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Streszczenie. Celem niniejszej pracy bylo dokonanie przegladu doniesien literaturowych
dotyczacych produkeji bioetanolu II generacji, ze szczegélnym uwzglednieniem roli obrobki wstep-
nej biomasy lignocelulozowej. W artykule scharakteryzowano bazg surowcowa i etapy wytwarzania
bioetanolu oraz oceniano potencjalne korzysci zwigzane z produkcja bioetanolu otrzymywanego z bio-
masy lignocelulozowej. Oprocz tego podkreslono trudnosci eksploatacji biomasy lignocelulozowej
spowodowane gtéwnie krystaliczng struktura celulozy i wystgpowaniem w strukturze biomasy ligni-
ny. Przedstawiono klasyfikacje¢ wiodacych metod obrobki wstepnej i ich konieczno$¢ dla efektywnego
przygotowania surowcow do fermentacji etanolowej. Oméwiono zasadno$¢ doboru odpowiednich
metod obrobki wstepnej biomasy, wskazujac potencjalne korzysci, jak i straty powodowane stosowa-
niem nieodpowiednich reagentow i warunkow. Przedstawiono problemy zwigzane z uzytkowaniem
srodkow chemicznych podczas etapu obrobki wstepnej, obejmujace m. in. koszt zakupu, recykling
odczynnikéw, korozje sprzetu, koniecznos$é neutralizacji badz usunigcia przed etapem fermentacji.
Zwrocono takze uwage na parametry procesowe, stosowane enzymy, drozdze i inne mikroorganizmy
wykazujace uzdolnienia do fermentacji heksoz i pentoz generowanych podczas hydrolizy celulozy
i hemicelulozy.

Stowa kluczowe: bioetanol II generacji, biomasa lignocelulozowa, produkcja bioetanolu II
generacji, obrobka wstgpna

WSTEP

Rozwoj przemystu i urbanizacja zmniejszaja sukcesywnie rezerwy nieodnawial-
nych paliw kopalnych, takich jak wegiel i ropa naftowa. Sektor transportu na catym
$wiecie jest prawie w calosci zalezny od paliw ropopochodnych i emituje ponad
70% globalnego tlenku wegla i 19% dwutlenku wegla (Goldemberg 2008). Wzrost
zapotrzebowania na surowce energetyczne i troska o Srodowisko motywujg do
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poszukiwania zrownowazonych, tagodnych dla srodowiska alternatywnych zrodet
energii. Odnawialnymi biopaliwami, ktére zmniejszaja zaleznos¢ od paliw kopal-
nych, sg m. in. bioetanol i biodiesel.

Zgodnie z ustawa o biokomponentach i biopaliwach bioetanol to ciekty alkohol
etylowy wytwarzany z biomasy, w tym bioetanol zawarty w eterze etylo-tert-bu-
tylowym lub eterze etylo-tert-amylowym (art. 2. Ustawa 2006). Ciekly bioetanol
dzieli si¢ na bioetanol I, I i III generacji. Pierwsza generacja wykorzystuje do
produkcji typowe rosliny uprawne bogate w skrobi¢ (kukurydze, pszenice, ryz)
i sacharoze (trzcing cukrowa, buraki cukrowe, stodkie sorgo). Bioetanol II generacji
produkowany jest z odpadowej, niezagospodarowanej biomasy lignocelulozo-
wej (Gnansounou 2010). Trzecia generacja bioetanolu wykorzystuje glony jako
surowiec (Kang i in. 2014a). Bioetanol jest najczegsciej uzywanym biopaliwem/
biokomponentem na catym §wiecie (Balat 2011).

Swiatowa produkcja bioetanolu wzrosta z 50 mln m® w 2007 roku do ponad
100 mln m* w 2012 roku (Kang i in. 2014b). Brazylia i Stany Zjednoczone zapew-
niaja okoto 80% $wiatowych dostaw bioetanolu I generacji na $wiecie.

Konwersja biomasy lignocelulozowej do bioetanolu II generacji napotyka trud-
nosci ekonomiczne i technologiczne (Cardona i in. 2006). Paliwa ciekte mozna
otrzymaé¢ w procesie termochemicznym i biochemicznym. W pierwszym procesie
biomasa ulega rozpadowi termicznemu i prawie wszystkie sktadniki organiczne
biomasy sa przekonwertowane. Natomiast proces biochemiczny wykorzystuje je-
dynie polisacharydy z biomasy, ktore sg konwertowane do cukréw i poddawane
fermentacji. Konwersja biomasy do cukréw stanowi gtowna przeszkode technolo-
giczng do produkcji optacalnych biopaliw ciektych (Gomez i in. 2008).

Celem niniejszego artykutu byto dokonanie przegladu doniesien literaturowych
na temat otrzymywania bioetanolu II generacji, z wyszczegdlnieniem wiodacych
metod obrobki wstepnej i jej roli dla skutecznego i sprawnego przeprowadzenia
hydrolizy enzymatycznej i fermentacji.

