otrzymanego z wierzby
po impregnacji wodnym roztworem ZnCl,)

1:9 MeOH 1:5 MeOH 1:9 EtOH 1:9 EtOH
2 min 15 min 60 min 120 min

OFA2

B F2A

B FA-OH
B DAA

B FA

0
Ba(OH)2x8H20 Ba(OH)2x8H20 CaO MgO

Rys. 14. Zaleznosé selektywnosci otrzymanych produktéw w zaleznosci od zastosowanego
najefektywniejszego uktadu katalitycznego w czasie w polu ultradzwiekowym
o czestotliwosci 35 kHz

W przypadku Ba(OH), x 8 H,O wptyw dziatania ultradZzwigkow okazat sie
najbardziej spektakularny, a efekt najbardziej widoczny (zmiana barwy).
Reakcja zachodzita btyskawicznie juz w momencie wprowadzenia ultradzwie-
kéw do mieszaniny reakcyjnej (w uktadach rozpuszczalnikowych), a konwersje
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rownowagowsg, otrzymywano w kilkanascie sekund. W przypadku katalizato-
ra MgO, oproécz duzej selektywnosci do FA, uzyskano z selektywnoscia ok. 30%
difurfuralaceton (F2A), ktory moze mieé potencjalne zastosowanie do pro-
dukgji frakeji weglowodorowej paliw lotniczych (Xing 2010; Xiao-Ming 2012).

11.4. Podsumowanie

Przeprowadzone eksperymenty laboratoryjne szybkiej pirolizy w obecno-
sci katalizatora ZnCl, pozwolity na uzyskanie z duza selektywnoscia trzech
gtéwnych zwigzkow: furfuralu, kwasu octowego i lewoglukozanu, ponadto
obecnos¢ ZnCl, w biomasie uniemozliwila powstawanie innych zwigzkéw
organicznych.

W procesie pirolizy selektywnej zostaty uzyte trzy rodzaje biomasy: topo-
la, wierzba i robinia akacjowa. Selektywno$¢ do furfuralu w przypadku tych
trzech suroweéw wyniosta 70-80% w obecnosci katalizatora. Najwyzsza se-
lektywnosé 80% byta obserwowana dla topoli.

Badania termograwimetryczne DSC, TG/DTG potwierdzity, ze impregna-
cja biomasy ZnCl, przyczynita si¢ do obnizenia wydatku energetycznego
zwigzanego z dekompozycja biomasy pod wplywem temperatury (krzywe
DSC [mW/mg] rys. 7-10). Ponadto krzywe przebiegu TG/DTG w przypadku
wymienionych surowcow wskazuja, ze impregnacja biomasy wptywa na obni-
zenie temperatury depolimeryzacji biomasy o ok. 100-150°C.

Nowoczesne metody intensyfikacji reakcji (ultradzwieki) wykorzystano
w reakcji kondensacji furfuralu F oraz acetonu A w fazie cieklej (40°C)
i wykazano, ze ultradZzwigki (zwlaszcza o nizszych czestotliwosciach) stano-
wigq najefektywniejszy sposob wprowadzania energii do uktadu. Produktem
reakcji kondensacji F i A jest furfurylidenoaceton FA o istotnym znaczeniu
praktycznym.

Opracowany proces kondensacji F z A do FA w polu ultradzwiekowym
wobec Ba(OH), x 8 H,O oraz CaO i MgO jest procesem bezodpadowym,
a nieprzereagowany aceton, etanol/metanol oraz zuzyty katalizator zawraca-
ne sa do obiegu. Technologia spelnia zatem wymagania stawiane ,zielonej
chemii”, wykorzystujac jednocze$nie produkt uboczny z produkcji fenolu do
syntezy wyzej przetworzonych zwiazkow chemicznych przedtuzajacych tan-
cuch produktow wielkiej syntezy chemiczne;j.

Najwyzsza konwersje F (100%) i1 selektywnos$é do FA (84%) uzyskano dla
ultradzwiekow o czestotliwosci 35 kHz, stosujac jako katalizator Ba(OH), x 8 H,O
oraz metanol w 40°C dla stosunku molowego F:A wynoszacego 1:9.

Rekcja kondensacji F z A w fazie cieklej jest reakcja réwnowagowsg
i konwersje rownowagowa, osiggnieto.
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W produktach reakcji oprécz FA powstaty ponadto DAA, FA-OH, F,A oraz
FA, w réznych stosunkach w zaleznosci od sposobu prowadzenia reakcji.

W wyniku uwodornienia FA otrzymano selektywnie 4-(2-furanylo)-2-buta-
non — produkt stosowany gléwnie jako aromat w przemysle spozywezym.

Proces szybkiej pirolizy biomasy bogatej w ksylany i impregnowanej np.
ZnCl, (kwasem Lewisa) prowadzi do otrzymania furfuralu z duza wydajno-
$cia w tagodnych warunkach, jak wynika z przebiegu krzywych TG/DTG
ok. 250-300°C i pod ci$nieniem atmosferycznym. Na rysunku 15 zapropono-
wano proces otrzymywania furfuralu, ktory po odzyskaniu w procesie desty-
lacji z mieszaniny biooleju mégtby by¢ przetwarzany w procesie kondensacji
aldolowej z acetonem do cennych pétproduktéow (np. biochemikalia i kompo-
nety biopaliwowe).

- furfural

reaktor

fluidalny acston

katalizator

Rys. 15. Idea procesu szybkiej pirolizy biomasy impregnowanej katalizatorem w reaktorze
fluidalnym: (1) podawanie biomasy po impregnacji; (2) opary z zawiesing pytu trafiaja do
cyklonu w celu separacji czastek statych wegla; (3) opary trafiajg na kolumne
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CZESC IV
PALIWO Z GLONOW - BIOOLEJ

12. Mozliwos¢ wykorzystania sciekow mleczarskich
w procesie hodowli biomasy glonéw olejowych

Marcin Debowski, Marcin Zielinski, Mirostaw Krzemieniewski

12.1. Wprowadzenie

Ograniczone zasoby paliw kopalnych oraz sukcesywnie postepujacy wzrost
cen typowych no$nikéw energii sprawity, ze ro$nie zainteresowanie niekon-
wencjonalnymi technologiami produkcji paliw. Zapotrzebowanie na rozpro-
szone zrodia energii odnawialnej wiaze sie tez z koniecznoscig zapewnienia
bezpieczeristwa jej dostarczania do odbiorcow koncowych, jak réwniez ogra-
niczeniem emisji gazow cieplarnianych i zwigzanych z tym zjawiskiem
zmian klimatycznych. Najwazniejsze miedzynarodowe porozumienie doty-
czace ograniczania zmian klimatu, a mianowicie Protokotu z Kioto przewidu-
je, iz kraje Unii Europejskiej do 2020 r. ogranicza emisje gazéw cieplarnia-
nych o 20% w poréwnaniu do roku 1990.

Bioraec pod uwage fakt, iz transport i komunikacja nalezg do gltéwnych
Zzrodel zanieczyszczen powietrza, konieczne sg zmiany zwiazane z zastapie-
niem paliw kopalnych biopaliwami. W zwigzku z tym 23 kwietnia 2009 r.
Parlament Europejski i Rada przyjety dyrektywe 2009/28/WE, ktéra ma na
celu szeroko rozumiane wsparcie wykorzystania biopaliw i innych odnawial-
nych zrodet energii w sektorze transportu i komunikacji. Przewiduje ona 10%
wzrost zuzycia biokomponentéw brutto do roku 2020. Oprécz wspierania pro-
dukgji i wykorzystania biopaliw, Komisja Europejska stymuluje programy ba-
dawcze zwigzane z nowymi technologiami produkcji i wykorzystania tego ro-
dzaju nosnikéw energii. Jednym z kluczowych zagadnien jest opracowanie
wydajnych i ekonomicznie uzasadnionych metod wytwarzania biodiesla.

Obecnie gtownym surowcem wykorzystywanym do produkcji biodiesla na
terenie Unii Europejskiej jest rzepak. Jednak zwiekszenie produkgeji i zuzycia



204 Marcin Debowski i in.

biokomponentow wytworzonych na bazie typowych roslin oleistych moze
prowadzi¢ do wzrostu iloSci gazow wprowadzanych do atmosfery oraz nega-
tywnie wpltynaé na globalng podaz zywnosci i istotny wzrost jej cen. Zwiek-
szanie obszaréw pod uprawe roslin oleistych stanowi rowniez zagrozenie dla
srodowiska naturalnego i moze doprowadzi¢ do zniszczenia cennych przyrod-
niczo siedlisk flory i fauny oraz zwiekszy¢ iloS¢ zanieczyszczen wprowadza-
nych do gleby, wod podziemnych i powierzchniowych.

Istnieje zatem uzasadniona potrzeba poszukiwania alternatywnych zrédet
biomasy, ktorej wykorzystanie na cele energetyczne bedzie uzasadnione
z ekonomicznego i ekologicznego punktu widzenia. Biorac pod uwage bardzo
wysoka efektywnos$é fotosyntetyczna, szybkie tempo przyrostu biomasy, od-
pornosé na réznego rodzaju zanieczyszczenia oraz mozliwosé zagospodarowa-
nia terenéw, ktore nie moga zosta¢ wykorzystane na inne cele, alternatywa
dla typowych roslin energetycznych moga by¢ glony.

Celem badan byto okreslenie mozliwo$ci namnazania i hodowli biomasy
glonow o wysokiej zawartosci oleju na bazie wybranych substratéow odpado-
wych pochodzacych z zaktadow przemystowych branzy mleczarskiej, wytypo-
wanie najwydajniejszych sposrod testowanych parametrow technologicznych
procesu oraz opracowanie koncepcji techniczno-technologicznej uktadu eks-
ploatowanego w skali techniczne;j.

12.1.1. Wstep teoretyczny
12.1.1.1. Wykorzystanie scieké6w w procesach hodowli glonéw

Rozwigzania technologiczne oparte na wykorzystywaniu glonow stosowa-
ne sa najczesciej jako trzeci stopienn oczyszczania $ciekéw komunalnych oraz
przemystowych w stawach tlenowych lub fakultatywnych (Oswald 2003).
W procesie fotosyntezy organizmy te uwalniaja 1,50-1,92 kg O,/kg wyprodu-
kowanej biomasy, natomiast predkosé utleniania osiagnieta przy degradacji
zanieczyszczen organicznych ksztattuje sie w zakresie 0,48-1,85 kg Oy/m?-d
(Grobbelaar 2000; Munoz i in. 2004; Debowski i Zielinski 2009a). Asymilacja
dwutlenku wegla i zwiekszona produkcja tlenu przez glony moze doprowa-
dzi¢ do duzych wahan odeczynu wyrazonego zaréwno w systemach otwartych
(HRAP - High Rate Algae Pond), jak i fotobioreaktorach zamknietych.
Wazrost odczynu moze bezposrednio wplywac na usuniecie ze Sciekow organi-
zmow patogennych (Oswald 1995; Schumacher i in. 2003).

Glony asymiluja znaczng ilo§¢ substancji biogennych zawartych w Scie-
kach, poniewaz wymagajg duzych ilo$ci azotu i fosforu niezbednych w proce-
sach wewnatrzustrojowej syntezy bialek, ktérych koncentracja w suchej ma-
sie ksztaltuje sie w granicach 20-60% w zaleznosci od gatunku. Przyswajane
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zwiazki biogenne wykorzystywane sg rowniez do budowy kwaséw nukleino-
wych i fosfolipidéw (OswaLp 2003).

