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OTRZYMYWANIE ETANOLU

ZE SLE.OMY RZEPAKOWEJ W PROCESIE
SYMULTANICZNEJ HYDROLIZY I FERMENTACJI
W SYSTEMIE POLCIAGLYM

Streszczenie: Przeprowadzono badania, ktorych celem bylto okreslenie wptywu zastosowania
poéiciagtego systemu hydrolizy i fermentacji polisacharydéw zawartych w stomie rzepakowe;j
na wydajnos$¢ produkeji etanolu w systemie SSF. Stomg rzepakowa po alkalicznej obrdobce
wstepnej poddano detoksykacji poprzez dwukrotne przeptukanie woda. Po 24 i 48 h jedno-
czesnej hydrolizy i fermentacji do prob dodawano substrat poddany obrobce wstgpnej i susze-
niu, kazdorazowo w ilo$ci 25% poczatkowej zawarto$ci substratu w zawiesinie. Porownaw-
czo przeprowadzono symultaniczng hydrolize i fermentacje bez dodatkowego zasilania
substratem (kontrolna). Efekty procesu fermentacji wyrazono ilo$ciag wytworzonego etanolu
w medium pofermentacyjnym. W kontrolnym doswiadczeniu hydrolizy i fermentacji uzyska-
no 1,60% (v/v) etanolu w medium. Natomiast w potciagtym systemie ilo$¢ uzyskanego alko-
holu wynosita 1,81% (v/v), co oznacza zwigkszenie st¢zenia etanolu o 13%. Biorac pod uwa-
ge stezenie surowca w medium reakcyjnym, mozna stwierdzié¢, ze zastosowana modyfikacja
procesu symultanicznej hydrolizy i fermentacji nie wptyne¢ta na poprawe wydajnosci procesu
biokonwersji.

Stowa kluczowe: lignoceluloza, stoma rzepakowa, hydroliza enzymatyczna, fermentacja eta-
nolowa.

DOI: 10.15611/nit.2014.4.09

1. Wstep

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrastajgce zainteresowanie problematyka energii
odnawialnej. Wyczerpywanie si¢ ropy naftowej, gazu ziemnego czy wegla kamien-
nego zachgca do poszukiwania alternatywnych zrodet paliw i energii. Spalanie paliw
kopalnych przyczynia si¢ do nagromadzenia ditlenku wegla w atmosferze, podczas
gdy wykorzystanie paliw alternatywnych jest jednym ze sposobow ograniczenia
tego zjawiska. Pozyskanie tanich, odnawialnych i przyjaznych srodowisku zrodet
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energii stalo si¢ integralng cze$cig strategii energetycznych w krajach rozwinigtych,
a takze rozwijajacych si¢ [Gasparatos, Stromberg, Takeuchi 2011].

Jednym z podstawowych biopaliw pochodzenia rolniczego jest bioetanol. Do
jego wytwarzania stosuje si¢ surowce skrobiowe lub bogate w cukry (sacharoze
i glukoze) [Leja, Lewandowicz 2009]. Jest to technologia wytwarzajaca biopaliwa
I generacji, czyli wykorzystujaca do tego celu surowce stosowane do produkcji zyw-
nosci. Produkcja tego typu wywotuje sprzeciw spoteczny w zwiazku z obawami
nadmiernego wykorzystania roslin jadalnych do celow niezywno$ciowych, co moze
prowadzi¢ do zmniejszenia §wiatowych zasobow zywnosci 1 wzrostu ich cen [Huang
iin. 2012].

Alternatywa dla biopaliw I generacji sg paliwa otrzymywane z surowcow ligno-
celulozowych: makulatury, drewna odpadowego, kompostu, stomy (biopaliwa II ge-
neracji). Produkcja bioetanolu z materiatow lignocelulozowych moze si¢ przyczynic¢
do wzrostu wydajnosci upraw. Dzigki temu mozliwe begdzie zmniejszenie ilosci ob-
szardow wykorzystywanych do uprawy surowcoéOw do celow paliwowych. Jest to
zwigzane ze znacznie wickszym plonem biomasy lignocelulozowej z hektara w po-
rownaniu z plonem zbdz [Rucinski, Batek, Kupczyk 2009].

W zwiazku z rosngcym zainteresowaniem uprawg roslin oleistych, spowodowa-
nym mig¢dzy innymi produkcja paliw ekologicznych, nalezy zwrocié¢ szczegdlng uwa-
ge na sposob zagospodarowania odpadow poprodukcyjnych [Kachel-Jakubowska
i1in. 2011]. Stoma rzepakowa jest produktem ubocznym podczas przetworstwa rzepa-
ku, tradycyjnie uprawianego w celu otrzymania oleju roslinnego spozywanego przez
ludzi lub stanowiacego dodatek do pasz dla zwierzat. W ostatnich latach olej rzepa-
kowy stosowany jest nie tylko do celéw spozywczych, ale takze do produkcji biodie-
sla. Wedtug FAO w 2010 r. powierzchnia pdl uprawnych rzepaku na §wiecie wynosi-
ta ponad 3 mIn km?, dlatego stoma rzepakowa moze stanowi¢ niewyczerpalny i tani
surowiec do wydajnej produkcji biopaliw [Diaz i in. 2010; Mathew i in. 2011]. Jej
zastosowanie do produkcji bioetanolu moze by¢ atrakcyjne rowniez ze wzgledu na
stosunkowo duza zawarto$¢ celulozy (42,39%) [Adapa, Tabil, Schoenau 2009].