BAZA SUROWCOWA DO PRODUKCIJI BIOETANOLU II GENERACII

Biomasa lignocelulozowa wykazuje ogromny potencjat do produkcji biopaliw
ptynnych, bioragc pod uwage: dostepnos¢ na duza skale, niski koszt i niskg emi-
syjno$¢ gazow cieplarnianych (Delucci 1991). Zrodtem biomasy lignocelulozowe;
do produkcji bioetanolu sg surowce niejadalne. Idea produkcji bioetanolu II ge-
neracji jest to, aby bezuzyteczne przemystowo odpady lignocelulozowe zostaly
przeksztatcone w biopaliwo. Technologia moze wykorzystywac wiele pierwotnych
i wtornych zrodel biomasy. Zrodtami pierwotnymi sa uprawy roslin energetycznych,
np. miskanta, bambusa, prosa roézgowego, $lazowca pensylwanskiego, wierzby
energetycznej. Obawa przed niezaspokojeniem rosngcego popytu na paliwa ptynne
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przez wykorzystanie tylko odpadowej biomasy sktonita do wykorzystania upraw
dedykowanych. Pozostatosci z procesow produkcyjnych stanowig zrodta wtoérne,
do ktérych nalezg odpady z: 1) rolnictwa, np. pozostatosci pozniwne (Sruta stomia-
na); 2) gospodarki le$nej (trociny, widry, scinki, odpady z kory, liscie) (Werther i in.
2000, Baath i in. 2002); 3) przetworstwa produktow roslinnych (wyttoki, wystodki,
tuski ryzu, tupiny orzechow, sojowe i stonecznikowe, kolby kukurydzy) (Demirbas
2009). Natomiast zroédtami trzeciorzedowymi sg odpady organiczne pochodzace
z zaktadow komunalnych (odpady ulegajace biodegradacji z pielggnacji terenow
zielonych, suszony obornik, makulatura) (Fischer i Schrattenholzer 2001).

STRUKTURA BIOMASY LIGNOCELULOZOWE]

Biomasa lignocelulozowa sktada si¢ ze Sciany komorkowe;j, ktora tworza celu-
loza 40-55% s. m., hemiceluloza 24-40% s. m., lignina 18-25% s. m. (Sun i Cheng
2002) oraz wystepujace w mniejszosci ekstrakty i zwigzki nieorganiczne, czyli tzw.
popidt (Dehkhoda 2008). Wysokie stg¢zenia ligniny i popiolu w biomasie sg nie-
korzystne z punktu widzenia wykorzystania biomasy jako surowca do produkcji
bioetanolu. Proporcje podstawowych polimerow w materiatach lignocelulozowych
roznig si¢, co odzwierciedla wptywy genetyczne i srodowiskowe (Lee i in. 2007).

] ] Region amorficzny
Region lfrystalfczny Amorphous region Region krystaliczny
Cf}’Staume regon e SR nystauine regioﬂ

Rys. 1. Regiony krystaliczne i amorficzne wlokien celulozowych (Xiros i in. 2013)
Fig. 1. The crystalline and amorphous regions of cellulose fibers (Xiros et al. 2013)

Celuloza jest liniowym homopolimerem zbudowanym z kilkunastu do kilku-
set tysigcy jednostek B-D-anhydroglukopiranozy, ktore sa potaczone wigzaniami
B-1,4- glikozydowymi. Rownolegle utozone wzgledem siebie tancuchy celulozowe
upakowane sa w mikrofibrylle celulozowe, ktore sg stabilizowane wewnatrzcza-
steczkowymi wigzaniami wodorowymi i oddzialywaniami van der Waalsa.
Struktura wiokien celulozowych ma charakter krystaliczny w wyniku obecnosci roz-
leglych wigzan wodorowych. Struktura krystaliczna wtokien celulozowych czyni
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lignoceluloz¢ wysoce odporng na ataki enzyméw hydrolitycznych (Ebringerova
iin. 2005). Regiony krystaliczne celulozy cechuja si¢ wysokim uporzadkowaniem
w przeciwienstwie do regionéw amorficznych (rys. 1). Amorficzne mikrowtok-
na celulozowe wykazuja zwigkszong podatno$¢ na degradacje enzymatyczng.
Mikrofibrylle celulozowe zanurzone w matrycy hemicelulozowo-ligninowej for-
mujg wiazki makrofibrylli, ktére stabilizowane sg wigzaniami kowalencyjnymi
i wodorowymi (Fernandes i in. 2011).

Hemicelulozy to rozgalezione heteropolimery, ktore charakteryzuja si¢ nizsza
masg czasteczkowa niz celuloza. Sktadajg si¢ z pentoz (np. ksylozy i arabinozy),
heksoz (np. mannozy, galaktozy) i kwaséw uronowych (np. kwas glukuronowy).
Obecnos¢ rozgatezionych tancuchdéw bocznych i amorficzny charakter sprawia-
ja, ze polimer ten jest bardziej podatny na hydrolize niz celuloza. Hemicelulozy
pogrupowane sg na ksylany, ksyloglukany, mannany i glukomannany. Wyr6znia
si¢ rowniez inne typy hemiceluloz, jak arabinogalaktan, galaktoglukomannan, ara-
binoglukuronoksylan i glukuronoksylan (Krajewski i Witomski 2003). Hydroliza
hemiceluloz wymaga zastosowania wielu preparatéw enzymatycznych, co wigze
si¢ z ich r6znorodng budowg (Carvalheiro i in 2008).

