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ABSTRACT

In rioolwaterzuiveringsinstallaties kan met een fijnzeef
cellulose van de afvalstroom worden afgescheiden. Het is
mogelijk om vertrekkend van deze cellulose bio-ethanol te
produceren. In dit project werd een methode voor de
productie van bio-ethanol uit afgezeefde cellulosevezels
ontworpen en uitgebreid getest. Deze methode verloopt in
twee stappen: een enzymatische hydrolysestap met het
enzym Celluclast® en een fermentatie met de gist
Saccharamocyes  cerevisae. Beide stappen  zijn
experimenteel onderzocht en kunnen middels een
Michaelis-Menten kinetiek beschreven worden. Een
industriéle simulatie van het volledige proces bracht ook
twee knelpunten aan het licht: het grote waterverbruik en
het verlies van enzymen in de productstroom.
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INTRODUCTIE

Aquafin, de exploitant van rioolwaterzuiverings-
installaties (RWZI’s) in Vlaanderen, is in staat om met een
fijnzeef met een maaswijdte van 350 um cellulose uit
rioolwater te filteren. Het materiaal dat op deze manier
verkregen wordt, bevat ongeveer 80 % cellulose. Deze
goedkope reststroom aan cellulose kan dan gebruikt
worden als grondstof voor de productie van waardevolle
chemicalién zoals ethyleen, of na verdere opzuivering
toegepast worden als brandstof in voertuigen.

VAN CELLULOSE UIT AFVALSTROMEN NAAR
PLATFORMMOLECULEN

Door de stijgende vraag naar (fossiele) brandstoffen en de
zware druk op het klimaat door de uitstoot van
broeikasgassen heerst er een grote belangstelling voor
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alternatieve of duurzame energiebronnen 1. Uit cellulose
kan bio-ethanol gemaakt worden, wat een interessant
product is zowel als grondstof in de chemische industrie
alsook als  biobrandstof.  Bio-ethanol is een
milieuvriendelijk alternatief voor ruwe aardolie, aangezien
het een gesloten koolstofcyclus doorloopt. Dit staat in
scherp contrast met aardolie, die een grote hoeveelheid
extra CO; in de atmosfeer vrijstelt.

Gebruik van cellulose voor de productie van bio-
ethanol

Cellulose is een onvertakt polysacharide opgebouwd uit
glucose-eenheden die onderling verbonden zijn met -1,4-
bindingen. Men vindt cellulose in de natuur onder de vorm
van lignocellulose, als structurele component in de
celwand van plantencellen 2. Deze vorm van cellulose
vereist nog eerst een voorbehandelingsstap om de
kristalstructuur te breken. Echter, cellulose in afvalwater is
afkomstig van toiletpapier dat quasi volledig bestaat uit
Zuivere cellulose. Dit vereist dus geen
voorbehandelingsstap.

Omzetting van cellulose tot glucose

De omzetting van cellulose naar glucose gebeurt door het
breken van de bindingen tussen afzonderlijke glucose-
eenheden, zoals afgebeeld in Figuur 1. Dit gebeurt door de
aanval van water en heet daarom hydrolyse. Om deze
omzetting te doen is een katalysator nodig. Hiervoor zijn
twee mogelijkheden beschikbaar: het gebruik van sterke
zuren of het gebruik van enzymen.
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Figuur 1: Hydrolyse van twee glucose-eenheden in cellulose
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Enzymatische hydrolyse door cellulase

De enzymatische hydrolyse heeft een relatief lage
gebruiks- en energiekost vergeleken met chemische
hydrolyse , maar is trager en vereist heel specifieke
procescondities *. Bij de enzymatische hydrolyse wordt
een mengsel van cellulase enzymen gebruikt om de
cellulose volledig af te breken in zijn afzonderlijke
glucosemoleculen. Dit is nodig aangezien elk enzym heel
selectief bepaalde eenheden uit cellulose kan vrijstellen,
zoals afgebeeld in Figuur 2. De gebruikte katalysator,
Celluclast®, is een mengsel dat al de nodige enzymen bevat
om cellulose volledig om te zetten naar glucose.
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Figuur 2: Aanduiding van de verschillende enzymen die
nodig zijn voor de omzetting van een lange cellulose keten
naar glucose-eenheden °.