Lignina, celuloza i hemiceluloza sg gtownymi sktadnikami surowcow ligno-
celulozowych, a ich udziat zalezy od rodzaju rosliny i jej stopnia dojrzatosci. Ce-
luloza jest liniowym polimerem czasteczek glukozy potaczonych wigzaniami
a-1,4-glikozydowymi, a sasiadujace tancuchy celulozowe tworzg struktury krysta-
liczne, wysoce oporne na biodegradacje poprzez wigzania wodorowe i sity Van der
Waalsa. Hemiceluloza wystepuje w formie rozgalezionych heteropolimerow, zawie-
rajac w swym skladzie cukry szescio- 1 pigcioweglowe oraz kwas glukuronowy.
Czasteczki hemicelulozy lacza si¢ z ligning poprzez wigzania kowalencyjne i z celu-
loza poprzez niekowalencyjne interakcje. Lignina jest polimerem o ztozonej budo-
wie, zbudowanym glownie z jednostek aromatycznych, takich jak: alkohol kumary-
lowy, koniferylowy, synapinowy, tworzacych nieregularng struktur¢. Peini ona
funkcje ,.kleju” spajajacego kompleks lignocelulozowy, nadajac mu trwatos¢ i opor-
no$¢ na degradacj¢ [Anderson, Akin 2008; Zhang 2008].
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Produkcja bioetanolu z surowcow lignocelulozowych obejmuje cztery gltdwne
etapy: obrobke wstepnag substratu, hydrolize polisacharydow do cukrow prostych, fer-
mentacj¢ heksoz i/lub pentoz do etanolu oraz wydzielenie etanolu z ptynu pofermen-
tacyjnego poprzez destylacje [Kim, Dale 2004]. Celem obrobki wstepnej jest naru-
szenie struktury lignocelulozy, obniZenie stopnia krystalizacji celulozy oraz usunigcie
hemicelulozy i ligniny. Efektem tego zabiegu jest zwigkszenie powierzchni dostgpu
enzymow hydrolitycznych do substratu i tym samym ulatwienie procesu hydrolizy.
Obrobka wstepna jest etapem decydujacym o efektywnosci catego procesu biokon-
wersji lignocelulozy do etanolu. Hydroliza polisacharydéw do cukrow prostych,
w zwigzku z bardzo zlozong budowa lignocelulozy, jest najtrudniejszym etapem bio-
konwersji. Zastosowanie enzymow w tym etapie czyni go przyjaznym Srodowisku,
a przez niektérych autorow uwazane jest takze za metod¢ najbardziej efektywna
1 perspektywiczng. Hydroliza enzymatyczna polega na rozktadzie celulozy i hemice-
lulozy za pomocg enzymoéw (celulaz i hemicelulaz) do cukrow prostych podlegaja-
cych w kolejnym etapie fermentacji [Keshwani, Cheng 2009]. Szybkos¢ i stopien
hydrolizy enzymatycznej polisacharydow zalezg od: metody obrobki wstgpne;j, steze-
nia substratu i jego dostgpnosci dla enzymow, aktywnosci enzymow (dawki), a takze
warunkow inzynierii Srodowiska (pH, temperatury, mieszania) [Balat 2011].

W procesach fermentacji pochodnych lignocelulozy bardzo istotng kwestig jest
dobor strategii jej prowadzenia. Najlepiej poznanym jest system SHF (Separate Hy-
drolysis and Fermentation) — system z oddzielng hydroliza i fermentacja. Hydroliza
enzymatyczna i fermentacja przebiegaja sekwencyjnie w dwoch réznych zbiorni-
kach, co umozliwia zastosowanie optymalnych warunkow dla kazdego z etapow
(odpowiednio: dla hydrolizy i fermentacji — 45-50°C i 30-35°C). Wada tego systemu
jest hamowanie aktywnos$ci enzymow — ksylanaz i celulaz — produktami reakcji
(glukoza, ksyloza, celobioza). System sekwencyjny pozwala na wprowadzenie po-
$redniej operacji zatezania hydrolizatu, co podwyzsza stezenie cukréw dostgpnych
do fermentacji. Moze si¢ to jednak wigzac z niekorzystnym zjawiskiem koncentro-
wania substancji towarzyszacych cukrom fermentujacym (np. oligosacharydow),
ktore zwigkszajac ci$nienie osmotyczne Srodowiska, ograniczajg aktywnos¢ fermen-
tacyjng drozdzy [Olofsson, Bertilsson, Lidén 2008].