Lignina jest bezpostaciowym polimerem z grupy zwigzkow aromatycznych
(Geng 1 Li 2002). Struktura ligniny zawiera wiele grup funkcyjnych, np. hydrok-
sylowe 1 karbonylowe, nadajacych jej wysoka polarnos¢ (Feldman i in. 1991).
Struktura ligniny zawiera liczne, nieulegajace hydrolizie wigzania C-C i C-O-C,
ktore utrudniajg delignifikacje¢ (Ralph i in. 2004). Z punktu widzenia produkcji
bioetanolu duza zawarto$¢ ligniny w biomasie lignocelulozowej jest czynnikiem
niekorzystnym. Zwiazek ten wykazuje oporno$¢ na degradacj¢ chemiczng i bio-
logiczna, blokujac enzymom hydrolitycznym dostep do polisacharydow (Pan i in.
2005, Taherzadeh i Karimi 2008). Powierzchnia ligniny adsorbuje enzymy celulo-
lityczne, a to prowadzi do ich inaktywacji (Rahikainen i in. 2011). Poza tym lignina
nie zwigksza puli monocukréw podczas scukrzania. Efektywnos$¢ hydrolizy celulo-
zy w obecnosci ligniny jest nizsza, co zmniejsza koncowa wydajnos¢ fermentacji.

CHARAKTERYSTYKA ETAPOW WYTWARZANIA BIOETANOLU Z BIOMASY
LIGNOCELULOZOWE]J

Produkcja bioetanolu jest procesem wieloetapowym, sktadajacym si¢ z obrobki
wstepnej, hydrolizy enzymatycznej, fermentacji cukrow, destylacji i odwodnie-
nia etanolu. Gléwne etapy produkcji bioetanolu przedstawia rysunek 2. Procesy
poprzedzajace etap fermentacji ukierunkowane sa na oddzielenie ligniny i hemice-
luloz od czasteczek celulozy (Lynd i in. 2005).
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/ 1) Obrobka wstepna \
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2) Hydroliza enzymatyczna
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Rys. 2. Etapy produkc;ji bioetanolu II generacji (opracowanie wlasne)
Fig. 2. Production stages of second generation bioethanol (own work)

Obroébka wstepna

Rola obrobki wstepnej jest naruszenie struktury ligniny oraz dekrystalizacja
i depolimeryzacja celulozy w celu zwigkszenia jej reaktywnosci i uzyskania wyz-
szej wydajnosci cukrow fermentowalnych. Oddzielenie celulozy od pozostatych
polimeréw matrycy zwigksza dostepng powierzchni¢ polisacharydow dla enzymow
hydrolitycznych i ogranicza ich dawke (Mosier i in. 2005, Agbor i in. 2011). Jesli
obrobka wstepna jest przeprowadzana w zbyt ekstremalnych warunkach, to w na-
stepstwie wytwarzane sg toksyczne zwiazki — inhibitory, np. kwasy karboksylowe,
pochodne furanéw, zwiazki fenolowe (Klinke i in. 2002). Pochodza one z degradacji
pentoz i heksoz i hamujg hydrolize enzymatyczng oraz fermentacj¢. Obrobka wstep-
na biomasy celulozowej przeprowadzana w niedrogi sposob jest wyzwaniem dla
naukowcdw, a to uzasadnia badania ukierunkowane na opracowanie optymalnych
metod obrébki wstepnej, pozwalajacych na zminimalizowanie dawek enzymow
i skrocenie czasu biokonwersji biomasy do etanolu (Chandel i in. 2007).

Klasyfikacja metod obrobki wstepnej

Wyroéznia si¢ nastgpujace metody obrobki wstepnej: biologiczne, fizyczne,
chemiczne i fizyko-chemiczne. Nie wszystkie z metod obrobki wstepnej sa juz
wystarczajaco opracowane, aby mogly by¢ zastosowane w skali przemystowe;.
Koszt obrobki wstepnej biomasy plasuje sie na drugim miejscu (19-22%), zaraz
za surowcem lignocelulozowym (30-32%) (Yang i Wyman 2008). Najbardziej
popularnymi metodami sg eksplozja parowa i obrobka rozcienczonym kwasem
(Hendriks i Zeeman 2009).
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Tabela 1 Zalety i wady wybranych metod obrobki wstepnej biomasy lignocelulozowej. Opracowanie
wlasne na podstawie (Alvira i in. 2010)
Table 1 Advantages and disadvantages of selected methods of lignocellulosic biomass pre-treatment.
Own work based on (Alvira et al. 2010)