Obecnie uktady technologiczne oczyszczania Sciekow oparte na wykorzy-
staniu tych organizméw czesto integrowane sg z systemami produkeji bioma-
sy glonéw na cele biopaliwowe i energetyczne (Debowski i in. 2011a). Uwaza
sie, iz tego rodzaju rozwigzania sa bardziej uzasadnione z ekonomicznego
i technologicznego punktu widzenia, bowiem zapewniajg jednoczesne usunie-
cie zanieczyszczen chemicznych i biologicznych ze Sciekéw oraz produkcje
biomasy do produkcji biopaliw (Benemann 1997; Harmelen i Oonk 2006;
Munoz i Guieysse 2006; Debowski i Zielinski 2009b). Wykorzystanie Sciekow
jako medium hodowlanego wplywa bezposrednio na ograniczenie kosztéw
ponoszonych na dostarczenie wody oraz sktadnikéw pokarmowych, niezbed-
nych do efektywnego przyrostu biomasy glonéw (Wang i in. 2008; Li i in.
2008; Debowski i Zielinski 2009¢). W prowadzonych dotychczas pracach ba-
dawczych udowodniono, iz wysoka koncentracja CO,, w Sciekach intensyfiku-
je tempo wzrostu biomasy glonéw, co wptywa bezposrednio na efektywnoscé
degradacji zanieczyszczen (Lundquist 2008). W systemach opartych na wy-
korzystaniu wod stonych, dzieki wykorzystaniu S$ciekéow, rownowazony jest
rowniez molekularny stosunek wegla, azotu i fosforu (C:N:P = 106:16:1), tzw.
stosunek Redfielda (Lundquist 2008).

W literaturze przedstawiono wiele aplikacji systemow opartych na mikro-
glonach w procesach oczyszczania Sciekow. Sawayama i in. (1995) wykorzy-
stali jako trzeci stopien oczyszczania Sciekow uktad zamkniety, w ktorym
dominowaty glony z gatunku Botryococcus braunii. Zastosowane rozwigzanie
technologiczne pozwolitlo na skuteczne usuniecie azotu i fosforu ze Sciekéw
komunalnych odptywajacych z komor osadu czynnego oraz umozliwilo pro-
dukcje biomasy glonow o wysokiej koncentracji weglowodanow. Martinez
i in. (2000) osiagneli znaczne obnizenie stezenia fosforu ogdlnego i azotu
ogolnego w procesie oczyszczania $ciekow komunalnych w systemie otwar-
tym, w ktorym dominowaty mikroglony z gatunku Scenedesmus obliquus.
Gomez Villa i in. (2005) prowadzili eksperymenty w ukladzie pracujacym
w skali utamkowo-technicznej, w ktorym przewazajacym gatunkiem byt Sce-
nedesmus obliquus. Usuniecie zwigzkow azotu w tym przypadku wynosito
Srednio 53% w okresie letnim, natomiast w okresie zimowym sprawnosé
ograniczania stezenia tego wskaznika zanieczyszczen ksztaltowala sie na
poziomie 21%. W trakcie badan stwierdzono, iz proces wigzania fosforu prze-
biegat jedynie w ciagu dnia, a sprawno$¢ usuniecia tego zwigzku zawierata
sie w przedziale od 45% w okresie zimowym do 73% w okresie letnim (Go-
mez Villa i in. 2005). Hodaifa i in. (2008) zanotowali 67,4% ograniczenie
koncentracji zwiazkow organicznych charakteryzowanych wskaznikiem
BZT, w procesie oczyszczania Sciekéw przemystowych pochodzacych z eks-
trakeji oliwy z oliwek. Eksploatowany uktad technologiczny oparty byt na
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wykorzystaniu glonéw z gatunku Scenedesmus obliquus. Yun i in. (1997)
wykorzystali glony z gatunku Chlorella vulgaris w procesie usuwania amo-
niaku ze $ciekéw pochodzacych z huty stali. Munoz i in. (2009) zastosowali
rozwigzanie technologiczne, w ktorym biomasa glonéw z gatunku Chlorella
vulgaris zostala unieruchomiona w postaci biofilmu na elementach fotobiore-
aktora ptytowego. W zaleznosci od wariantu eksperymentalnego efektywnosé
usuniecia zwiazkéw organicznych charakteryzowanych wskaznikiem BZT,
byta wyzsza w zakresie 19-40% w stosunku do typowego fotobioreaktora
z zawieszong biomasg glonéw.

Wiele doniesien literaturowych sygnalizuje mozliwo$¢ wykorzystania bio-
masy glonéow w procesach biodegradacji zanieczyszczenn trudno rozktadal-
nych lub toksycznych dla mikroorganizmow wchodzacych w skiad osadu
czynnego (Chojnacka 2005; Munoz i Guieysse 2006). W tym przypadku bar-
dzo istotny jest wybor wtasciwego gatunku, charakteryzujacego sie wzgled-
nie wysoka odpornoscia na zwigzki toksyczne, ktore moga byé obecne
w oczyszczanych $ciekach. Udowodniono, iz wymagania tego rodzaju spetnia-
ja gatunki z rodzaju Chlorella sp. i Scenedesmus sp. (Garcia i in. 2000).
Glony z rodzaju Chlorella sp. sa odporne na dziatanie metali ciezkich, dzieki
czemu moga by¢ wykorzystywane w procesach oczyszczania Sciekow przemy-
stowych (Munoz i in. 2003). W literaturze prezentowane sa badania nad
wykorzystywaniem glonow z rodzaju Chlorella sp. do biodegradacji tak
ucigzliwych $ciekow, jak odcieki ze sktadowisk odpadow (Lin i in. 2007),
Scieki z przemystu drzewnego i papierniczego (Tarlan i in. 2002; Yewalkar
i in. 2007), tekstylnego (Acuner i Dilek 2004), fenolowego (Lima i in. 2004;
Essam i in. 2007) czy produkcji etanolu i kwasu cytrynowego (Valderramaa
i in. 2002). Chlorella sp. jest wykorzystywana do oczyszczania Sciekow zawie-
rajacych zwigzki organiczne, np. odciekéw z komor fermentacyjnych (Ogbonna
iin. 2000) czy mleczarni (Sooknah i Wilkie 2004; Bernal i in. 2008).

12.1.1.2. Wykorzystanie glonéw w procesach produkcji biooleju

Dokonujac wyboru gatunkéw glonéw do produkcji oleju, nalezy uwzgled-
ni¢ przede wszystkim tempo wzrostu, ilo$¢ i jako§é wytwarzanych kwaséw
thuszczowych, konkurencje z innymi mikroglonami i bakteriami oraz wytrzy-
mato$é na stres mechaniczny. Do produkeji biopaliw wykorzystuje sie¢ m.in.
stodkowodne glony: Scenedesmus sp., Chlorella sp., Spirogyra sp. oraz gatun-
ki morskie z rodzajow Synechccocus sp., Dunaliella sp. W tej chwili najlepsze
do produkcji biopaliwa — ze wzgledu na zawarto$¢ lipidow oraz produktyw-
nosé — wydaja sie mikroglony z rodzaju Chlorella (Krzeminska i Tys 2013).

Chlorella nalezy do glonéw, ktére wykorzystuja gtéwnie skrobie jako ma-
terial zapasowy. Natomiast zawarto$¢ lipidow w komorce, w zaleznosci od
gatunku i przy standardowych warunkach hodowli, wynosi 14-30% w suchej
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biomasie (Illman i in. 2000; Spolaore i in. 2006). Illman i in. (2000) analizo-
wali wartosé opatowa pieciu gatunkow z rodzaju Chlorella (C. protothecoides,
C. vulgaris, C. emersonii, C. sorokiniana, C. minutissima). Badania udowod-
nity, iz obnizenie zawartosci azotu w medium hodowlanym wptywa na wzrost
zawartosci lipidow w komérkach analizowanych gatunkow, przy czym najwyz-
sze wartosci zaobserwowano dla C. emersonii, C. minutissima i C. vulgaris.
Wartosci te wyniosty odpowiednio 63%, 56% i 40% w suchej masie. Nato-
miast prowadzenie hodowli C. protothecoides w warunkach heterotroficznych
pozwolito osiagnaé¢ zawarto$¢ ttuszczu w komoérce na poziomie 57,9% w su-
chej masie (Miao i Wu 2004). De Bashan i in. (2002) udowodnili 4-krotny
wzrost zawartosci lipidéw w komorce C. vulgaris w warunkach immobilizo-
wania komoérek glonéw na nosniku alginianowym.

Bioolej moze byé pozyskiwany w procesie pirolizy. Proces mozna prowa-
dzi¢ jako rozklad termiczny i termochemiczne skraplanie (Demirbas 2000).
Istnieje wiele doniesien literaturowych o mozliwosci wykorzystania pirolizy
do pozyskiwania biooleju z glonow (Peng i in. 2000; Peng i in. 2001; Tsuka-
hara i Sawayama 2005; Demirbas 2006). Miao i Wu (2004) uzyskali bioolej
na drodze szybkiej pirolizy z gatunku Chlorella protothecoides hodowanego
w warunkach heterotroficznych. Zawarto$¢ lipidow w komérkach tego gatun-
ku wyniosta 55% s.m.

12.2. Metodyka badan

12.2.1. Pierwszy etap badan

W trakcie realizacji badan zatozono, iz gtéwne Zrédto substancji pokarmo-
wych stanowi¢ beda odpady pochodzace z zaktadu branzy mleczarskiej.
W celu analizy jakosciowej tego rodzaju substratu dokonywano poboru Scie-
kow z réznych punktow ciggu technologicznego procesu przetworstwa mleka.
Analizowane Scieki pochodzily z nastepujacych punktéw ciagu technologicz-
nego: punkt odbioru mleka sekcja mycia urzadzen technologicznych, sekcja
produkeji masta, sekcja produkeji twarogu, sekcja produkcji sera zoéttego,
zbiornik wyrownawczy $ciekow mleczarskich. Pobierano i analizowano réw-
niez serwatke z produkcji sera zottego (serwatka stodka) oraz serwatke
z produkcji twarogu (serwatka kwasna). W trakcie do$wiadczen przeprowa-
dzono réwniez analizy fizyczno-chemiczne takich potencjalnych substratow,
ktore moga stanowi¢ potencjalne zrédto substancji pokarmowych dla bioma-
sy mikroglonéw, jak: roztwor sproszkowanego permeatu pochodzacego z ul-
trafiltracji serwatki stodkiej, odciek pochodzacy z reaktora beztlenowego
oczyszczajacego Scieki mleczarskie, typowa pozywka syntetyczna stosowana
w procesach namnazania i hodowli biomasy glonowej spreparowana na bazie
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czystych odczynnikéw chemicznych. Zakres analiz fizyczno-chemicznych
sciek6w obejmowal: BZT,, ChZT, N _,, N-NH,, P-PO,, P_,, zawiesiny ogdlne
oraz pH.

og’ og’

12.2.2. Drugi etap badan

W tej czesci prowadzono eksperymenty zwigzane z okresleniem efektyw-
nosci procesu produkcji biomasy mikroglonéow z wykorzystaniem wybranych
substratow pokarmowych. Substraty pokarmowe zostaly wytypowane na
podstawie analizy wynikow uzyskanych w pierwszym etapie prac badaw-
czych.