Chemische hydrolyse

Cellulose kan ook gehydrolyseerd worden met
geconcentreerd zwavelzuur of verdund zwavelzuur op
hoge temperaturen 3. Het zuur kan alle bindingen op een
snelle, doch niet selectieve manier breken. Dit impliceert
wel dat er gewerkt moet worden met corrosiebestendige
materialen voor de reactie en scheidingsstap.

Fermentatie van glucose naar ethanol

De gevormde glucose wordt omgezet tot ethanol en CO;
met behulp van micro-organismen onder anaerobe
condities ®.

Doel van het project

Het doel van het project is het inschatten van de
ecologische en economische haalbaarheid van de
omzetting van cellulose afkomstig van afvalstromen tot
bio-ethanol via een kinetische studie van het
omzettingsproces.

EXPERIMENTELE PROCEDURES

Voor de kinetische studie wordt experimentele data
verzameld van de hydrolyse (Figuur 3) en de fermentatie
(Figuur 4) om het verloop van de reacties in de tijd te
bepalen.

UV-VIS spectroscopie
Opmeten van glucoseconcentraties gebeurt met UV-VIS
spectroscopie. De glucose wordt omgezet tot het gekleurde
5-hydroxymethylfurfural door reactie met zwavelzuur 7.
Uit de absorptie van licht op 273 nm kan de concentratie
glucose bepaald worden via de wet van Lambert-Beer:

Io

A=logT=£-c-d

Hierin is lo/I de relatieve absorptie van het staal, & de
molaire extinctiecoefficient (I molt! cm?), ¢ de
concentratie (mol 1) en d de cuvet breedte (cm).

Enzymatische hydrolyse

De hydrolysereactie van zuivere cellulose wordt
uitgevoerd in de opstelling weergegeven in Figuur 3.
Hierin is (1) het oliebad dat op een isotherme temperatuur
gehouden wordt, (2) het reactor vat met roervlo, (3) de
reflux koeler en (4) het septum voor staalname. Als
katalysator wordt het enzym mengsel Celluclast® gebruikt.
Dit enzym mengsel werkt optimaal op een temperatuur van
40 °C en bij een pH van 6. Om deze pH te verkrijgen wordt
een azijnzuur-natriumacetaat buffermengsel gebruikt. Er
worden experimenten uitgevoerd met een variérend
gehalte aan enzym (40 tot 120 pl) en variérende
temperatuur (tussen 30 °C en 50 °C). Ook is er een
experiment uitgevoerd met de afvalstroom van Aquafin,
die voor 80 % uit cellulose bestaat. EIk uur wordt er een
staal afgenomen om de conversie als functie van de tijd uit
te zetten.

Figuur 3: Opstelling enzymatische hydrolyse, met (1) het
isotherme oliebad, (2) het reactor vat met roervlo, (3) de
reflux koeler en (4) het septum voor staal name.

Fermentatie

De fermentatie wordt uitgevoerd met behulp van
Saccharomyces cerevisae, bekend als bakkersgist, in
dezelfde opstelling. Echter, om anaerobe condities te
garanderen, wordt gewerkt onder een argon atmosfeer. De
optimale condities voor deze gist zijn een temperatuur van
30 °C en een pH van 6. Er wordt gewerkt met dezelfde
azijnzuur-natriumacetaatbuffer en met een argonslot,
waarbij er argon in de kolf wordt geblazen telkens als er
een staal wordt afgenomen.

Figuur 4: Opstelling fermentatie, met (1) het isotherme
oliebad, (2) het reactor vat met roervlo, (3) de reflux koeler
en (4) het septum voor staal name en toevoer van argon.



MODELLEREN VAN DE KINETIEK

Voor het modelleren van de kinetiek van zowel de
hydrolyse als de fermentatie, wordt het Michaelis-Menten
model vooropgesteld 8.

E+S =ES —E+P

Hierbij vormt het enzym (E) en substraat (S), in dit geval
cellulose, eerst een overgangscomplex ES om daarna te
reageren naar product (P) met de recuperatie van het
enzym. Het netto verbruik van cellulose kan dan
beschreven worden met de volgende vergelijking °.

dCs __ _ Cs
P kzcli,ml Ks+Cs
De opgemeten experimentele data wordt dan gebruikt voor
het schatten van de parameters in dit model (k» en Ks), door
minimalisatie van de kwadratensom, met het programma

Athena Visual Studio®.