Metody obrobki wstepnej Zalety Wady
Pretreatment method Advantages Disadvantages
Biologiczna Degradacja ligniny Wolne tempo hydrolizy
Biological Degradation of lignin Low rate of hydrolysis
Brak konieczno$ci zakupu Dhugi czas trwania procesu
odczynnikow i specjalnej aparatury  Long duration of process
There is no need to buy reagents and
special apparatus
Niskie zuzycie energii
Low energy consumption
Mielenie Zmniejszenie krystaliczno$ci celulozy Wysokie zuzycie mocy i energii
Milling Reduction of cellulose crystallinity ~ High power and energy
consumption
Ozonoliza Ozon nie zanieczyszcza §rodowiska  Kosztowna — wysokie zuzycie
Ozonolysis Ozone does not pollute the ozonu
environment It is expensive — high ozone
consumption
Skuteczna delignifikacja
Effective delignification
Nie generuje toksycznych zwigzkow
It does not generate toxic compounds
Rozpuszczalniki Hydroliza ligniny Wysoki koszt
organiczne Hydrolysis of lignin High cost
Organosolv
Odzysk relatywnie czystej ligniny Potrzeba odwodnienia i recyklingu
Recovery of relatively pure lignin rozpuszczalnikow
There is the need for dehydration
and recycling of solvents
Stezony kwas Wysoka wydajnos¢ glukozy Wysoki koszt kwasu i potrzeba
Concentrated acid High glucose yield recyklingu
High cost of acid and the need for
recycling

Rozcienczony kwas
Diluted acid

Warunki otoczenia
Ambient conditions

Naruszenie struktury ligniny
Violation of lignin structure

Problemy z korozja reaktorow
Reactors corrosion problems
Ryzyko powstawania inhibitorow
Risk of creating inhibitors
Powstaja produkty degradacji
Formation of degradation products
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Tabela 1 cd.
Table 1 cont.

Metody obrobki wstepnej
Pretreatment method

Zalety
Advantages

Wady
Disadvantages

Eksplozja parowa
Steam explosion

AFEX
AFEX

Eksplozja CO,
CO, explosion

Mokre utlenianie
Wet oxidation

Transformacja ligniny
Transformation of lignin
Rozpuszczanie hemiceluloz
Dissolution of hemicelluloses
Brak negatywnego wptywu

na $rodowisko

Lack of negative impact on the
environment

Wysoka wydajnos¢ glukozy

High glucose efficiency
Zwigkszenie dostgpnej powierzchni
Increase of available surface area

Poprawienie stopnia scukrzenia roslin

zielnych

Improving saccharification degree of
herbaceous plants

Czgsciowa dekrystalizacja celulozy
hemicelulozy

Partial decrystallization of cellulose
hemicellulose

Niska ilo$¢ zwigzkow toksycznych
Low amount of toxic compounds
Zwigksza dostgpna powierzchnie
Increase of available surface area

Brak tworzenia zwigzkow
toksycznych

Lack of creating toxic compounds
Skuteczne usunigcie ligniny
Efficient removal of lignin

Niska ilo$¢ inhibitorow
Low amount of inhibitors
Minimalizacja wydatkow
energetycznych
Minimising energy cost

Niskie stezenie cukrow

Low sugar concentration
Wytwarzanie zwigzkow
toksycznych

Creation of toxic compounds
Czgsciowa degradacja
hemicelulozy

Partial degradation of
hemicellulose

Nieefektywna dla surowcow

o wysokiej zawartosci ligniny

Not efficient for raw materials
with a high content of lignin
Konieczny odzysk amoniaku
Recovery of ammonia is necessary

Koszt zwiazany ze zuzyciem
amoniaku
Cost related to the use of ammonia

Wymaga bardzo wysokiego
cisnienia
It requires very high pressure

Wysoki koszt tlenu i katalizatoréw
zasadowych

High cost of oxygen and alkaline
catalysts
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Metoda biologiczna

Obrobka biologiczna katalizowana jest przez mikroorganizmy, gtdéwnie grzyby
o aktywnosci delignifikujacej. Mikroorganizmy te charakteryzuja si¢ wybiorczym
rozktadem ligniny i hemiceluloz, bez degradowania celulozy (Lang i in. 2001,
Borjesson 2009). Biodelignifikacja powoduje powstawanie poréw w $cianie komor-
kowej i poprawia podatnos¢ polisacharydow na hydrolize enzymatyczng. Wsrdd
mikroorganizméw wydzielajacych enzymy degradujace ligniny sg grzyby biatej,
brazowej i migkkiej zgnilizny. Do grona grzybow biatej zgnilizny nalezg m. in.
gatunki takie jak: Phanerochaete chrysosporium, Ceriporia lacerata, Cyathus ster-
colerus, Ceriporiopsis subvermispora (Maurya i in. 2015). Z kolei Gloeophyllum
trabeum, Oligoporus fragilis, Coniophora puteana to przedstawiciele grzybow
brazowej zgnilizny, a do grzybow mickkiej zgnilizny naleza Chaetomium spp.,
Xylaria polymorpha i Cryphonectria parasitica (Worall 1 in. 1997). Obrobka
biologiczna zachodzi w tagodnych warunkach. Uznawana jest za metode energo-
oszczedng, bezpieczna, tania, przyjazna dla srodowiska i nietoksyczng. Hydroliza
mykobiomasy zostala uznana za obiecujaca metode, ktora unika inhibitoréw fer-
mentacji i poprawia calkowity odzysk cukrow (Kang i in. 2014a). Wolne tempo
reakcji hydrolizy jest czynnikiem ograniczajacym (Sun i Cheng 2002).