Do namnazania testowanych mikroglonow wykorzystano fotobioreaktory
rurowe o pojemnoséci czynnej 2,5 dm®. Wykonane zostaly one z przezroczyste-
go szkla organicznego o Srednicy 7,6 cm i wysokosci czynnej 55 cm. Od dotu
do reaktoréow, w sposob ciagly, doprowadzono sprezone powietrze z wydajno-
§cig 250 dm?®h. Zabieg ten zapewnial odpowiednie wymieszanie medium
hodowlanego, jednorodno$é warunkéw w catej objetosci reaktora oraz umoz-
liwialt wprowadzanie do hodowli CO,, zawartego w powietrzu. Reaktory byty
stale naswietlane Swiattem biatym o natezeniu wynoszacym 700 lux. Tempe-
ratura hodowli wynosita 22+2°C. Warunki termiczne byly stale monitorowa-
ne poprzez zainstalowane w eksploatowanych reaktorach czujki temperatury.
Eksploatowane w trakcie tej czesci badan fotobioreaktory zaprezentowano na
rysunkach 11 2.

Rys. 1. Stanowisko badawcze
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odptyw/doplyw

S

doplyw powietrza — 7.6

Rys. 2. Schemat pojedynczego reaktora

Inokulum zaszczepiajacym byla mieszana kultura glonow, w ktérej 70%
stanowity glony z rodzaju Chlorella sp. i 30% glony z rodzaju Scenedesmus
sp. Poczatkowa zawarto$¢ suchej masy glonow w reaktorach wynosita
540 mg s.m./dm3, w tym koncentracja suchej masy organicznej to
460 mg s.m.o./dm3. Na poczatku cyklu technologicznego do kazdego z eksp-
loatowanych fotobioreaktoréw wprowadzono po 200 cm?® testowanych po-
zywek.

Badania prowadzono dla pieciu wariantow technologicznych. Jako kryte-
rium ich wyodrebnienia przyjeto wykorzystane substancje pokarmowe:
¢ wariant I — pozywka na bazie odczynnikéw chemicznych,

e wariant II — odciek z reaktora fermentacyjnego oczyszczajacego Scieki mle-
czarskie,

¢ wariant III — modelowe, surowe $cieki mleczarskie spreparowane na bazie
mleka w proszku,

e wariant IV — surowe $cieki mleczarskie pochodzace ze zbiornika wyréw-
nawczego,

* wariant V — odciek z reaktora fermentacyjnego oczyszczajacego Scieki mle-
czarskie poddany wstepnej pasteryzacji.

Charakterystyke substratow pokarmowych stosowanych podczas realiza-
¢ji drugiego etapu badan zamieszczono w tabeli 1.

W trakcie prowadzonych badan analizowano efektywno$¢é przyrostu bio-
masy glonéw, jej sktad jakoSciowy oraz zawarto$c¢ ttuszczu w pozyskiwanej
biomasie (metoda Soxhleta).
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Tabela 1
Charakterystyka substratéw pokarmowych
Wskaznik
Wariant | gy ChzT | BzTy saw.og. | N, NNH, P, PPO,
(mg O/dm?) | (mg 0/dm® | /chzT | P2 | (mg/dm®) | (mg/dm®) | mg/dm?) | (mgihn®) | (mg/dm®)
I 32,11 113,26 0,28 | 6,19 | 138,53 51,84 47,43 49,98 4231
II 319,09 633,47 0,50 | 7,42 | 4182 | 229,06 | 207,89 | 62,61 | 49,19
IIT 403,12 937,02 0,43 | 7,89 | 971,21 56,07 1,23 27,19 19,54
v 1713,42 3788,9 0,40 | 821 | 102655 | 53,13 7,34 40,52 21,22
\% 337,19 702,05 048 | 7,39 | 206,13 | 274,93 | 216,86 65,04 52,03

W celu przeprowadzenia analizy iloSciowej biomasy glonéw probki po
utrwaleniu 4% roztworem formaliny z dodatkiem alkoholu etylowego zagesz-
czano (metoda sedymentacji) do objetosci pozwalajacej przy powiekszeniu
500x oznaczy¢ w jednym polu widzenia mikroskopu co najmniej 10 i nie
wiecej niz 25-30 okazow mikroglonow. Oznaczanymi jednostkami byly ko-
morki, cenobia, kolonie i nici lub inne formy glonéw — liczone metoda kropel-
kowa w trzech powtérzeniach. Wynik przeliczano na liczbe organizmow wy-
stepujacych w 1 litrze wody. Biomase mikroglonéw szacowano metoda pomiaru
objetosci komoérek. Biomase wyliczano z iloczynu liczebnosci i $redniej obje-
tosci badanego taksonu oraz masy wiasciwej glonéw réwnej 1 g/cm®. Koncen-
tracje suchej masy biomasy glonéw oznaczano réwniez metoda wagowa bez-
posredniag wg PN-EN 872:2002. Identyfikacje taksonomiczng fitoplanktonu
dokonywano na podstawie preparatéow nietrwatych lub péttrwatych. Analize
jakosciowa biomasy glonow prowadzono réwniez przy uzyciu BBE Alage
OnLine Analyser firmy Moldaenke.

12.2.3. Trzeci etap badan

W tej czesci eksperymentu przeprowadzono prace badawcze nad namna-
zaniem biomasy mikroglonéw z wykorzystaniem instalacji eksploatowanej
w skali utamkowo-technicznej (rys. 3). Eksperymenty przeprowadzono
w fotobioreaktorze o objetosci czynnej wynoszacej 3 m3. Reaktor skladal sie
z komory reakecji i szafy sterowniczej. Fotobioreaktor zostal wyposazony
w system mieszania, system o$wietleniowy, system grzejny i izolacje termicz-
na, system kontrolno-pomiarowy i sterowania. W eksploatowanym w trakcie
eksperymentu fotobioreaktorze do zasilania systemu oswietleniowego wyko-
rzystano zestaw czterech paneli stonecznych, monokrystalicznych Celline
CL080-12 o mocy 80 W.
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Rys. 3. Elementy fotobioreaktora (a, b, ¢ — reaktor wraz z systemem baterii stonecznych
zasilajacych system o$wietleniowy, d — mieszadto topatkowe napedzane silnikiem
z motoreduktorem, e — przegroda centralna oraz mieszadlo topatkowe, f — jedna z grzatek
systemu stabilizacji temperatury oraz widoczne o$wietlenie diodami LED)
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Substrat stosowany jako pozywka do namnazania kultury glonéw pocho-
dzil z reaktoréow beztlenowych oczyszczajacych Scieki mleczarskie (tab. 2).
Odciek pozyskano z modelowego systemu oczyszczania Sciekow eksploatowa-
nego przez zespét pracownikéw Katedry Inzynierii Ochrony Srodowiska
UWM w Olsztynie na terenie Zakladu Mleczarskiego nalezacym do grupy
PHZ SM Lacpol w Laszczowie. Odcieki stosowane w procesie namnazania
biomasy glonéw przed wprowadzeniem do eksploatowanego fotobioreaktora
poddawano pasteryzacji poprzez oddzialtywanie temperatury o wartosci 90°C
przez 30 min.

Tabela 2
Parametry fizykochemiczne odcieku surowego pochodzacego z reaktorow
oczyszczajacych Scieki mleczarskie oraz odcieku po termicznym przetworzeniu

Wskaznik
Wariant
BZT, ChZT BZT/ | o | zaw.og. N, NNH, P, PPO,
(mg Oz/dm3) (mg Oz/dma) /ChZT P (mg/dm?) (mg/dgmﬂ) (mg/dm?) (mg/(fm‘*) (mg/dm?)
Odciek z reaktora beztlenowego oczyszczajacego Scieki mleczarskie
Srednia 380,35 799,85 046 | 7,37 | 112,70 | 255,25 194,90 60,20 42,85
Min. 309,40 706,30 0,38 | 7,11 | 99,30 191,20 123,40 49,20 29,80
Max. 451,30 893,40 0,53 | 7,62 | 126,10 | 319,30 266,40 71,20 55,90
Odch.
70,95 93,55 0,08 | 0,25 13,40 64,05 71,50 11,00 13,05
stand.
Odciek z reaktora beztlenowego oczyszczajacego Scieki mleczarskie po pasteryzacji
Srednia 491,95 891,15 0,50 | 7,24 | 98,15 302,75 221,95 61,74 46,50
Min. 392,60 773,10 0,39 | 7,03 | 76,99 203,40 151,30 49,87 33,80
Max. 591,30 1009,20 0,61 | 7,45 | 119,30 | 402,10 292,60 73,60 59,20
32(1311:1 99,35 118,05 0,11 | 0,21 21,16 99,35 70,65 11,87 12,70

Podczas prowadzonych badan wstepnych do eksploatowanego reaktora pra-
cujacego w skali utamkowo-technicznej wprowadzano 2 dm? odcieku/m? - dobe.
Objeto$é czynna eksploatowanego ukladu technologicznego wynosila 3 m?,
zatem catkowita ilo$¢ przetworzonego termicznie odcieku wprowadzana do
systemu to 6 dm? odcieku/dobe. Zastosowane parametry technologiczne pro-
cesu przedstawialy sie nastepujaco: temperatura 20°C, predkos§é mieszania
30 obr./min, system o$wietleniowy pracowat przez 24 h. W trakcie prowadze-
nia eksperymentow wykonywano analizy fizykochemiczne Sciek6w surowych
oraz odptywajacych z sekwencji reaktoréw beztlenowych. W trakcie eksploata-
¢ji reaktorow kontrolowano zawarto$¢ zwigzkéw organicznych wyrazonych
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wskaznikami ChZT oraz BZT,, stezenie fosforu ogdlnego, ortofosforanéw,
azotu ogélnego, azotu amonowego, pH oraz koncentracje zawiesin.

Biomasa glonéw wykorzystana do zaszczepienia reaktora eksploatowane-
go w skali utamkowo-technicznej pochodzita z hodowli wiasnej. Analiza jako-
Sciowa sktadu kultur mikroglonéw wskazata, iz w sktad biomasy wchodzito
3,1% bakterii, 3,3% Cyanobacteria, 72,0% Chlorella sp., 21,6% Scenedesmus
sp. Zawarto$¢ substancji ttuszczowych w suchej masie ksztaltowata sie
w zakresie 15,5-19,8% przy wartosci §redniej na poziomie 17,8%.

Wyprodukowana biomasa glonéw byla zageszczana i usuwana poza uklad
technologiczny z wykorzystaniem bebnowego systemu mikrosit o $rednicy
oczek 10 um firmy Hydrotech.

12.3. Wyniki

12.3.1. Pierwszy etap badan

Najwyzsze stezenia azotu i fosforu stwierdzono w serwatkach pochodza-
cych z produkcji twarogu i produkcji sera. Wysokie koncentracje azotu amo-
nowego i ortofosforanéw w serwatce pozwalajg przypuszczac, iz mogag by¢ to
potencjalne Zrédia substancji pozywkowych dla mikroglonéw. Czynnikiem,
ktory ogranicza mozliwos¢ bezposredniego zastosowania tego rodzaju sub-
stratu, jest jednak zbyt wysoka koncentracja zwigzkow organicznych. Obser-
wowane stezenia wskaznikow ChZT, BZT5, ttuszczy czy koncentracja LKT
byly wielokrotnie wyzsze od innych analizowanych w trakcie badan Sciekéw.
Zmaczna zawartos¢ substancji organicznych w pozywkach wprowadzanych do
kultur glonowych wplywa negatywnie na ich rozwdj i wywotuje przyrost
konkurencyjnej biomasy bakteryjne;.