Drugim sposobem prowadzenia procesu biokonwersji jest strategia SSF (Simul-
taneous Saccharification and Fermentation) — symultanicznej hydrolizy i fermenta-
cji. W systemie tym hydroliza enzymatyczna i fermentacja odbywaja si¢ jednoczes-
nie w tym samym zbiorniku reakcyjnym, co wymusza koniecznos¢ zastosowania
kompromisowych parametréw korzystnych dla obu reakcji. Wigze si¢ to najczgsciej
z obnizeniem temperatury procesu, a tym samym — z rezygnacja z optimum dziata-
nia enzymow katalitycznych. Cukry proste uwalniane podczas hydrolizy polimerow
sa natychmiast wykorzystywane przez mikroorganizmy w fermentacji etanolowej,
tym samym nie wystepuje zjawisko hamowania aktywnosci celulaz produktami hy-
drolizy [Olofsson, Bertilsson, Lidén 2008]. Sprzyja to peliejszemu wykorzystaniu
dostepnych polisacharydéw surowca. Powstajacy potprodukt — odfermentowana za-
wiesina — zawiera jednak nie wiecej niz 2+3% etanolu, co stanowi malo korzystny
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efekt w procesach przemystowych w zwiagzku z koniecznos$cig ponoszenia wysokich
kosztow destylacji. Aby przemystowa produkcja etanolu z surowcow lignocelulozo-
wych byta ekonomicznie optacalna, stezenie etanolu w brzeczce fermentacyjnej
musi by¢ wyzsze niz 4% (v/v). Dla wigkszosci typow materiatow lignocelulo-
zowych wymaga to ustalenia st¢zenia suchej masy na poziomie okolo 15%, aby
uzyska¢ wystarczajaco wysoki poziom celulozy w medium reakcyjnym. Jednakze
produkcja etanolu przy wysokiej koncentracji suchej masy powoduje powstanie
wielu problemow (zwigkszone stgzenie inhibitoréw, wysoka lepkos¢ brzeczki) [Liu
1in. 2010; Zhang i in. 2010]. Liczne doniesienia literaturowe wskazujg na popieranie
strategii SSF — rozwazane sg rézne rozwigzania zmierzajace do zwigckszenia konco-
wej koncentracji alkoholu w podtozu — np. dodatkowe wielokrotne zasilanie substra-
tem [Kim, Choi, Oh. 2013] lub specjalne rozwigzania konstrukcyjne bioreaktorow
[Zhang i in. 2010].

Celem badan byto okreslenie wptywu zastosowania potciggtego systemu hydro-
lizy 1 fermentacji polisacharydéw zawartych w slomie rzepakowej na wydajnosé
produkcji etanolu w systemie SSF. Aby unikng¢ negatywnych skutkéw zwigzanych
z wysokim stezeniem poczatkowym suchej masy w medium reakcyjnym, zwicksza-
jac jednoczes$nie koncentracje substratu, postanowiono wprowadzi¢ modyfikacje do
strategii symultanicznej. Zmiana polegata na wprowadzeniu do medium reakcyjne-
go dodatkowych porcji substratu po 24 i 48 h trwania procesu skojarzonej hydrolizy
1 fermentacji. Porbwnawczo przeprowadzono symultaniczng hydroliz¢ i fermentacje
bez dodatkowego zasilania substratem (kontrolng).

2. Materialy i metody
2.1. Sloma rzepakowa

Material doswiadczalny stanowita stoma rzepakowa (Brassica napus L. var. napus),
pochodzaca z Gospodarstwa Rolnego w Pacottowie AUREPIO AGRA sp. z o.0.,
W postaci wysuszonej, o zawartosci 95,1% suchej masy. Surowiec poddano proce-
sowi mielenia (mlyn tngcy Retsch SM100, 2007 r., Niemcy), do poziomu rozdrob-
nienia 1-2 mm.

2.2. Analiza frakcji wlokna

Okreslono udziat poszczegolnych frakeji widkna stomy rzepakowej, wykorzystujac
urzadzenie Fibertec™ 1020: oznaczenie zawartosci wiokna neutralno-detergentowe-
go (NDF) wedlug Van Soesta [Van Soest, Robertson, Lewis 1991], oznaczenie za-
wartosci wtokna kwasno-detergentowego (ADF) oraz ligniny kwasno-detergento-
wej (ADL) [PN-EN ISO 13906:2009]. Zawartos$¢ celulozy wyznaczono z rdznicy
udziatéw frakcji ADF i ADL, natomiast zawarto$¢ hemicelulozy — z r6znicy pomig-
dzy udziatem frakcji NDF i ADF.
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2.3. Wstepna obrébka stomy rzepakowej