Metody fizyczne

Metody obrobki fizycznej wykorzystuja m. in. techniki mechanicznego roz-
drabniania. Efektem ich dziatania jest redukcja wielkosci czastek (Kumar i in.
2009) i obnizenie krystaliczno$ci biomasy. Innymi technikami dezintegracji wtok-
na lignocelulozowego sa ultradzwigki, ekstruzja, promieniowanie (Chandel i in.
2015). Ekstruzja biomasy zachodzi w ekstruderze, w ktérym biomasa ulega ogrza-
niu, mieszaniu i $cigciu, przy ustalonej szybkosci ruchu $limaka i temperaturze
cylindra (Karunanithy i in. 2008). Techniki mechanicznego rozdrabniania zali-
czane s3 do metod energochtonnych, czasochtonnych i kosztownych. Wysoko$¢
zuzycia energii zalezy od typu przerabianej biomasy i koncowej wielkosci czastek
(McMillan 1994, Ruffell 2008).

Metody chemiczne

Chemiczne metody obrobki wstepnej moga uzywaé zracych lub rozcien-
czonych toksycznych zwigzkow chemicznych, ktore powodujga korozyjnosé
infrastruktury. Oprocz tego sg kosztowne i szkodliwe wzgledem §rodowiska (Wan
1 Li2012). Metody obrobki chemicznej obejmuja obrobke ozonem, zasadami, kwa-
sami, rozpuszczalnikami organicznymi, cieczami jonowymi.
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Ozonoliza wykorzystuje ozon do skutecznego usuwania ligniny i zwigkszania
biodegradowalnosci celulozy i hemiceluloz. Metoda przebiega w temperaturze po-
kojowej i nie prowadzi do formowania toksycznych produktéw (Vidal i Molinier
1988). Surowce lignocelulozowe mogace by¢ przetwarzane ta metoda to odpady
z rolnictwa i gospodarki lesnej (Neeley 1984). Po wykonaniu ozonolizy (Garcia-
Cubero i in. 2009) uzyskano wydajno$¢ hydrolizy enzymatycznej 88,6% dla stomy
pszenicznej i 57% dla stomy zytniej w porownaniu z wydajnoscia 29% 1 16% z prob
kontrolnych. Wysokie zuzycie ozonu ogranicza ten proces z powodow ekonomicz-
nych (Kumar i in. 2009).

Obroébka alkaliczna poprawia skuteczno$¢ hydrolizy enzymatycznej. Efektami
dziatania alkaliow na biomase¢ sa: zaklocenie struktury ligniny, pecznienie surowca,
zwigkszenie powierzchni dostgpu enzymow, spadek krystalicznoscei celulozy i1 roz-
szczepienie wigzan miedzy ligning i polisacharydami (Fang i in. 1987). Usuniecie
ligniny moze nastapi¢ wraz ze znaczng czgscia cukrow, np. roznymi kwasami urono-
wymi, ktore sg podstawnikami hemicelulozy (Silverstein i in. 2008, Agbor i in. 2011).
Obrobka alkaliczna generuje straty cukrow fermentowalnych i powstawanie sktadni-
kow inhibujacych, lecz degradacja cukrow w reakcji zasadowej jest nizsza niz przy
obrobce kwasowej. Zauwazono, ze jest to metoda bardziej przydatna do hydrolizy
odpadéw rolniczych niz pochodzenia drzewnego (Kumar i in. 2009). Po przepro-
wadzeniu hydrolizy zasadowej wymagany jest proces neutralizacji poprzedzajacy
hydroliz¢ enzymatyczng. Na etapie neutralizacji usuwane sg ligniny i inhibitory.

W hydrolizie kwasowej wykorzystuje si¢ stgzone lub rozcienczone kwasy
mineralne. Kwas o stezeniu 70-90% (w/w) zapewnia pelna i szybka konwersje
polisacharydow, z niewielkg degradacja cukrow (Iranmahboob i in. 2002, Balat
2011). Problemami zwigzanymi ze stezonymi kwasami sg utylizacja kwasu, ska-
zenie Srodowiska oraz narazenie aparatury na korozj¢. Optacalnos$¢ procesu wigze
si¢ z realizacja optymalnego odzysku cukrow i efektywnym recyklingiem kwasu
(Demirbas 2008). W warunkach podwyzszonej temperatury rozcieniczony kwas siar-
kowy o stezeniu ponizej 4% (w/w) hydrolizuje hemicelulozy do monomerow oraz
przyczynia si¢ do odstonigcia celulozy. Rozcienczony kwas siarkowy w warunkach
podwyzszonej temperatury powoduje tworzenie inhibitorow fermentacji (Galbe
1 Zacchi 2012). Obrébka rozcienczonym kwasem jest skuteczna dla surowcéw po-
chodzacych z rolnictwa (Zhu i in. 2008). Koszt obrobki rozcienczonym kwasem
jest stosunkowo wysoki w poréwnaniu z metodami fizykochemicznymi (Keshwani
i Cheng 2009). Hydroliza kwasowa czgsto nastgpuje po hydrolizie alkalicznej i od-
powiada gtéwnie za usuwanie hemiceluloz. Przed przystapieniem do fermentacji
przetworzona biomasa wymaga detoksyfikacji i neutralizacji (Zheng i in. 2009).