7 uwagi na zawarto$§é substancji organicznych oraz zwigzkéw biogennych,
gtéwnie azotu amonowego i ortofosforanow, a takze biorac pod uwage stosu-
nek iloSciowy tych substancji, stwierdzono, iz substratem o najwiekszym
potencjale zastosowania w technologii namnazania biomasy glonéw jest od-
ciek z reaktora beztlenowego oczyszczajacego Scieki mleczarskie. Substrat
ten charakteryzuje sie niskim stezeniem zwigzkow organicznych wyrazonych
wskaznikami ChZT i BZT,, ktorych wartosci ksztaltowaly sie na poziomie
odpowiednio 633,47 mg O,/dm? oraz 319,09 mg O,/dm3. Byly to wartosci
najnizsze z obserwowanych podczas charakterystyki substratow odpadowych
pochodzacych z przemystu mleczarskiego. Jednoczesnie w odcieku po proce-
sie fermentacji $ciek6w mleczarskich zauwazono bardzo wysoka zawartosé
azotu amonowego (207,89 mg N-NH,/dm?) oraz ortofosforanéw (49,19 mg P-
PO,/dm?). Parametry fizykochemiczne testowanych w trakcie eksperymen-
tow substratow odpadowych pochodzacych z sektora mleczarskiego zapre-
zentowano w tabeli 3.
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12.3.2. Drugi etap badan

Uzyskana koncentracja oraz szybkos¢ przyrostu biomasy glonow byta za-
lezna bezposrednio od testowanych substratow pokarmowych i ksztattowata
sie w zakresie od 842,9 mg s.m./dm?® w przypadku stosowania modelowych
$ciek6w mleczarskich do 3521,2 mg s.m./dm3® w przypadku wykorzystania
typowej pozywki dla hodowli glonéw (rys. 4).
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Rys. 4. Zmiany koncentracji biomasy glonow w fotobioreaktorach w zalezno$ci od wariantu
technologicznego

Najwyzsze efekty technologiczne uzyskano w wariancie, w ktérym jako
substrat pozywkowy w procesie namnazania biomasy glonéw zastosowano
odciek z reaktora beztlenowego oczyszczajacego Scieki mleczarskie, ktory
poddano procesowi wstepnej pasteryzacji. W tym przypadku uzyskana kon-
centracja biomasy glonéw w fotobioreaktorze wynosita ok. 3490 mg s.m./
dm3, natomiast Srednia szybkos¢ przyrostu glonow ksztaltowata sie na po-
ziomie 176 mg s.m./dm? - d (rys. 5).
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Rys. 5. Zmiany koncentracji suchej masy biomasy glonéw przy zastosowaniu
jako pozywki odcieku z reaktora beztlenowego oczyszczajacego Scieki mleczarskie

po wstepnej pasteryzacji (20 min/temp. 90°C)
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Uzyskane wysokie sprawnos$ci namnazania biomasy glonow spowodowane
byty sktadem jako$ciowym testowanego medium, tzn. relatywnie niskim ste-
zeniem zwigazkow organicznych oraz wysokimi stezeniami azotu w formie
amonowej 1 fosforu mineralnego. Stwierdzono, iz wprowadzenie do ciggu
technologicznego procesu pasteryzacji odcieku po procesie beztlenowego
oczyszczania Sciekow mleczarskich skutkowalo ograniczeniem ilo$ci bakterii
w namnazanej biomasie od 18,3% do 3,1%. Zabieg ten wptynat istotnie na
zwiekszenie udziatu glonéw z rodzaju Chlorella sp. od poziomu 66,7%
w przypadku testowania odcieku surowego do wartosci 72% po zastosowaniu
procesu pasteryzacji (rys. 6). Srednia zawartosé oleju w namnazanej bioma-
sie glonéw miescita sie w przedziale od 21,3% w ukladzie technologicznym,
w ktérym wykorzystywano pozywke syntetyczng do 9,4% w przypadku testo-
wania modelowych Sciekéw mleczarskich (tab. 4).

[%]
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R1 R2 R3 R4 R5
wariant eksperymentu

2 Chlorella sp. 3 Scenedesmus sp. [ Cyanobacteria BEBakterie
Rys. 6. Sktad jakosciowy biomasy

Tabela 4
Procentowa zawartosé oleju w biomasie pozyskiwanej z fotobioreaktorow
w zaleznosci od wariantu eksperymentu
Wariant eksperymentu
Wartosé
I 11 111 v A%

Srednia 21,3 12,9 9,4 11,2 17,8
Minimum 18,1 11,2 6,3 94 19,8
Maximum 23,7 15,1 10,6 13,1 15,3
Odchylenie std. 2,8 2,0 2,2 1,9 2,3
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12.3.3. Trzeci etap badan

Poczatkowa koncentracja biomasy w eksploatowanym fotobioreaktorze
wynosita 19,6 mg s.m./dm3. Po 26 dniach zatrzymania w uktadzie technolo-
gicznym uzyskano koncentracje biomasy na poziomie 1999,6 mg s.m./dm?.
Stwierdzono, iz Srednia predkos¢ przyrostu biomasy przy zastosowanych pa-
rametrach technologicznych prowadzenia procesu to 76,1 mg s.m./m3-d.

Zawartos¢ substancji tluszczowych w suchej masie oznaczanych metoda
ekstrakeji oscylowata sie w zakresie 14,3-21,3%. Wartos¢ Srednia ksztatto-
wala sie na poziomie 18,05%. W trakcie prowadzenia badan wstepnych
i rozruchu technologicznego instalacji pracujacej w skali utamkowo-technicz-
nej analizowano tempo wykorzystywania dozowanych do uktadu technolo-
gicznego substancji pozywkowych oraz wartosci monitorowanych wskazni-
kow na odplywie z reaktora. Przeprowadzone badania udowodnity, iz sub-
stancje biogenne byly praktycznie catkowicie eliminowane z uktadu techno-
logicznego i wykorzystywane na przyrost biomasy glonow. Sprawnos$¢ usu-
niecia zwigzkow azotu i fosforu we wszystkich przypadkach przekraczata
97%. Koncentracja zwigazkow organicznych charakteryzowanych wskaznika-
mi ChZT i BZT, byta ograniczana z efektywnoscia oscylujaca blisko 90%.

Wartosci uzyskiwanych efektow technologicznych zwigzanych z wykorzy-
stywaniem substancji pokarmowych, przyrostem biomasy mikroglonéw oraz
zawartoscig oleju w biomasie w okresie wpracowania fotobioreaktora eksplo-
atowanego w skali utamkowo-technicznej zaprezentowano w tabelach 5 i 6.

Ponizej w tabeli 7 oraz na rysunku 7 przedstawiono wyniki uzyskane
w dalszym okresie eksploatacji reaktora pracujacego w skali utamkowo-
technicznej, zwigzane ze sprawnoscig eliminacji zanieczyszczen z odcieku, przy-
rostem biomasy glonow oraz sktadem taksonomicznym uzyskanej biomasy.

85,7 g/m®-d 178,2 g/m®-d 158,8 g/m®- d 163,2 g/m®-d

| - o
f

Rys. 7. Zmiany koncentracji suchej masy biomasy glonéw w trakcie eksploatacji reaktora
pracujacego w skali utamkowo-technicznej

sucha masa [g/m?]

czas [doby]
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Tabela 5

Zestawienie wynikéw badan zwigzanych z przyrostem biomasy glonéw oraz zawartoscig oleju
uzyskanych podczas eksploatacji reaktora w skali utamkowo-technicznej (okres wpracowania)

Konc.en- Zavxia,r- Dawka Tetr:l[:;ra- Parametry pozywki (mg/dm?)
Dzien !:raqa tos.c odcieku | w reak-

blomasy oleju (dm*/d) torze

(mg/dm?) (%) C) ChZT | BZT, | N, |N-NH, | P_ | P-PO,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 19,6 14,3 6,0 20,0 799,3 | 404,5 | 181,3 | 1449 | 47,8 31,6
2 34,8 14,3 6,0 20,0 799,3 | 404,5 | 181,3 | 144,9 | 47,8 31,6
3 81,3 15,1 6,0 20,0 799,3 | 404,5 | 181,3 | 144,9 | 47,8 31,6
4 139,6 15,3 6,0 20,0 799,3 | 404,5 | 181,3 | 1449 | 47,8 | 316
5 161,3 15,9 6,0 20,0 8243 | 4193 | 1634 | 1371 | 64,2 | 435
6 213,9 14,6 6,0 20,0 8243 | 4193 | 1634 | 1371 | 64,2 | 435
7 319,7 15,7 6,0 20,0 8243 | 419,3 | 1634 | 137,1 | 64,2 | 43,5
8 372,6 17,2 6,0 20,0 8243 | 4193 | 1634 | 137,1 | 64,2 | 435
9 4294 18,1 6,0 20,0 8243 | 4193 | 1634 | 1371 | 64,2 | 43,5
10 501,3 21,3 6,0 20,0 824,3 | 4193 | 1634 | 1371 | 64,2 | 435
11 613,8 19,6 6,0 20,0 809,7 | 399,8 | 181,9 | 139,7 [ 59,9 | 40,1
12 728,1 19,2 6,0 20,0 809,7 | 399,8 | 181,9 | 139,7 [ 59,9 | 40,1
13 834,6 20,1 6,0 20,0 809,7 [ 399,8 | 181,9 | 139,7 [ 59,9 | 40,1
14 899,4 21,3 6,0 20,0 809,7 | 399,8 | 181,9 | 139,7 [ 59,9 | 40,1
15 943,1 19,8 6,0 20,0 809,7 | 399,8 | 181,9 | 139,7 [ 59,9 | 40,1
16 106,2 19,6 6,0 20,0 809,7 | 399,8 | 181,9 | 139,7 [ 59,9 | 40,1
17 1131,6 18,2 6,0 20,0 809,7 [ 399,8 | 181,9 | 139,7 [ 59,9 | 40,1
18 12071 18,7 6,0 20,0 789,6 | 406,3 | 203,6 | 152,2 | 64,2 | 474
19 1409,6 18,3 6,0 20,0 789,6 | 406,3 | 203,6 | 152,2 | 64,2 | 474
20 1531,1 18,0 6,0 20,0 789,6 | 406,3 | 203,6 | 152,2 | 64,2 | 474
21 1762,3 18,6 6,0 20,0 789,6 | 406,3 | 203,6 | 152,2 | 64,2 | 474
22 1802,5 18,9 6,0 20,0 789,6 | 406,3 | 203,6 | 152,2 | 64,2 | 474
23 1836,7 17,4 6,0 20,0 789,6 | 406,3 | 203,6 | 152,2 | 64,2 | 474
24 1908,9 18,9 6,0 20,0 813,6 | 431,7 | 201,1 | 1551 | 62,8 | 38,9
25 19274 18,3 6,0 20,0 813,6 | 431,7 | 201,1 | 1551 | 62,8 | 38,9
26 1999,6 18,7 6,0 20,0 813,6 | 431,7 | 201,1 | 1551 | 62,8 | 38,9
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Na rysunkach 8 i 9 zaprezentowano rowniez dokumentacje fotograficzng
przedstawiajaca eksploatacje reaktora oraz skilad taksonomiczny biomasy.

Rys. 8. Reaktor w trakcie eksploatacji

M Chlorella sp.

[ Scenedesmus sp.
M Pinnularia sp.