Ze wzgledu na skomplikowang strukture kompleksu lignocelulozowego wymagane
jest zastosowanie wstepnej obrébki stomy rzepakowej. Celem tego zabiegu jest
zwigkszenie wydajnosci hydrolizy enzymatycznej polisacharydow zawartych w su-
rowcu poprzez usunigcie ligniny, naruszenie struktury hemicelulozy oraz zwicksze-
nie udzialu frakcji celulozy amorficznej (bardziej podatnej na hydrolize enzyma-
tyczng). Stome rzepakowa poddano chemicznej obrobce wstepnej w warunkach:
temperatura 120°C, czas: 1 h, dodatek NaOH 0,1 g - g'! s.s. stomy, stezenie s.s. sub-
stratu 10% (w/w). Materiat po obrobce poddano wirowaniu, stosujac parametry:
RCF: 4150 g, temperatura: 10°C, czas: 10 min. Uzyskany supernatant oddzielono,
a frakcje stala poddano detoksykacji w celu usuniecia zwiazkow generowanych
w etapie wstepnej obrobki, bedacych inhibitorami procesu fermentacji. Zastosowa-
no fizyczng metode detoksykacji, polegajaca na dwukrotnym przemyciu materiatu
za pomoca wody destylowanej, kazdorazowo odwirowujac przy zachowaniu wy-
mienionych parametréw. Frakcja stala zostata nastepnie uzupetniona woda do masy
wyjsciowej proby przed obrobka wstepng. Kwasowos¢ czynng medium reakcyjnego
ustalono na poziomie pH 5,00+£0,05, za pomocg st¢zonego kwasu octowego.
Tak przygotowane podtoze rozlewano po 200 cm? do kolb stozkowych o pojemnosci
500 cm?, po czym poddano pasteryzacji w temperaturze 90°C przez 20 minut i prze-
znaczono do hydrolizy enzymatycznej. Detoksykacja materiatu po obrobce wstepne;j
spowodowata straty s.s. surowca na poziomie 29%, dlatego st¢zenie biomasy na
poczatku hydrolizy wynosito 7,1% s.s. W stomie rzepakowej, po procesie alkalicz-
nej obrobki wstepnej i detoksykacji, oznaczono zmiany w zakresie udziatu sktadni-
kéw lignocelulozy (celulozy, hemicelulozy i ligniny) na podstawie analizy wtokna
w urzadzeniu Fibertec™ 1020 (zgodnie z opisem w p. 2.2).

2.4. Mikroorganizmy

W badaniach zastosowano szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae As4 o opty-
malnej temperaturze wzrostu 38-39°C, pochodzacy z Zaktadu Technologii Gorzel-
nictwa i Odnawialnych Zrodet Energii w Bydgoszczy. Do prowadzenia szczepu
S. cerevisiae zastosowano state podtoze YPG, zawierajace w 1 dm?: 10 g ekstraktu
drozdzowego, 20 g glukozy, 20 g peptonu, 20 g agaru. Kwasowos¢ podtoza ustalono
na poziomie pH 5,10-5,30, za pomoca stezonego kwasu solnego. Podloze rozlewano
do probéwek mikrobiologicznych (5 cm?) i sterylizowano przez 20 minut w tempe-
raturze 121°C.

2.5. Przygotowanie inokulum

Do prowadzenia hodowli drozdzy stosowano ptynne podtoze YPG o sktadzie jak
podano w p. 2.4, lecz bez dodatku agaru. Podloze rozlewano po 100 cm?® do kolb
stozkowych o pojemnosci 300 cm?®, a nastepnie sterylizowano przez 20 minut
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w temperaturze 121°C. Do proboéwki z hodowlg drozdzy na skosie YPG wprowa-
dzono 5 cm?® jatowej wody destylowanej i dokonano zmywu. Otrzymang zawiesing
potaczono z ptynnym podtozem YPG (100 cm?), po czym inkubowano w temperatu-
rze 38°C przez 24 h, w wytrzasarce Innova 40 (New Brunswick Scientific, 2010 r.,
USA), stosujac wytrzasanie 250 obr - min'.

2.6. Doswiadczenie SSF

Reakcje hydrolizy prowadzono w czasie 24 h, w temperaturze 42°C, w kolbach stoz-
kowych o pojemnos$ci 500 cm?, zawierajacych 200 cm? medium reakcyjnego (przy-
gotowanego wedhug p. 2.3), z zastosowaniem wytrzasania 250 obr - min™' (inkubator
Innova 40), przy uzyciu ustalonej kompozycji trzech preparatow enzymatycznych:
celulazy z Trichoderma longibrachiatum (SIGMA, nr kat. C9748) - 15 U - g'! s.s.
stomy, ksylanazy z Trichoderma longibrachiatum (SIGMA, nr kat. X2629) — 15 FXU
- g s.s. stomy oraz celobiazy (Novozyme 188, Novozymes, nr kat. SIGMA C6105)
—30 CBU - g s.s. stomy [Swiatek i in. 2014]. Aktywno$é¢ enzymow bylta wyrazana
nastgpujaco: 1 U —ilo$¢ enzymu uwalniajaca 1 pmol glukozy z celulozy w czasie 1 h
(warunki reakcji: pH 5,0; temperatura 37°C, czas inkubacji 2 h), 1 FXU —ilo$¢ enzy-
mu uwalniajgca 1 pmol ksylozy z ksylanu w czasie 1 min (warunki reakcji:
pH 4,5; temperatura 30°C), 1 CBU —ilo$¢ enzymu przeksztatcajaca 1 umol celobiozy
do 2 pumoli glukozy w ciggu 1 min (warunki reakcji: pH 4,8; temperatura 50°C).