Rozpuszczalniki organiczne, m. in. alkohole, estry, ketony, kwasy organiczne,
fenole, etery usuwajg lub rozktadaja ligning razem z czgécia hemiceluloz (Curreli
i1in. 1997). W procesie lignoceluloz¢ poddaje si¢ mieszaniu z cieczg organiczng
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i woda, nastepnie ogrzewa. W efekcie lignina ulega rozpuszczeniu z czeécig hemi-
celuloz, a reaktywna celuloza pozostaje w fazie statej. Lignina, ekstrahowana za
pomocga rozpuszczalnika z biomasy, cechuje si¢ wysoka czystoscia i niskg masg
czasteczkowa (Pan i in. 2005). Rozpuszczalniki organiczne wymagaja warunkow
wysokotemperaturowych, rzedu 150-200°C. Usunigcie rozpuszczalnika, np. etano-
lu, z poddanej obrobce wstepnej celulozy jest konieczne, poniewaz rozpuszczalniki
moga by¢ inhibitorami hydrolizy enzymatycznej i fermentacji. Z powodow eko-
nomicznych stosowanie alkoholi o niskiej masie czasteczkowej, takich jak etanol
1 metanol, jest korzystniejsze od alkoholi o wyzszej temperaturze wrzenia, np. gli-
kolu etylenowego (Chum i in. 1985).

Ciecze jonowe, m. in chlorek 1-n-butylo-3-metyloimidazoliowy i chlorek 1-al-
lilo-3-metyloimidazoliowy okre$lane sg mianem ,,zielonych rozpuszczalnikow”.
Cechujg si¢ one niska pr¢znoscig pary oraz zdolnoscig rozpuszczania celulo-
zy 1 uczynienia jej bardziej dostepna dla enzymoéw celulolitycznych. Po obrobee
biomasy ciecze jonowe sg tatwo odzyskiwane. Ponowne wykorzystanie cieczy jo-
nowych zmniejsza koszt procesu (Li i in. 2013).

Fizykochemiczna obrébka wstepna

W celu uczynienia celulozy bardziej dostepng na etapie hydrolizy stosuje si¢
fizykochemiczng obrobke wstepna. Procesy te obejmuja: eksplozje parowa, eks-
plozje CO, lub SO,, eksplozje witokien amoniakiem, ekstrahowanie goracg woda,
mokre utlenianie (Chandel i in. 2015).

Eksplozja parowa poprawia hydrolize hemicelulozy i wspiera delignifikacje.
Metoda eksplozji parg jest powszechnie stosowana. Jej potencjat tkwi w zmniej-
szeniu nakladoéw inwestycyjnych wraz z poprawa efektywnosci energetycznej.
Modyfikacjami eksplozji parowej sa eksplozja CO, lub SO,. W metodach tych
uzywa si¢ katalizatoréw w postaci H,SO, (lub SO,), badz CO,. Zastosowanie do-
datkowych zwiazkow chemicznych przyczynia si¢ do skrdcenia czasu procesu,
zastosowania nizszych temperatur, skutecznej hydrolizy i zmniejszenia produk-
cji inhibitorow. Eksplozja parowa jest dedykowana do obrobki drewna twardego
i odpadow z rolnictwa. Mniejsza skuteczno$¢ jest osiggana dla drewna migkkie-
go (Kumar i in. 2010). Produkty degradacji cukrow, powstate ze zniszczenia np.
ksylanu, w trakcie eksplozji parowej zmniejszajg wydajno$¢ etapéw hydrolizy
i fermentacji.

Technika eksplozji wtdkien amoniakiem wykorzystuje ciekly amoniak, ktory
oddzialuje z biomasa lignocelulozows. Proces zachodzi w warunkach wysokiej tem-
peratury i ci$nienia, nastepnie powodowany jest wybuch przez obnizenie ci$nienia.
W efekcie wybuchu osiggana jest poprawa scukrzania materiatow lignocelulozo-
wych, m. in. ro§lin zielnych i traw (McMillan 1994, Abril i Abril 2009, Kumar
i in. 2009). Amoniak jest zastosowany do obrobki wielu zrodet biomasy (Zheng
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i in. 2009), jednak skuteczno$¢ metody jest ograniczona dla biomasy o wysokiej
zawartosci ligniny. Na skutek mniejszej zawartosci ligniny w roslinach trawiastych
otrzymuje si¢ dla nich wydajniejsza hydrolize enzymatyczng niz dla drewna (Balan
i in. 2009). Odpowiednie dobranie warunkow procesu skutkuje osiagnieciem wy-
dajnos$ci hydrolizy enzymatycznej bliskiej warto$ci teoretycznej. Zuzyty amoniak
wymaga recyklingu.