[ bakterie

Rys. 9. Sktad taksonomiczny biomasy
12.4. Dyskusja

Biomasa glonéw moze by¢ potencjalnym zrédtem wielu rodzajow biopaliw.
Zaliczy¢ do nich mozna biogaz powstajacy w procesach beztlenowego rozkta-
du biomasy, biodiesel produkowany z lipidéw kumulowanych w komorkach
glonow, wodor pochodzacy z przemian fotobiologicznych, ewentualnie pozy-
skiwana biomasa moze by¢ przeznaczona do bezposredniego spalania (Patil
iin. 2008; Li i in. 2008; Pienkos i Drzins 2009).

W przeprowadzonych dotychczas badaniach stwierdzono, iz wiele szcze-
pow mikroalg posiada zdolnosSci do kumulowania znacznej ilosci lipidéw
w komoérkach — nawet do 20-50% suchej masy. Istnieja rowniez doniesienia,
ktore dokumentujg technologie pozwalajace na stymulowanie i intensyfiko-
wanie procesu magazynowania zwigzkow ttuszczowych poprzez kontrole ste-
zenia zwigzkow azotu w medium hodowlanym, optymalizacje sposobu do-
starczania energii Swietlnej, sterowania warunkami temperaturowymi oraz
koncentracja CO, (Qin 2005; De Morais 2007; Hu i in. 2008; Chiu i in. 2009).
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Dotychczasowe badania udowodnity, iz skutecznym sposobem wptywajacym
nie tylko na zwiekszenie poziomu kumulacji lipidéw w komoérkach mikroglo-
now, lecz réwnie na ich sktad jakoSciowy (gltownie pod katem zawartosci
trojglicerydow) jest limitowanie koncentracji azotu w medium hodowlanym
(Widjaja i in. 2009; Meng i in. 2009). Kumulacja trgjglicerydéw ma istotne
znaczenie w przypadku konwersji oleju pozyskanego z biomasy glonéw do
biodiesla (Meng i in. 2009).

W badaniach przeprowadzonych w ramach realizacji projektu strategicz-
nego w celu namnozenia biomasy glonéw o wysokiej koncentracji oleju wyko-
rzystano odciek pochodzacy z komoér fermentacyjnych. Zastosowanie tego
rodzaju odpadu ograniczalo mozliwos¢ stymulowania procesu kumulowania
biooleju w komoérkach glonéw poprzez limitowanie dostepu do zwigzkéow
azotu. Zwigzki azotu, gléwnie w formie amonowej, wystepowaly w wysokich
stezeniach w tego rodzaju substracie pozywkowym. Zbyt wysoka koncentra-
cja azotu w pozywce byta prawdopodobnie przyczyna osiggnietego poziomu
zawartosci biooleju w biomasie na poziomie bliskim 20%.

Wu i Hsieh (2008) analizowali wptyw zasolenia, stezenia azotu i intensyw-
nosci $§wiatta na wydajno$é produkeji lipidéw. Udowodniono, iz w wariantach
optymalnych koncentracja zwigzkow tluszczowych w komoérkach mikroglo-
now byta wyzsza o ponad 76% w stosunku do hodowli prowadzonej w warun-
kach konwencjonalnych. Weldy i Huesemann (2007) stwierdzili, iz limitowa-
nie ilosci zwigzkow azotu w medium hodowlanym wplywa bezpos$rednio na
wzrost procentowej zawartosci lipidow w komdrkach mikroglonéw, a jedno-
cze$nie obniza tempo przyrostu biomasy. Udowodniono, iz w przypadku te-
stowania petlnowarto$ciowej pozywki ilos¢ produkowanych lipidow ksztalto-
wala sie na poziomie 0,46 g/dm3-d, natomiast w wariancie ograniczonego
dostepu do zwiazkéw azotu wynosita 0,12 g/dm3-d. Chiu i in. (2009) udowod-
nili, iz utrzymanie koncentracji CO, na poziomie 2% bylo wariantem opty-
malnym pod katem kumulowania lipidow przez glony z gatunku Nannochlo-
ropsis oculata. Wydajnos¢ przyrostu biomasy glonéw ksztaltowata sie
w granicach 0,46 g/dm3-d, natomiast produktywnosé lipidéw wynosita od
0,14 g/dm3-d do 0,46 g/dm3-d.

Istotnym elementem warunkujgcym optacalnosé¢ produkeji biopaliwa jest
opracowanie ekonomicznie uzasadnionych technologii separacji i zageszcza-
nia biomasy glonéw oraz metod pozyskiwania oleju (Li i in. 2008). Waznym
czynnikiem, ktory bezposrednio wptywa na jako$¢ oraz ilos¢ pozyskiwanego
oleju, jest temperatura procesu ekstrakeji (Widjaja i in. 2009). Prowadzenie
procesu w temperaturze do 60°C pozwala na zachowanie wysokiej koncen-
tracji trojglicerdéw w oleju oraz ogranicza straty oleju. W pracach realizowa-
nych w ramach projektu strategicznego proces separacji biomasy glonéw
skutecznie prowadzono metodami koagulacji, mikrofiltracji oraz z wykorzy-
staniem technik membranowych.
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12.5. Podsumowanie i wnioski

Biorac pod uwage charakterystyke i sktad produktow odpadowych pocho-
dzacych z zakladéw branzy mleczarskiej analizowanych podczas realizacji
projektu, stwierdzono, iz najlepszymi wtasciwosciami pod katem wykorzysta-
nia w procesach produkcji biomasy glonéw charakteryzujg sie odcieki pocho-
dzace z reaktora beztlenowego oczyszczajacego Scieki mleczarskie. Zastoso-
wanie tego rodzaju substratu pozywkowego pozwolilo na uzyskanie koncen-
tracji biomasy glonéw na poziomie 3490 mg s.m./dm3 przy $redniej szybkosci
przyrostu glonéw wynoszacej 176 mg s.m./dm?3-d w fotobioreaktorze eksplo-
atowanym w warunkach laboratoryjnych. Srednia zawartosé oleju w namna-
zanej biomasie glonéw bylta bliska wartosci 20%.

Na podstawie eksperymentéw prowadzonych w skali laboratoryjnej oraz
badan wstepnych realizowanych w skali utamkowo-technicznej opracowano
wytyczne do budowy oraz skonstruowano instalacje pilotowa. W proto-
typowym reaktorze uzyskana koncentracja biomasy glonéw wyniosta ok.
3000 mg s.m./dm®. Stwierdzono, iz $rednia predko§é przyrostu biomasy
przy zastosowanych parametrach technologicznych prowadzenia procesu to
160 mg s.m./dm3 d. Zawartoé¢ oleju w pozyskiwanej biomasie to ok. 19%.
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13. Wytwarzanie i badanie wlasciwosci biodiesla
otrzymanego z oleju glonowego

|Ryszard Michalski|, Jarostaw Gonera, Michal Janulin

13.1.Wprowadzenie

Do produkeji biodiesla zwykle wykorzystywane sa wodne jednokomorko-
we glony zielone, ktore charakteryzujg sie wysokimi wskaznikami wzrostu
i wysoka populacja — w dobrych warunkach ulegaja podwojeniu w ciggu 24 h
i mogg zawierac¢ ponad 50% ttuszczow. Wysoka wydajnos¢ i gesto$é biomasy
jest korzystna dla produkcji biodiesla (Spolaore i in. 2006). Ponadto roczna
wydajnosé oleju z alg jest duzo wieksza niz roslin nasiennych. Sposéb jego
wytwarzania wymaga $wiatla, dwutlenku wegla, wody i nieorganicznych
sktadnikéow odzywczych, gtéwnie azotanow, fosforanéw, zelaza i pierwiast-
kow Sladowych. Okoto potowe suchej masy mikroalg stanowi biomasa wegla,
ktory zwykle pochodzi z dwutlenku wegla (Sanchez Miron i in. 2003). Opty-
malna temperatura do uprawy wielu mikroalg to 293-303 K.

W aspekcie paliw alternatywnych mikroalgi sa miniaturowymi biologicz-
nymi fabrykami, ktore w procesie fotosyntezy przeksztatcaja dwutlenek we-
gla i Swiatlo stoneczne w bogata w skladniki mineralne biomase (Banerjee
iin. 2002; Melis 2002; Lorenz i Cysewski 2003; Spolaore i in. 2006). Dodat-
kowo te fotosyntetyzujace mikroorganizmy sg uzyteczne w bioremediacji $ro-
dowisk zanieczyszczonych (Kalin i in. 2005; Munoz i Guieysse 2006) i odgry-
waja wazng role jako ,bionawozy” poprzez wigzanie azotu atmosferycznego
(Vaishampayan i in. 2001). Mikroalgi moga by¢é wykorzystywane do produk-
¢ji roznych typow nosnikow energii. Nalezg do nich:

— biometan produkowany przez beztlenowe trawienie biomasy glonéw (Spo-

laore i in. 2006);

— biodiesel powstajacy z oleju pozyskanego z alg (Banerjee i in. 2002; Gavri-

lescu i Chisti 2005; Roessler i in. 1994);

— biowodor produkowany fotobiologicznie (Fedorov i in. 2005; Ghirardi i in.

2000; Kapdan i Kargi 2006; Melis 2002).

Pomyst uzycia mikroalg jako Zrédta paliwa nie jest nowy (Chisti 1980;
Nagle i Lemke 1990), ale wspoélczesnie — w erze paliw alternatywnych
— biopaliwa cieszg sie coraz wiekszym zainteresowaniem. Hodowla alg na
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cele energetyczne zmniejsza zagrozenie globalnego ocieplenia, wplywajac na
mniejsze zuzycie paliw kopalnianych oraz wykorzystujac znaczne ilosci CO,,
(Gavrilescu i Chisti 2005).

Obecnie podstawowym paliwem dla silniké6w o zaplonie samoczynnym jest
olej napedowy otrzymywany z ropy naftowej. Prognozy stosunkowo szybkie-
go wyczerpania sie zasobow paliw kopalnianych, zagrozenie Srodowiska na-
turalnego oraz rosnace ceny ropy naftowej spowodowaly wzrost zaintereso-
wania odnawialnymi zZrédtami energii. W Polsce zyskuje na znaczeniu paliwo
odnawialne — bioester Fatty Acid Metyhyl Ester (FAME) pozyskiwany w pro-
cesie transestryfikacji oleju rzepakowego. Moze by¢ on réwniez uzyskiwany
z odpowiedniego gatunku glonéw bogatych w olej i powszechnie dostepnych
w zbiornikach wodnych. Istotnymi walorami tego paliwa sa jego proekolo-
giczne wlasciwosci, takie jak: wysoki stopien biodegradowalnosci, mniejsza
emisja sktadnikéw spalin do Srodowiska, masowa dostepno$é oraz tatwosé
pozyskiwania. W Unii Europejskiej podjeto praktyczne dziatania w oparciu
o Dyrektywe 2009/28/WE okreslajaca obowiazek wprowadzenia przez kraje
cztonkowskie biopaliw w transporcie samochodowym w ilosci 10% do 2020 r.

Mikroalgi
Q.

- Paliwo Lotnicze

L
=] =
( B
{ 18!
- Etanol Biodiesel Ekodiesel

- Energia
- Zywnos$é

Rys. 1. Produkcja biomasy glonéw

Istniejg trzy podstawowe metody otrzymywania oleju z alg:
* wyttaczanie na prasie,
® ekstrakcja heksanem,

e ekstrakcja w cieczy nadkrytycznej.