Po 24 h hydrolizy temperature obnizono do 38°C i do podtozy dodawano 10 cm?
(5% v/v) inokulum drozdzy Saccharomyces cerevisiae As4, po czym pobrano probe
w celu oznaczenia ilosci dostgpnych cukréw redukujacych, przy uzyciu metody
z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS) [Miller 1959]. Symultaniczng hydrolize
i fermentacj¢ prowadzono w warunkach beztlenowych, w temperaturze 38°C,
w trzech powtorzeniach.

Po 24 1 48 h od momentu zainicjowania fermentacji do prob dodawano substrat
poddany alkalicznej obrobce wstepnej (wedlug parametrow opisanych w p. 2.3)
i suszeniu w 60°C przez 48 h. Jednorazowa porcja substratu wynosita 3,55 g s.s., co
stanowito 25% poczatkowej ilosci surowca w zawiesinie. Od momentu zainicjowania
fermentacji proces prowadzono przez 120 h (24 h dtuzej niz rownolegle prowadzong
probe kontrolng bez dodatkowego zasilania substratem). Wydluzenie procesu zasto-
sowano w celu uzyskania korzystnego stopnia biokonwersji ostatniej wprowadzone;j
porcji substratu. Wydajno$¢ hydrolizy (w) obliczano wedtug nastepujacego wzoru:

_¢x0,9

w 3 x100 (%),

gdzie:

¢ — stezenie uwolnionych cukréw redukujacych (g - dm™),

0,9 — wspotczynnik przeliczeniowy cukrow prostych na polisacharydy,
63,3 — zawartos$¢ celulozy 1 hemicelulozy w materiale po obrobce (% s.s.).
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2.7. Analiza podloza pofermentacyjnego

W odfermentowanym podtozu oznaczano kwasowos¢ (pH) przy pomocy pH-metru
laboratoryjnego typu HI 9025 oraz stezenie resztkowych cukrow redukujacych przy
uzyciu metody z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym. Nastgpnie medium pofermenta-
cyjne poddano procesowi destylacji z wykorzystaniem aparatu do destylacji z de-
flegmatorem, a w uzyskanych destylatach oznaczono zawarto$¢ alkoholu etylowego
metoda piknometryczna [AOAC... 1990]. Obliczona ggstos¢ zostala poréwnana
z tabelg wedtug Rauschera i Voigta, z ktorej odczytana zostata zawarto§¢ alkoholu
(% v/v). Efekty procesu fermentacji wyrazono ilo$cig wytworzonego etanolu w me-
dium pofermentacyjnym. W wywarze pozostalym po oddestylowaniu alkoholu
oznaczono ekstrakt rzeczywisty za pomocg areometru (areometr Ballinga).

Wydajno$¢ etanolu (W,) oraz wydajnos¢ konwersji celulozy do etanolu (Y) obli-
czano wedtug nastepujacych wzoréw [Liu i in. 2010]:

W=C€XV

e

x100 (%)

C,xV x100

= x100 (%),
M xCx1,1x0,51

gdzie:

C, — stezenie etanolu (g - dm™),

V — objetos¢ proby (dm?),

M - catkowita ilo$¢ substratu w probie (g s.s.),

C — stezenie celulozy w materiale (% s.s.),

1,1 — wspotczynnik przeliczeniowy celulozy na glukoze (z 1 g celulozy uzyskuje si¢
1,1 g glukozy),

0,51 — wspotczynnik przeliczeniowy glukozy do etanolu (z 1 g glukozy uzyskuje sie
0,51 g etanolu).

3. Wyniki i dyskusja

Stoma rzepakowa stanowi odpadowy produkt produkcji rolniczej uzyskiwany przy
uprawie rzepaku, cechuje ja niska zawarto$¢ wilgoci, co sprzyja jej dtugiemu prze-
chowywaniu. Zastosowany substrat charakteryzuje si¢ stosunkowo wysoka zawarto-
scig celulozy (49,2% s.s.), co czyni go atrakcyjnym zrédlem glukozy, cukru tatwo
ulegajacego konwersji mikrobiologicznej do etanolu. Stopien rozdrobnienia surow-
ca ma istotny wplyw na zmiany w obrebie kompleksu lignocelulozowego zachodza-
ce podczas wstepnego traktowania [Pedersen, Meyer 2009].