Ekstrakcja goracg woda jest wykorzystywana w przemysle celulozowym i na-
lezy do proceséw hydrotermalnych (Taherzadeh i Karimi 2008). W procedurze
LHW (Liquid Hot Water) biomasa lignocelulozowa namaczana jest w goracej
wodzie, przy zastosowaniu wysokiego cisnienia. Efektem metody jest wysoka
wydajnos$¢ odzysku pentoz po hydrolizie enzymatycznej i rozpuszczenie 4-22%
celulozy i 35-60% ligniny. Nie bez znaczenia jest generowanie niskiej ilo$ci inhi-
bitorow (Tomas-Pejo i in. 2008).

W procesie mokrego utleniania do zbiornika ze zmielong biomasg lignocelulozo-
wa dodawana jest woda, nastgpnie pompowane jest powietrze pod podwyzszonym
ci$nieniem i temperatura (Pedersen i Meyer 2009). Tlen zachowuje si¢ jak utleniacz
1 przyczynia si¢ do usunigcia ligniny w ilosci zaleznej od rodzaju biomasy i uzytych
warunkow reakcji. Mokre utlenianie skutecznie frakcjonuje biomase o gestej powto-
ce woskowej zawierajgcej krzemionke i biatka, np. stoma pszenicy, wytloki trzciny
cukrowej (Schmidt i in. 2002). Podczas mokrej oksydacji z wyttokow usuwana jest
w wigkszym stopniu frakcja lignin (ok. 50%) niz podczas ekstrakcji parg (ok. 35%),
lecz mokra oksydacja uwalnia wigcej inhibitorow niz eksplozja parg. Mokre utle-
nianie mozna taczy¢ z innymi technikami obrobki wstepnej. Polaczenie eksplozji
pary i mokrego utleniania nazywa si¢ ,,mokrym wybuchem” (Serensen i in. 2008).

Hydroliza enzymatyczna

Proces enzymatycznego scukrzania uznany jest za najskuteczniejszy sposob
uzyskania cukrow fermentowanych z biomasy (Galbe i Zacchi 2007). To etap ka-
talizowany przez enzymy: celulazy i hemicelulazy (Zhang i in. 2015). Handlowe
preparaty enzymatyczne wykorzystywane do scukrzania dostgpne sg w formie mie-
szanek kilku enzymow (,.koktajli enzymatycznych”) zawierajacych np. celulazy,
celobiazy, pektynazy i inne. Enzymy sg potrzebne do maksymalnej depolimeryza-
cji celulozy i hemicelulozy do cukréw fermentowanych przed etapem fermentacji
(Chandel i in. 2015). Ksylan rozktadany jest m. in. do wody, metanolu, kwasow
karboksylowych, hydroksy-1-propanonu. Produktami rozktadu celulozy sa glukan
i czasteczki glukozy. Enzymy wykorzystane do hydrolizy enzymatycznej dziata-
ja w pelni selektywnie (Pike i in. 2008). Celulazy naleza do III klasy enzymow.
Hydrolizuja one wigzania B-1-4-glikozydowe w celulozie. Do grupy celulaz nale-
73: 1) endoglukanazy; 2) egzoglukanazy lub celobiohydrolazy; 3) p-glukozydazy
(celobiazy). Endoglukanazy hydrolizuja losowo dostgpne wewnatrzczasteczkowe
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wigzania [-1,4-glikozydowe tancuchow celulozowych. Celobiohydrolazy uwal-
niaja celobioze¢ lub glukoze z koncow tancuchéw celulozowych, natomiast
B-glukozydazy hydrolizuja celobioze do glukozy (Zhang i in. 2006). Celulazy
bakteryjne sa wytwarzane m.in. przez szczepy z rodzaju Clostridium sp., a celu-
lazy typu grzybowego pochodza od niektérych gatunkéw grzybow Trichoderma
lub Aspergillus. Rozktad hemiceluloz wymaga zastosowania duzej liczby enzy-
mow, z powodu ich skomplikowanej budowy. Enzymy hydrolizujace ksylan sa
produkowane przez grzyby, np. Trichoderma i bakterie, np. Bacillus. Do enzymow
katalizujgcych hydrolize ksylanu nalezg m. in. endoksylanaza, egzoksylanaza,
B-ksylozydaza, a-arabinofuranozydaza, a-glukuronidaza (Saha 2003).

Fermentacja

Fermentacja jest procesem biologicznym, w ktérym otrzymane po hydroli-
zie monocukry, tj. heksozy i1 pentozy, sa konwertowane do etanolu przez rézne
mikroorganizmy, takie jak bakterie lub grzyby. Drozdze S. cerevisiae 1 bakterie
Gram-ujemne Zymomonas mobilis sa powszechnie stosowanymi mikroorgani-
zmami do produkcji etanolu I generacji. Wspomniane drobnoustroje nie sg zdolne
do fermentowania pentoz zawartych w hydrolizatach, poniewaz brakuje im enzy-
mow konwertujacych m. in. ksyloze (Keshwani i Cheng 2009). Ponadto Z. mobilis
wykazujg umiarkowana tolerancje na dziatanie kwasow i1 cukréw. Nie toleruja
toksycznych inhibitorow obecnych w hydrolizatach lignocelulozowych, takich jak
kwas octowy.