Celem badan byto opracowanie technologii otrzymywania biopaliwa z ole-
ju wytworzonego przez glony oraz zbadanie jego wlasciwosci na potrzeby
zasilania silnika z zaptonem samoczynnym. Zakres opracowania obejmuje
zatem:
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— opracowanie metody produkcji biopaliwa pozyskanego z oleju wytwarzane-
go przez glony;

— wlasciwosci biopaliwa pozyskanego z oleju glonowego oraz badanie para-
metrow silnika z zaptonem samoczynnym (ZS) zasilanego tym biopaliwem.

13.2. Metody produkcji biopaliwa pozyskanego
z oleju wytwarzanego przez glony

W procesie ttoczenia przy uzyciu prasy mozna uzyskac¢ duzg ilosé oleju
z alg (70-75%). Olej z glonéw moze by¢ uzyskiwany przy uzyciu Srodkéw
chemicznych. Najpopularniejszy do ekstrakcji jest heksan, ktory jest stosun-
kowo tani. Ekstrakcja w cieczy nadkrytycznej jest znacznie bardziej wydajna
niz tradycyjne rozpuszczalniki do separacji. Ciecze nadkrytyczne sg selek-
tywne, a tym samym zapewniaja wysoka czysto$¢é i koncentracje produktu
(Chisti 2007). Tym sposobem mozna uzyskaé prawie 100% olejow z alg.
W plynie nadkrytycznym do ekstrakeji jest uzywany dwutlenek wegla (CO,)
skroplony pod ci$nieniem i ogrzewany do tego stopnia, ze ma wlasciwosci
zarowno cieczy, jak i gazu. Wowczas ten ptyn dziata jako rozpuszczalnik
w ekstrakcji oleju (Chisti 2007). Zawartos¢ tluszczow w mikroalgach jest
rozna w zaleznosci od warunkéw hodowlanych i rodzajow glonéw. Wysoka
zawarto$¢ nasyconych i jednonienasyconych kwaséw tluszczowych, w tym
glonow, jest uwazana za optymalng z punktu widzenia jako$ci paliwa bazo-
wego (Fukuda i in. 2001). Po ekstrakecji oleju z alg pozostate frakcje biomasy
moga by¢ uzywane jako pasza dla zwierzat. W ten sposob uzyskujemy dodat-
kowa warto$é produktow uzytkowych i zmniejszenie ilosci odpadow.

Produkcja biodiesla, jak dotad, oparta jest glownie na tluszeczach pocho-
dzacych z roslin oraz zwierzat. Produkcja oleju z alg na skale przemyslowag
wydaje sie sprawg niedalekiej przysztosci (Chisti 2007). Biodiesel to paliwo
sprawdzone, a technologia jego produkcji i uzycia jest znana od ponad 50 lat
(Barnwal i Sharma 2005; Felizardo i in. 2006; Knothe i in. 1997; Meher i in.
2006). Obecnie biodiesel jest produkowany gtéwnie z soi, rzepaku i oleju
palmowego, czyli roslin przeznaczonych do konsumpcji (Felizardo i in. 2006).

Typowy proces komercyjnej produkceji biodiesla przebiega w kilku etapach
(rys. 2). Olej macierzysty sktada sie z triglicerydéw, w ktérych 3 czagsteczki
kwasu thuszczowego sa zestryfikowane przez czasteczki glicerolu. W produk-
cji biodiesla triglicerydy wchodza w reakcje z metanolem. W wyniku tej
transestryfikacji powstaja estry metylowe kwasow ttuszczowych, czyli biodie-
sel i glicerol jako produkt odpadowy. Reakcja przebiega etapowo: triglicerydy
sq najpierw przeksztatlcane do dwuglicerydow, pézniej do monoglicerydow,
a nastepnie do glicerolu. Zgodnie z zapisem stechiometrycznym reakcji, podda-
jac metanolizie 1 mol triacyloglicerolu, zuzywa sie 3 mole alkoholu metylowego
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i otrzymuje sie¢ 3 mole estrow metylowych kwaséw tltuszczowych i 1 mol
glicerolu. Poniewaz reakcja metanolizy jest reakcja réwnowagowa, nalezy
zastosowaé nadmiar jednego z substratow (zwykle alkoholu) lub przeprowa-
dzaé¢ reakcje etapami, odbierajac po kazdym etapie produkt uboczny (glice-
rol) (Chisti 2007). W procesie przemystowym uzywa sie 6 moli metanolu dla
kazdego mola triglicerydu (Fukuda i in. 2001). Tak duzy nadmiar metanolu
gwarantuje, ze reakcja przesunie sie w kierunku estrow metylowych, tzn.
w strone biodiesla. Ilo§é estrow metylowych przekracza w tych warunkach
98% wagi bazowej (Fukuda i in. 2001).

CH5-0COR; katalizator CH,-OH CHy-OCOR;
CH-OCORy + 3HOCH; ‘—' CH-OH + CH-OCORy
CH2-OCORy CHy-OH CH2-OCORy
trigliceryd-olej macierzysty metanol-alkohol glicerol estry metylowe — biodiesel

Rys. 2. Transestryfikacja oleju do biodiesla R1-R3 — grupy wodoroweglowe

| makro 1 mikroalgi
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Rys. 3. Otrzymywanie biodiesla z alg
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Rys. 4. Produkcja biodiesla

Dotychczas wykonano wiele prac badawczych w réznych osrodkach na-
ukowych krajowych i zagranicznych, jednak ciggle istniejg watpliwosci doty-
czace kompleksowej oceny efektow uzytkowych silnikéw ZS zasilanych estra-
mi metylowymi olejow roslinnych.

Problemy zwigzane ze stosowaniem estrow metylowych kwasow ttuszczo-
wych oleju (FAME) jako paliwa lub komponentéw oleju napedowego (ON)
pokazuja, ze pomimo wielu przeprowadzonych badarn w ciggu ostatnich kil-
kunastu lat w takich krajach jak: Austria, Niemcy, Francja, Wtochy, Czechy,
Szwecja, nie wszystkie zjawiska i procesy zachodzace w tych surowcach
energetycznych zostaly nalezycie poznane. Z do$Swiadczen tych panstw wyni-
ka, ze FAME pochodzaca z réznych agrorafinerii wykazuje znaczne odchyle-
nia w stosunku do wtasciwosci okreslonych w normie EN 14214.

Specyfika okreslonego rynku paliwowego, uzytkowanych na nim pojazdéw
samochodowych, samojezdnych maszyn rolniczych, leSnych i budowlanych,
jak rowniez sposoby i warunki ich eksploatacji wymagaja kazdorazowo
szczegotowego poznania zagrozen stwarzanych przez FAME. Pomimo wielo-
letnich badan, istnieje wiele obszaréw watpliwych, wymagajacych petniejsze-
go poznania, szczegélnie w zakresie:

* wzajemnego oddziatywania estr6w metylowych kwaséw ttuszczowych z ON,
* oddziatywania FAME na elementy konstrukcyjne silnika,

* zanieczyszczenia i trwalosci elementow uktadu wtryskowego silnika,

* zanieczyszczenia komory spalania i uktadu wydechowego,

* wtasciwosci uzytkowych proekologicznych biopaliw.

Niska odporno$é na utlenianie FAME sprzyja tworzeniu osadéw w silni-
ku. Z kolei wysoka liczba jodowa biopaliwa przys$piesza zakoksowanie konco-
wek wtryskiwaczy.

Jednym z istotnych kryteriéw oceny jakoSci biopaliwa jest okreslenie cat-
kowitej zawartosSci gliceryny i wolnej gliceryny oraz mono-, di- i trgjglicery-
doéw. Wysoka zawartosé wolnej gliceryny w FAME moze stwarzac¢ trudnosci
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podczas magazynowania biopaliwa w zbiornikach ze wzgledu na tendencje
do wytracania sie gliceryny. Wysoka zawartos¢ gliceryny w biopaliwie moze
powodowaé zanieczyszczenie koncowek wtryskiwaczy, tworzenie sie osadow
na denkach tlokéw i w komorach spalania silnika (Bocheriski i Jakodbiec
2005).

Zastosowanie FAME jako paliwa do napedu pojazdéw stwarza wiele pro-
bleméw badawczych z uwagi na brak okreSlonych wymagan jakoSciowych
w odniesieniu do paliw weglowodorowych podanych w normie EN590, ktora
ogranicza maksymalng zawartos¢ FAME obecnie do 5%, a po jej nowelizacji
dopuszcza sie ilos¢ FAME do 10% w ON.

Istotnym zagadnieniem dotyczacym oceny wiasciwosci uzytkowych estrow
metylowych kwasow ttuszczowych oleju z glonéw sa procesy ich starzenia.
Odmienny przebieg proceséw starzenia FAME powoduje, ze wykorzystywane
obecnie klasyczne metody oceny sktonnosci paliw do utleniania nie odzwier-
ciedlaja tych proceséw w biopaliwach. Procesy starzenia FAME przebiegaja
zdecydowanie szybciej w stosunku do zmian zachodzacych w ON.

Jednym z istotnych probleméw eksploatacyjnych pojazdéw zasilanych
FAME jest zapewnienie wtasciwego rozruchu silnikow w temperaturze poni-
zej 5°C. Bezposredni wpltyw na wlasciwos$ci niskotemperaturowe biopaliwa
ma jakos¢ surowca, jego sktad chemiczny, zawartos¢ poszczegolnych estréw
kwasow ttuszczowych itp. Przyktadowo, im wyzszy udziatl estréow o wyzszej
liczbie atomow wegla w czasteczce, tym mniejsza podatnos¢ rozruchowa
w niskiej temperaturze, zas wiekszy udziatl nienasyconych wigzan poprawia
te wlasciwosé.

Ponizej przedstawiono etapy produkeji na matg skale biopaliwa pochodza-
cego z oleju wytworzonego przez glony. Do do§wiadczenia wybrano bezcisnie-
niowg metode wytwarzania estrow metylowych kwasow ttuszczowych wyko-
rzystujacq nadmiar metanolu. W przypadku katalizatora eksperymentowano
z jego iloScia.

Proces transestryfikacji przeprowadzono w specjalnie skonstruowanym
reaktorze o pojemnoéci 1,5 dm3 zaopatrzonym w mieszadlo mechaniczne
itaznie wodng pozwalajaca utrzymac stata temperature. Aparatura do$wiad-
czalna zostata przedstawiona na rysunku 5.

Reakcji z metanolem poddano olej wyttoczony z alg Chlorella prototheco-
ides. Procedure produkcji paliwa z alg przedstawiono w tabeli 1.