Zastosowanie alkaliow do wstepnej obrobki substratu pozwala na rozbicie kom-
pleksu oraz oddzielenie ligniny od polisacharydow, co umozliwia efektywne prze-
prowadzenie hydrolizy enzymatycznej — drugiego etapu w procesie konwersji ligno-
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celulozy do bioetanolu. Zabieg wstgpnego traktowania substratu oraz przeptukiwania
woda po obrobce przyczynit si¢ do strat masy surowca oraz zmian w zakresie udzia-
hu poszczegolnych sktadnikow lignocelulozy (tab. 1).

Tabela 1. Zmiany w sktadzie stomy rzepakowej w wyniku alkalicznej obrobki wstepnej i zabiegu
detoksykacji

Table 1. Changes in the composition of rape straw biomass as a result of alkaline pretreatment and
detoxification

Masa ogélna | Zawarto$¢ | Zawarto$¢ | Zawartos¢ Zawartose
. . . celulozy +
Materiat substratu celulozy | hemicelulozy | ligniny .
() (% 5.5.) (% s..) (% 5.5.) hemicelulozy
g 0 S.S. 0 S.S. 0 S.S. (%S.S.)
Stoma rzepakowa natywna 100,0 49,2 12,2 14,9 61,4
Stoma rzepakowa
po obrdbce i detoksykacji 70,1 51,2 12,1 15,5 63,3

Zrodto: opracowanie wlasne.
Source: own elaboration.

Po zakonczeniu procesu wstepnej obrobki lignocelulozy w wielu przypadkach
niezbedne jest usunigcie czynnikéw toksycznych, bedacych inhibitorami procesu
fermentacji (stabe kwasy, pochodne furanu, mieszaniny fenolowe oraz sole nieorga-
niczne). Obecno$¢ inhibitoréw obniza zard6wno wydajno$¢, jak i szybkos¢ fermenta-
cji, co skutkuje wydluzeniem czasu procesu [Cantarella i in. 2004]. W doswiadcze-
niu zastosowano fizyczng metode detoksykacji, polegajaca na wstgpnym
odwirowaniu materiatu po obrobce alkalicznej, a nastepnie dwukrotnym przemyciu
woda uzyskanego osadu. Przeprowadzenie tego zabiegu pozwolito na czesciowe
usunigcie wodorotlenku sodu zastosowanego do wstepnego traktowania substratu,
jak réwniez innych zwigzkow toksycznych powstalych na etapie wstepnej obrobki.

Proces hydrolizy prowadzi, w wyniku rozpadu celulozy i hemicelulozy, do po-
wstania cukrow prostych (glukozy i ksylozy), bedacych substratem w kolejnym eta-
pie — fermentacji alkoholowej [Keshwani, Cheng 2009]. Hydroliz¢ wstgpnie przy-
gotowanej stomy rzepakowej prowadzono z udziatem kompozycji trzech preparatow
enzymatycznych: celulazy z T. longibrachiatum, ksylanazy z T. longibrachiatum
1 B-glukozydazy (Novozyme 188). Zastosowanie, oprocz celulazy, preparatéw ksy-
lanazy i celobiazy pozwala na zwigkszenie skutecznos$ci hydrolizy polisacharydow
zawartych w surowcu lignocelulozowym, przy jednoczesnym zmniejszeniu dawki
celulazy [Mclntosh, Vancov 2010]. Preparaty enzymatyczne otrzymywane z grzy-
bow strzepkowych Trichoderma longibrachiatum umozliwiajg uzyskanie wysokie-
go stopnia konwersji polisacharydéw substratu lignocelulozowego do cukrow fer-
mentujacych [Swiatek i in. 2012].

System jednoczesnej hydrolizy i fermentacji wymaga zastosowania kompromisu
warunkow temperaturowych korzystnych dla obu reakcji. W pierwszej dobie proce-
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su hydrolize prowadzono w temperaturze 42°C. Po 24 h procesu w hydrolizatach
stwierdzono okoto 40 g - dm™ cukrow redukujacych, co odpowiada wydajnosci hy-
drolizy polisacharydow substratu na poziomie okoto 57%. Podobny wynik uzyskali
Luiin. [2011], ktorzy poddali hydrolizie enzymatycznej (z zastosowaniem prepara-
tow enzymatycznych firmy Novozymes) stome rzepakowa po mikrofalowej obrobce
wstepnej wspomaganej rozcienczonym kwasem siarkowym (53,5%).