Prowadzone sa badania nad konstrukcja mikroorganizméw fermentujacych
pentozy i heksozy pod katem zastosowania przemyslowego, jako producentéw
bioetanolu, m. in. E. coli 1 Klebsiella oxycota, termofilnych bakterii anaerobo-
wych (Thermoanaerobacter ethanolicus) (Cook i Morgan 1994, Avci i Donmez
2006). Zabiegi inzynierii metabolicznej zastosowane u drobnoustrojow fermentu-
jacych m. in. S. cerevisiae 1 Z. mobilis mialy na celu wygenerowanie szczepow
fermentujacych pentozy. Z. mobilis zmodyfikowano przez wprowadzenie genu
odpowiedzialnego za metabolizm ksylozy, wyizolowanego z E. coli. Utworzony
rekombinant wymagal minimum sktadnikéw odzywczych, wzrastat przy niskim
pH 1 wysokich temperaturach, a takze wykazywat status GRAS (Hahn-Hagerdal
i in. 2006). Ksyloza moze by¢ fermentowana przez zrekombinowane szczepy S.
cerevisiae, po wprowadzeniu do komorki mikroorganizmu heterologicznej aktyw-
nosci, wyizolowanej ze szczepu drozdzy lub bakterii naturalnie fermentujacych
ksyloze. Aktywno$ciami umozliwiajagcymi fermentacje ksylozy sa np. reduktaza
ksylozowa (XR), ktora katalizuje konwersje ksylozy do ksylitolu; dehydrogenaza
ksylitolowa (XDH) uczestniczgca w konwersji ksylitolu do ksylulozy (Zaldivar i in.
2001, Katahira i in. 2006).
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Destylacja i odwadnianie

Usunigcie wody z cieczy pofermentacyjnych wykonuje si¢ w procesie desty-
lacji poprzez wykorzystanie rdznicy temperatur wrzenia substancji w roztworze.
Mieszanina jest ogrzewana do temperatury wrzenia etanolu (78,2°C), co powodu-
je odparowanie etanolu z mieszaniny i oddzielenie od innych sktadnikow. Proces
destylacji przebiega w kolumnie destylacyjnej i pozwala na oddzielenie etanolu
z mieszaniny cieklej. Nastepnie w kolumnie rektyfikacyjnej przebiega destylacja
frakcyjna, ktorej celem jest zatezenie etanolu do stezenia ok. 95,6% v/v (89,5 mol%),
co odpowiada sktadem mieszaninie azeotropowej o temperaturze wrzenia 78,2°C
(Kang i in. 2014c). Proces odwadniania etanolu ukierunkowany jest na otrzymanie
produktu wysokiej jakosci, zwanego bezwodnym etanolem. Bezwodny etanol (bio-
etanol) zawiera co najmniej 99,5% objetosciowych etanolu (Kumar i in. 2010).

PODSUMOWANIE

Staty postep w opracowywaniu coraz bardziej efektywnych i energooszczed-
nych technologii produkcji biopaliw moze sprawic, ze bioetanol Il generacji stanie
si¢ optacalnym paliwem alternatywnym w wielu krajach. Jednak na podstawie do-
konanego przegladu doniesien literaturowych mozna wnioskowac, iz zasadne sa
dalsze badania ukierunkowane na optymalizacj¢ parametréw procesowych (obrob-
ki wstepnej 1 hydrolizy enzymatycznej) oraz dobdr mikroorganizméw zdolnych do
petnego wykorzystywania substratow cukrowych i zapewniajacych wysoka wydaj-
no$¢ procesu fermentacji.
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Abstract. The aim of this paper was to review the literature reports on the production of second
generation bioethanol, with particular emphasis on the role of the pre-treatment of lignocellulos-
ic biomass. The paper characterises raw materials base and the stages of production of bioethanol.
Moreover it provides an evaluation of potential benefits associated with the production of bioethanol
from lignocellulosic biomass. Apart from that, it highlights difficulties of exploitation of lignocel-
lulosic biomass which are mainly caused by the crystalline structure of cellulose and the presence
of lignin in the structure of the biomass. It presents the classification of the leading methods of pre-
treatment and their usefulness for effective preparation of raw materials for ethanol fermentation. It
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discusses the desirability of selection of appropriate methods of pre-treatment of biomass, indicating
the potential benefits as well as losses caused by the use of unsuitable reagents and conditions. It
presents the problems related to the use of chemical agents in the pretreatment stage, e.g. the cost of
purchase and recycling of chemicals, corrosion of equipment, the need for neutralisation or removal
of chemicals before the fermentation stage. Attention is also paid to the process parameters, enzymes,
yeasts and other microorganisms used in the process, having abilities to ferment hexoses and pentoses
generated during the hydrolysis of cellulose and hemicellulose.

Keywords: second-generation bioethanol, lignocellulosic biomass, the production of second
generation bioethanol, pretreatment