Do doéwiadczenia uzyto stalych wartosci oleju bazowego — 1 dm? oraz
metanolu w iloci 0,15 dm?. Jako katalizatora uzyto wodorotlenku potasu
o czystosci analitycznej w ilosci 14 g.
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Rys. 5. Aparatura doswiadczalna do produkcji bioestru
1 — reaktor, 2 — laznia wodna LAUDA ECO RE630, 3 — mieszadto mechaniczne, 4 — pH-metr
Liquisys M CPM233+CPS11

Tabela 1
Etapy produkcji paliwa z alg
Lp Nazwa operacji Aparatura Parametry
’ i wtasciwosci
1 2 3 4
1 oczyszczanie, filtrowanie, | konwerter 234 Plus lub filtr | gestosé ~ 0,92g/cm?®
odwadnianie oleju PP do biodiesla firmy brak zanieczyszczen
surowego Filtrakon zaw. H,0 < 0,15%
lepko§é 75 mm? s
zaw. wolnych kwasow
ttuszezowych < 1,5%
zaw. fosforu < 200ppm
pH~17
2 przygotowanie mieszaniny | mieszalnik, zbiornik metanol <0,2% wody
estryfikacyjnej pomocniczy KOH
(katalitycznej)
WARIANT I ZAPEWNIENIE
metanolan sodu JEDNORODNOS CI
(CH,0K)KOH+CH,0H MIESZANINY
KAT=0,0167*OR (dm?)
MET=0,146*0OR (dm?)
obliczenie iloSci
katalizatora metoda,
miareczkowania
WARIANT II
mieszanina wodorotlenku
sodu (KOH) i metanolu
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cd. tabeli 1

2

3

4

transestryfikacja
jednoetapowa

WARIANT I

intensywne mieszanie

w temp. 30-50°C przez 0,5 h,
pozostawi¢ na 2,5 h
WARIANT II

intensywnie mieszaé przez
1,5 h w temp. ~60°C

reaktor laboratoryjny,
taznia wodna,
mieszadto topatkowe

oceni¢ stopien przebiegu
reakcji transestryfikacji
chromatograf TLC > 96%

sendymentacja

wiréwka

n obr = 2000 obr/min

spuszczenie wydzielonej
frakeji glicerynowej

zawor elektromagnetyczny
lub kulowy

14-17% wsadu

oczyszezanie surowego
B100:

— bezwodna ekstrakcja
kwasu fosforowego H,PO,
— przemywanie woda
destylowang

— przemywanie roztworem
kwasu cytrynowego

uktad oczyszczania

pH = 7 dla B100

10% wody w stosunku do
masy estru

2% roztwor kwasu
cytrynowego

spuszczenie B100

zawor elektromagnetyczny
lub kulowy

przepuszczalnosé¢ wktadu
filtra 5-10 mm

osuszanie B100

przedmuch powietrzem
lub zel krzemowy

temperatura ok. 90°C
bezwodny siarczan sodu

(N2,S0,)

ocena jakosci B100

analiza fizykochemiczna:
— piknometr, areometr

— lepkos$ciomierz

— aparat Marcussona

gestosé 0,86-0,9 g/em?
lepko$¢ 3,5-5 mm?%/s
pH=17

zawarto$¢ wody =
500 mg/kg

Przyjeto do badan 1000 ml oleju z alg + 146 ml metanolu + 17,1 g KOH
(czas mieszania 45 min w temperaturze 60°C) i otrzymano:
* ester metylowy oleju z alg — 800 ml , co stanowi 0,75,
¢ gliceryne — 270 ml, co stanowi 0,25.



13. Wytwarzanie i badanie wtasciwosci biodiesla... 237

Rys. 6. Oddzielony ester metylowy z glonow i gliceryna

13.3. Metody badan wlasciwosci biopaliwa pochodzacego
z oleju glonowego

Wiasciwosci fizykochemiczne i uzytkowe FAME zaleza od jakosci wytwo-
rzonych glonéw, ich oczyszczenia wstepnego, procesu transestryfikacji oraz
sedymentacji i oczyszczenia produktu koncowego (biodiesla). Odmienna bu-
dowa chemiczna FAME, najczesciej od kilku do 24 atoméw wegla w czastecz-
ce, nasycone badz nienasycone o jednym lub wigkszej liczbie wigzan podwdj-
nych decyduja o réznicy pomiedzy FAME i ON.

Programowane badania eksperymentalne biopaliw maja na celu okresle-
nie wlasciwosci fizykochemicznych estru metylowego olejow otrzymanych
z glonéw i przeznaczonego do zasilania silnikow ZS oraz ocene stanu tech-
nicznego badanego silnika zasilanego tym biopaliwem.

Program badan eksperymentalnych obejmuje dwa etapy :

1) badanie wtasciwosci fizykochemicznych oleju rzepakowego i olejow odpa-
dowych oraz pozyskanych estréw metylowych z tych olejow;

2) badanie stanu technicznego silnika wysokopreznego zasilanego biopa-
liwem.

Przebieg programowanych badan eksperymentalnych biopaliwa przedsta-
wiono na rysunku 7.
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Badania przydatnoéci oleju z glonow jako paliwa silnikowego

—|

!

!

!

badania
hamowniane

badania
toksycznosci spalin

badania
trwaltos$ci silnika

!

!

!

ocena zuzycia

moment obrotowy,

misja czastek stalych,
wielko$¢ zadymienia

elementéw uktadu
korbowo-tlokowego
oraz tozysk

moc, zuzycie paliwa spalin
korbowodnych
i gtéwnych
v v v
obserwacja i analiza

analiza aldehydoéw,

powstajacych osadéw
1 nagaréw, zmiana

temperatura mediéow ketonow i1 zwigzkéw L
wlasciwosci
aromatycznych . .
fizykochemicznych
oleju smarowego
v v v
zmiana parametréow

analiza weglowodoréw

pracy silnika w prébie

.Ifrz.ebl'eg zmian policyklicznych, emisja dlugotrwalej
ci$nienia spalania zapachowa, obecnoséé : .
, . (w dluzszym czasie
kwaséw w spalinach .
eksploatacji)
charakterystyki . .
rysty charakterystyki charakterystyki
stanowiskowe o . .
R . toksyczno$ci spalin trwaloéci
(osiagdéw) silnika

[ttt

Okresli¢ rozbieznoéci 1 wprowadzié¢ korekty w zakresie jakosci oleju

_‘

Rys. 7. Schemat programowalnych badan biopaliwa do zasilania silnika ZS
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Plan badan programowanych zaktadatl nastepujacy uktad pomiarowy ba-
dan eksperymentalnych typu [C, W, P, T] , gdzie: C — cykl eksperymentu,
W — pomiary wtasciwosci fizykochemicznych oleju i estru metylowego,
P — pomiary parametrow pracy silnika, T — czas badan.

Zakres badan doswiadczalnych olejéw roslinnych i estréw metylowych,
pozyskiwanych z oleju rzepakowego, do zasilania silnika ZS obejmowat :

e C — trzy cykle eksperymentow;

* Won — pomiary wtasciwos$ci oleju roslinnego (gestosé, lepkosé, zawartosé
wody, pH, temperatura zaptonu);

* Wem — pomiary m = 12 wlasciwosci estru metylowego kwasow ttuszczo-

wych do zasilania silnikow ZS wg PN-EN 14214;

* Pk — dobor k= 6 parametréw procesu transestryfikacji zgodnie z opracowa-
na procedura,.

Badanie stanu technicznego silnika ZS obejmowato cykle pomiaréw: pred-
kosci obrotowej (n), temperatury spalin (T), temperatury silnika (t), zuzycia
paliwa (q), obcigzenia silnika (P), sktadu spalin (CO, CO,, HC, NO,) i zady-
mienia spalin. Przyjeto czas trwania eksperymentu t, = 50 h, gdy beda
rejestrowane parametry pracy silnika, sktad spalin i zadymienie oraz stan
techniczny podstawowych zespotéw silnika (cylinder, tlok, glowica, zawory,
uktad wydechowy, pompa paliwowa, przewody paliwowe). W tabeli 2 podano
wykaz parametrow silnika ZS mierzonych okreslonymi przetwornikami.

Tabela 2
Wykaz parametrow silnika ZS
Rodzaj parametru Typ przetwornika
n — predkos$¢ obrotowa Sels PCIN-5
T — temperatura spalin termopara K
t — temperatura silnika termopara K
Q — zuzycie biopaliwa waga B15M
P — obcigzenie (kW) przetwornik mocy P11P-E5-C-411-00-0 z przektadnikiem

Badane parametry silnika ZS sg rejestrowane przez uklad pomiarowy ze
sterownikiem PLC firmy Unitronics V130-33-TA24 na komputerze przeno-
$nym (rys. 8).
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Termopara K

Temperatura g
silnika [{

1
t

Termopara K

Ten::rls‘ium [———]’ l~ GaF |

Zuzycie|
paliwa |

S -

VBlgszasilaja‘cy

‘ ‘
@ zarowii B! Zarowki @ Zarowii
3 | 230V 230V 230V
‘_e_‘ 200W —("S’y— _{g}‘ 200W
i
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230V 230V 230V
1000W 1000W

Rys. 8. Schemat uktadu pomiarowego parametrow pracy silnika ZS
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Oznaczenia gestosSci biopaliwa przeprowadzono aerometrem w temperatu-
rze 25°C w lazni wodnej DP Petrotest.

Oznaczenie zawartoSci wody w paliwie dokonano przy pomocy analizatora
Cou-Lo Aquamax KF (rys. 9). Miareczkowanie metoda Karla Fischera stuzy
do pomiaru zawartosci wody w probkach. Analizator Aquamax uzywa zasad
analizy kolorymetrycznej. Potaczenie techniki kolorymetrycznej z miareczko-
waniem Karla Fischera na aparacie Aquamax pozwolito wyznaczyé¢ zawar-
to$¢ wody poprzez pomiar ilosci elektrolitu potrzebnego do wyprodukowania
zadanej iloSci jodu. Jest to technika, ktéra nie wymaga kalibracji. Aquamax
KF automatycznie wybiera odpowiednig predkos¢ miareczkowania w zalez-
nosci od ilosci wody w proébce.

DOD00 G
PEO00

crean [ - Fenren

PROGRAM

Rys. 9. Oznaczenie zawartosci wody w paliwie przy pomocy analizatora Cou-Lo Aquamax KF

Lepkos¢ kinematyczna jest miarg wewnetrznego oporu plynu przy prze-
plywie pod dziataniem grawitacji, przy wysokosci ci$nienia proporcjonalnej
do gestosci ptynu. Dla kazdego wiskozymetru czas przeptywu statej objetosci
plynu jest wprost proporcjonalny do lepkosci kinematycznej. Przyjeta jed-
nostka lepkos$ci kinematycznej jest centymetr kwadratowy na sekunde.
Oznaczenia lepkos$ci kinematycznej dokonano przy pomocy wiskozymetru
miniAV®-X (rys. 10).

Automatyczny wiskozymetr miniAV®-X skonstruowany jest tak, aby
zautomatyzowac czasochtonne operacje badania probek i czyszczenia, ko-
nieczne przy oznaczaniu lepkos$ci kinematycznej zgodnie ze specyfikacja
ASTM D 445. Mozna dzigki temu badac¢ wiele substancji, takich jak oleje
przepracowane, paliwa zeglugowe, paliwa pozostaloSciowe i ropy naftowe.
Precyzja oznaczania lepkosci kinematycznej przy uzyciu miniAV®-X jest réw-
na wymaganej w specyfikacji ASTM D 445 lub lepsza. Ta metoda jest wyma-
gana do Klasyfikacji Lepkosciowej Olejow Silnikowych SAE J300 (SAE
— Society of Automotive Engineers).