Proces SSF inicjowano po 24 h hydrolizy poprzez dodanie inokulum drozdzy do
hydrolizatu, poprzedzajac ten fakt obnizeniem temperatury z poziomu 42°C do tem-
peratury optymalnej dla zastosowanego szczepu drozdzy. Tego typu sposdb prowa-
dzenia biokonwersji polisacharydow lignocelulozy do etanolu wymaga doboru mi-
kroorganizméw o wiasciwosciach temperaturowych zblizonych do temperatury
hydrolizy enzymatycznej. Dlatego w do$wiadczeniu wykorzystano termofilny
szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae As4 (38-39°C), otrzymany w wyniku hy-
brydyzacji ptciowej i powszechnie wykorzystywany w polskim przemysle gorzelni-
czym [Ktosowski, Czuprynski, Wolska 2006]. Zastosowany szczep charakteryzuje
si¢ duza trwalo$cia i opornoscia na wysokie stezenia alkoholu (do 12%), a takze na
podwyzszone cisnienie osmotyczne tworzace si¢ w wyniku podwyzszonej ilosci cu-
krow w podlozu. Wykazuje on rowniez wysoka energi¢ fermentacji — juz po 24 h
stwierdza si¢ okoto 6,7% (v/v) alkoholu w zacierze o gestosci 15°Blg [Lewandow-
ska, Piotrowicz-Cieslak 2008]. Zastosowanie szczepu S. cerevisiae As4 wymusito
obnizenie temperatury hydrolizy o 4°C, a nie o 12°C, jak mialoby to miejsce
w przypadku wykorzystania szczepodw Saccharomyces cerevisiae, stosowanych
powszechnie w systemach sekwencyjnych, ktorych optymalna temperatura wzrostu
to najczesciej 30°C.

Po 24 1 48 h trwania procesu skojarzonej hydrolizy i fermentacji do medium re-
akcyjnego wprowadzono kazdorazowo po 3,55 g s.s. (25% poczatkowej ilosci sub-
stratu) stomy rzepakowej po alkalicznej obrobce, w postaci wysuszonej. Poczatko-
we stezenie surowca w zawiesinie wynosito 7,1% s.s., natomiast po dodaniu dwoch
porcji stomy (w odstgpie 24-godzinnym) zwigkszyto si¢ do poziomu 10,65% s.s.
Oznacza to, ze catkowita ilo$¢ substratu w probie byta o 50% wigksza w porownaniu
z doswiadczeniem kontrolnym (bez dodatkowego zasilania substratem). Symulta-
niczng hydrolize i fermentacj¢ prowadzono przez 120 h od momentu zainicjowania
fermentacji. Efekty doswiadczen jednoczesnej hydrolizy i fermentacji w systemie
potciaglym oraz kontrolnej zestawiono w tab. 2.

W kontrolnym eksperymencie SSF koncowe st¢zenie alkoholu wynosito 1,60%
(v/v), natomiast w potciggtym doswiadczeniu po procesie stwierdzono 1,81% (v/v)
etanolu w medium pofermentacyjnym. Oznacza to zwigkszenie stezenia etanolu je-
dynie o 13% w pordéwnaniu z proba kontrolna, co nie jest rezultatem adekwatnym
do ilosci materiatu wprowadzonego do proby w potciaglym systemie. Biorge pod
uwage catkowitg ilo$¢ substratu, mozna stwierdzi¢, ze modyfikacja systemu jedno-
czesnej hydrolizy i fermentacji w niewielkim stopniu wptyneta na poprawe wydaj-
nosci procesu. Zwigkszenie koncentracji substratu w podtozu podczas reakcji hydro-
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Tabela 2. Charakterystyka hydrolizy i fermentacji etanolowej stomy rzepakowej z udziatem drozdzy
S. cerevisiae As4 w systemie SSF, w trybie okresowym 1 polciggltym

Table 2. Characteristics of hydrolysis and ethanol fermentation of rape straw with the use of S. cerevisiae
As4 yeast in SSF system, using batch or fed-batch method

Stezenie cukrow redukujacych

(g dm?) Wydajnosé Po fermentacji
System hydrolizy hydrolizy —
i fermentacji po24h | po dodaniu po po24h ekstrakt stgzenie

(%) rzeczywisty | etanolu

hydrolizy | inoculum | fermentacji (°Blg) (% vIv)

SSFkontrolne | 4042 | 3853 | 1605 | 5746 | 35 | 160

SSFpolciagle | 4028 | 3834 | 3165 | 5726 | 55 | 181

Zrodto: opracowanie wlasne.
Source: own elaboration.

lizy skutkuje obnizeniem stopnia konwersji polisacharydow do cukréw prostych
[Kim, Choi, Oh 2013]. Jednakze oznaczona w podiozu ilo$¢ resztkowych cukrow
prostych byta dwukrotnie wicksza w doswiadczeniu z dodatkowym zasilaniem
(31,65 g - dm™) anizeli w probie kontrolnej (16,05 g - dm™). Na tej podstawie mozna
wnioskowa¢, ze hydroliza enzymatyczna porcji substratu wprowadzonych w trakcie
procesu poélcigglego przebiegata ze zblizong wydajnoscia do eksperymentu kontrol-
nego. Wyznaczona wydajnos¢ etanolu wzgledem masy substratu w probie 1 stopien
konwersji celulozy do etanolu osiagnety poziom odpowiednio 14,4 i 50,2% w syste-
mie potciaglym (rys. 1). Oznacza to, ze okolo 50% catkowitej iloéci celulozy
znajdujacej si¢ w probie przeksztatcono do etanolu. Wyniki uzyskane w wariancie
potciggtym byly mniej korzystne w poréwnaniu z rezultatami uzyskanymi w do-
swiadczeniu kontrolnym (okresowym), w ktorym to wydajno$¢ etanolu i konwersja
celulozy do etanolu wyniosty odpowiednio 18,7 1 65,0%. Czynnikiem decydujacym
o braku poprawy wydajno$ci w zastosowanej metodzie mogt by¢ zbyt duzy dodatek
surowca (tacznie 50% masy wyjsciowej). Zmniejszenie ilosci wprowadzanego eta-
powo substratu lub podzielenie go na wigcej dawek mogloby wplynac na poprawe
wydajnosci procesu.