Enzymatische hydrolyse

De hydrolysereactie uitgevoerd met twee verschillende
concentraties aan enzym wordt goed beschreven door het
Michaelis-Menten model (Figuur 5), in een tijdsinterval
van 7 uur. De experimenten en het model beschrijven
correct een hogere omzettingssnelheid met een hogere
concentratie aan enzym.
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Figuur 5: Conversie van cellulose naar glucose (T =40 °C, pH
= 6) experimenteel versus Michaelis-Menten model met
parameters uit Tabel 1

De parameters zijn geschat door niet-lineaire regressie aan
al de experimentele data en zijn weergegeven in Tabel 1.

Tabel 1: Optimale parameters bepaald voor het Michaelis-
Menten model dat de hydrolyse van cellulose naar glucose
beschrijft.

Parameter Optimale 95%
schatting betrouwbaarheidsinterval
ka2 (1/s) 3,08 10* -
Ks (mol/l) 2,67 10! [2,5310%;2,81 10Y]

Fermentatie

De fermentatie wordt goed beschreven door het Michaelis-
Menten model (Figuur 6), waarvoor de geschatte
parameters gegeven worden in Tabel 2. Bij hoge conversie

wijken model en experiment echter af omdat de gistcellen
afsterven bij een hoge ethanolconcentratie. Dit komt neer
op een deactivering van de Kkatalysator, en is niet
opgenomen in het model.

Tabel 2: Optimale parameters bepaald voor het Michaelis-
Menten model dat de fermentatie van glucose naar ethanol
beschrijft.

Parameter Optimale 95%
schatting betrouwbaarheidsinterval
k2 (1/s) 8,71103 [7,30 10% 1,01 104]
Ks (mol/l) 6.84 10° -
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Figuur 6: Conversie van glucose naar ethanol (T = 30 °C, pH
= 6) experimenteel versus Michaelis-Menten model met
parameters uit Tabel 2

Hydrolyse met cellulose van Aquafin

Het experiment van de hydrolyse is herhaald met de
werkelijke afvalstroom verkregen van Agquafin, en
vergeleken met de waarden voor zuivere cellulose. Zoals
zichtbaar in Figuur 7, kan hetzelfde model de omzetting
van beide grondstoffen correct simuleren.
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Figuur 7: Vergelijking hydrolyse (T =40 °C, pH = 6, Venzgym =
120 pl) van zuivere cellulose versus cellulose Aquafin en
Michaelis-Menten model met parameters uit Tabel 1

INDUSTRIELE SIMULATIE

De conversie van cellulose naar ethanol verloopt in twee
reactiestappen, opdat beide onder optimale reactie-
condities kunnen doorgaan. Daarna is nog een
zuiveringsstap nodig om de gevormde ethanol van de
waterige oplossing af te scheiden.



Processimulatie in Aspen Plus®

Het proces startend van cellulose tot de eerste destillatie
van ethanol wordt gemodelleerd in Aspen Plus®.
Teruggerekend van de typische dagelijkse productie van
een kleine ethanol plant, verkrijgt men de hoeveelheid
cellulose die elke dag verwerkt zou moeten worden. Dit
komt uit op twee batches per dag van 29 m® met een
reactorinhoud van 377 m31°, Deze simulaties tonen aan dat
het oplossen van cellulose een grote hoeveelheid water
vereist, wat implicaties heeft op de economische
haalbaarheid van het proces. Een bijkomend probleem is
verlies van het enzym, dat wateroplosbaar is en dus mee
stroomt met de afval producten in de bodemstroom van de
destillatie.

CONCLUSIE

De enzymatische omzetting van cellulose naar ethanol
werd in dit project met succes experimenteel uitgevoerd.
Daarbij werd gebruik gemaakt van een accurate en
innovatieve analysemethode om de concentratie van
glucose te bepalen. De opgemeten kinetiek van de
hydrolyse alsook van de fermentatie werd adequaat
beschreven met het Michaelis-Menten model. Door een
industriéle simulatie van het volledige proces in Aspen
Plus®zijn er nog een aantal uitdagingen voor de industriéle
toepasbaarheid gevonden. Onder meer de hoge kost door
de onmogelijkheid het gebruikte enzym terug te winnen,
en het excessieve gebruik van water, ten gevolge van de
slechte oplosbaarheid van cellulose, maken dat dit proces
vooralsnog economisch en ecologisch weinig haalbaar is.
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