242 Ryszard Michalski i in.

Rys. 10. Oznaczenie lepkosci kinematycznej przy pomocy wiskozymetru miniAV®-X

Zasada oznaczenia temperatury zaptonu polega na ogrzewaniu badanego
produktu w warunkach ustalonych, zblizaniu ptomienia do tygla zawieraja-
cego badany produkt w réwnych ustalonych odstepach czasu az do zapalenia
sie par produktu. Najnizszg temperature, w ktorej nastapi zapalenie par
badanego produktu, przyjmuje sie jako temperature zaptonu. W aparacie
FLASH POINT Model NPV 220 proces ten odbywa sie automatycznie — zgodnie
z algorytmem przedstawionym na rysunku 11.

test with
temperature +5°C

flash detection

test with temperature —5°C

test with
temperature +1°C

NO .
flash detection

YES

O

Rys. 11. Algorytm oznaczania temperatury zaptonu w aparacie FLASH POINT Model NPV 220
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Fosfor oznaczano metoda kolorymetryczng (Mattsson i Swartling 1954).
Mineralizacja na mokro. Natezenie barwy roztworu mierzono przy uzyciu
spektrofotometru przy dtugosci fali A = 610 nm wobec wody redestylowane;j.
Zawartos¢ fosforu obliczano, porownujac absorbancje préby badanej z absor-
bancja proby wzorcowej o znanym stezeniu. Oznaczenia wykonywano
w trzech réwnolegtych powtorzeniach.

Analize sktadu kwasow ttuszczowych wg PN-EN 14103 dokonano metoda
chromatografii gazowej, stosujac chromatograf gazowy z detektorem ptomie-
niowo-jonizacyjnym (FID).

Warunki rozdzialu chromatograficznego:

* chromatograf 7890A AGILENT TECHNOLOSIES,
¢ detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID),
* kolumna kapilarna o dtugosci 30 m,
¢ Srednica wewnetrzna 0,32 mm,
¢ faza ciekla Supelcowax 10 grubos¢ filmu 0,25 pm,
* temperatury:
— detektor 250°C,
— dozownik 230°C,
® kolumna 195°C (1 min),
* gaz nos$ny hel przeptyw 1,5 ml/min,
* dozownik z podziatem 50:1.
Oznaczenia wykonywano w dwoéch réwnolegtych powtoérzeniach.

13.4. Wyniki badan wlasciwosci paliwa pozyskanego
z oleju glonowego

Wtasciwosci fizyczne oleju wytworzonego przez glony:

wyglad przezroczysty
kolor zotty / zielony
liczba nadtlenkowa 0,5 (max)
gestosé 912 kg/m?
lepkos¢ 33,2 ¢St
ogotem zanieczyszczenia 2,0 mg/kg
wegiel resztkowy 0,1% (m/m)
woda 40 mg/kg
siarka 2,0 mg/kg

jod 67 mg jodu/100 g
liczba kwasowa 0,2 mg KOH/g
fosfor mg/kg 0,0008%

Wyniki pomiaréw wtasciwosci paliwa z glonéw zestawiono w tabeli 3.
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Tabela 3
Wyniki pomiarow wiasciwosci biopaliwa z oleju wytworzonego przez glony
o Zakres wg PN-EN 14214 Olej o
Wiasciwosé Jednostka — ) 2 glonéw Biodiesel
minimum | maksimum
Gestosé w temp. 15°C kg/m? 860 900 912 880
Lepkos¢ w temp. 40°C cSt 3,50 5,00 33,2 4,59
Temperatura zaptonu °C 120 - - 200°C
Zawarto$é wody mg/kg - 500 140 -
Liczba kwasowa mg KOH/g - 0,5 0,40 0,35
Liczba jodowa g - 120 75 77
jodu/100g
Zawarto$é fosforu mg/kg - 10,0 49 1,2
Tabela 4
Poréwnanie wilasciwosci paliw
Kwas tltuszczowy Olej z glonéw (%) Biodiesel (%)

C12:0 kwas laurynowy 0,06 0,06

C16:0 kwas palmitynowy 5,27 5,18

C16:1 kwas oleopalmitynowy 0,28 0,24

C17:1 kwas heptadecenoic 0,04 0,06

C18:0 kwas stearynowy 1,68 1,65

C18:1 kwas oleinowy 63,15 63,88

C18:2 kwas linolowy 20,57 20,55

C18:3 kwas linolenowy 6,20 6,08

C20:0 kwas arachidowy 0,56 0,55

C20:1 kwas arachidonowy 1,25 1,24

C22:0 kwas behenowy 0,51 0,19

C22:1 kwas cerwonowy 0,38 0,27
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Rys. 12. Estry metylowe kwasow ttuszczowych

18 min

W badanym biopaliwie z oleju glonowego nie stwierdzono duzego udziatu
estrow o wyzszej liczbie atoméw wegla w czasteczce, zatem posiadato ono
dobre wtasciwos$ci niskotemperaturowe. W niskich temperaturach nastepuje
pogorszenie doptywu paliwa w silniku, co prowadzi do zablokowania filtrow

oraz uktadu paliwowego.

Oznaczania liczby kwasowej wg PN-EN 14104 wykonano w trzech réwno-
legtych powtérzeniach (tab. 5).

Oznaczanie liczby kwasowej PN-EN 14104

Tabela 5

Liczba kwasowa
(mg KOH/g)

Srednia

Olej z glonéw

0,36

0,42

0,42

0,4

Biodiesel

0,35

0,35

0,33

0,35

Oznaczanie liczby jodowej wg PN-EN 1411 przebiegto w trzech réwnole-

glych powtérzeniach (tab. 6).
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Tabela 6
Oznaczanie liczby jodowej wg PN-EN 14111
LI (g jodu/100g) Srednia

Olej z glonéw 74,43 74,60

75,15

74,20
Biodiesel 76,64 76,72

76,64

76,87

Jak wynika z powyzszych danych, liczba kwasowa oraz liczba jodowa sg
znacznie ponizej wartosci maksymalnej wtasciwosci estru metylowego kwa-
sow ttuszezowych podanych w PN-EN-14214, ktore wynosza, dla liczby kwa-
sowej 0,50 mg KOH/g, a liczby jodowej 120 g joduw/100 g. Nieduza liczba
kwasowa paliw jest korzystna dla silnikéw spalinowych. Rowniez mata licz-
ba jodowa paliwa jest zaleta, poniewaz zwiazki nienasycone w produktach
naftowych sg reaktywne i moga ulegac polimeryzacji oraz reakcjom z tlenem
1 innymi zwigzkami chemicznymi, ktorych produkty sa szkodliwe w ptynach
eksploatacyjnych.

Program badan zakladal monitorowanie parametréw pracy silnika zasila-
nego réoznymi paliwami (rys. 13) przy zalozonym programie obcigzen. Zr6zni-
cowane warto$ci obcigzen realizowane byly przy pomocy szesSciu zaréwek
o mocy ok. 500 W kazda (rys. 14).

Podczas badan wykonano proby poréwnawcze spalania w silniku oleju
napedowego, bioestru pochodzacego z oleju rzepakowego oraz bioestru po-
chodzacego z oleju wyttoczonego z glonéw. Program obcigzen dla kazdego
z paliw byt identyczny.

/

Rys. 13. Silnik zasilany B-100 na bazie oleju z glonéw



13. Wytwarzanie i badanie wiasciwosci biodiesla... 247

Rys. 14. Obcigzenie silnika ZS podczas préby

Wyniki pomiarow rejestrowane byly z wykorzystaniem programowalnego
sterownika Unitronics V570-57-T40B (rys. 15).

Rys. 15. Sterownik stanowiska pomiarowego

W tabeli 7 zestawiono wyniki zuzycia paliwa oraz Sredniej temperatury
spalin uzyskane podczas préob trwajacych 52 min.

Tabela 7
Poréwnanie wynikéw badan paliw stosowanych do zasilania silnikow ZS
B100 B100
Rodzaj paliwa Olej napedowy (na bazie oleju (na bazie oleju
rzepakowego) z glonéw)
Srednia temperatura spalin 192,75°C 174,03°C 188,41°C
podczas préby
Zuzycie paliwa podczas proby 524 g 605 g 587 g
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Najmniejsze zuzycie paliwa przez silnik ZS nastapito podczas zasilania go
olejem napedowym. Przy zasilaniu paliwem B100 wytworzonym na bazie
oleju z glonow zuzycie bylo mniejsze niz podczas stosowania paliwa B100 na
bazie oleju rzepakowego. Srednia temperatura spalin podczas préby z pali-
wem B100 na bazie oleju z glonéw byta zblizona do oleju napedowego.

Zauwazono agresywne oddzialywanie zaréwno biodiesla na bazie oleju
rzepakowego, jak i biodiesla na bazie oleju z glonéw na wszelkie uszczelnie-
nia gumowe, przewody paliwowe i tworzywa sztuczne. Zjawisko to nie wy-
stepowato w przypadku stosowania zwyktego oleju napedowego.

Zastosowanie biopaliwa z glonéw do zasilania silnikéw ZS wymaga opra-
cowania:

— technologii oczyszczania estru metylowego oleju pozyskanego z glonow;

— przystosowania niektorych elementow silnika (przewodéw paliwowych,
uszczelnien) do warunkow zasilania estrem metylowym pozyskanym z glo-
now

13.5. Podsumowanie

Problemy zwigzane z produkcja biopaliwa dotyczg doboru parametréw
procesu hodowli glonéw na skale przemystowa w zbiornikach i fotobioreakto-
rach oraz zastosowania odpowiedniego gatunku mikroalg o duzej zawartosSci
wegla w suchej masie. Kolejnym ograniczeniem jest otrzymywanie oleju
z glonéw poprzez wyttaczanie i ekstrakcje heksanem lub w cieczy nadkry-
tycznej.

Przy obecnym stanie wiedzy i technologii biodiesel z alg jest paliwem
przysztosSci. Jednakze trudno precyzyjnie okresli¢, kiedy stanie sie on real-
nym produktem wykorzystywanym w transporcie. Zaleze¢ to bedzie przede
wszystkim od tego, jak szybko uda sie dokonac znaczacego postepu w tej
dziedzinie. Obecne badania wskazuja wyraznie, ze w tej czy innej postaci
produkcja biomasy alg na potrzeby energetyki i transportu bedzie strategicz-
nym sektorem gospodarki, ktérego rozwoju obecnie nie mozna zaniedbac.

Badane biopaliwo pochodzace z oleju glonowego nie posiadato duzego
udzialu estréw o wyzszej liczbie atoméw wegla w czasteczce, dzieki temu
miato dobre wtasciwosci niskotemperaturowe. W niskich temperaturach na-
stepuje pogorszenie doptywu paliwa w silniku, co prowadzi do zablokowania
filtrow oraz uktadu paliwowego.

Liczba kwasowa oraz liczba jodowa sa znacznie ponizej wartosci maksy-
malnych podanych w PN-EN-14214, ktére wynosza odpowiednio: 0,50 mg
KOH/g, oraz 120 g jodu/100 g.

Srednia temperatura spalin podczas proby przy stosowaniu paliwa B100
na bazie oleju z glonow byta zblizona do oleju napedowego. Najnizsze wartosci
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zuzycia paliwa zanotowano podczas zasilania badanego silnika zwyklym ON.

Najwyzsze zuzycie paliwa wystapito przy zasilaniu silnika bioestrem na ba-

zie oleju rzepakowego — zuzycie biopaliwa na bazie oleju wytworzonego z masy

glonowej byto nieco wieksze od zuzycia ON, jednak nie osiggneto wartosci

zuzycia bioestru na bazie oleju rzepakowego. Zastosowanie biopaliwa z glo-

now do zasilania silnikow ZS zwieksza zuzycie paliwa o ok. 12% w porowna-

niu z ON oraz wymaga opracowania:

— technologii oczyszczania glonéw z przeznaczeniem na olej;

— technologii oczyszczania estru metylowego oleju pozyskanego z glonow;

— przystosowania niektorych elementow silnika (przewodow paliwowych,
uszczelnien) do warunkow zasilania estrem metylowym pozyskanym z glo-
now.
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