Badania nad modyfikacja procesu symultanicznej hydrolizy i fermentacji prowa-
dzili Liu i in. [2010], ktorzy jako substrat wykorzystali pozostatos$ci kaczanow kuku-
rydzy po obrébce kwasowej i alkalicznej. Zastosowana dwuetapowa metoda obrobki
wstepnej miata na celu usuniecie frakcji hemicelulozy i ligniny, przez co zwigkszyt
si¢ udziat celulozy w materiale (65,7%). System polciagly polegat na wprowadzeniu
dodatkowych porcji substratu (1,5 g) po 24, 48, 72, 96 i 120 h skojarzonej reakcji
hydrolizy i fermentacji. Poczatkowe stezenie substratu w medium reakcyjnym wy-
nosito 9,9% (w/w), natomiast po dodaniu pigciu porcji surowca koncentracja bioma-
sy zwiekszyla si¢ do poziomu 15% (w/w). Przeprowadzono rowniez doswiadczenie
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Rys. 1. Porownanie wydajnosci etanolu otrzymanego w systemie SSF w trybie okresowym
i potciaglym
Fig. 1. Comparison of the resulting ethanol yield in batch and fed-batch mode of SSF system

Zrodto: opracowanie wiasne.
Source: own elaboration.

kontrolne bez dodatkowego zasilania. W wariancie potciaglym uzyskano 57,2 g eta-
nolu w 1 dm?® medium pofermentacyjnego, a wyznaczona wydajno$¢ etanolu i kon-
wersja celulozy do etanolu osiaggnely poziom odpowiednio 26,1 i 85,2%. W trybie
okresowym uzyskano nieco mniej korzystne rezultaty — koncowa zawarto$¢ etanolu
wyniosta 34,4 g - dm™, co odpowiada wydajnosci etanolu i konwersji celulozy do
etanolu odpowiednio 25,2 oraz 82,5%.

Zhang i in. [2010] przeprowadzili do§wiadczenie, w ktorym zastosowano pot-
ciggly oraz ciagly proces produkcji etanolu, stosujgc symultaniczng strategi¢ hydro-
lizy 1 fermentacji. W cigglym systemie SSF substrat poddano wstepnej obrébce
z zastosowaniem trzech roznych metod: FA-AA (kwas mrowkowy i wodny roztwor
amoniaku, formic acid/aqueous ammonia pretreatment), SAA (wodny roztwor amo-
niaku, soaking in aqueous ammonia) lub z uzyciem rozcienczonego kwasu siarko-
wego i wodorotlenku sodu (H,SO,-NaOH). Poczgtkowe stezenie suchej substancji
w medium reakcyjnym ustalono na dwoch poziomach: 7,5 oraz 19%. Eksperymenty
rozpoczeto od prehydrolizy trwajacej 24 h w temperaturze 50°C. Nastgpnie dodano
inokulum drozdzy S. cerevisiae i prowadzono proces skojarzony w temperaturze
37°C przez 96 h. W potciggtym trybie SSF zastosowano materiat po obrobee wstep-
nej z rozcienczonym kwasem siarkowym i wodorotlenkiem sodu. Poczatkowa za-
warto$¢ suchej substancji wynosita 19%, za$ po 2, 4 Iub 8 h trwania procesu dodano
kolejne porcje substratu (6%), co ostatecznie dato stgzenie biomasy réwne 25%.
Warunki fermentacji byty takie same jak w trybie cigglym. Chociaz wydajnos$¢ kon-
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wersji celulozy w czasie trybu potcigglego nieznacznie si¢ obnizyta (do 80,1-82,3%),
koncowe stezenie etanolu po 96 h procesu zwigkszyto si¢ do poziomu ponad
80 g - dm we wszystkich do$wiadczeniach. Nie stwierdzono wptywu czasu doda-
wania substratu na koncowe stezenie etanolu. Wérdd trzech przeprowadzonych eks-
perymentow drugi byt nieco lepszy niz pozostate; uzyskano 84,7 g etanolu w 1 dm?
podtoza, co odpowiada 82,3-procentowej konwersji celulozy do etanolu. Wysoka
zawartos¢ suchej substancji w ciggltym procesie SSF spowodowata wzrost lepkosci
i nierownomierne rozprowadzenie zawiesiny w reaktorze. Zastosowanie metody
symultanicznej w trybie potciggtym moze ztagodzi¢ ten problem techniczny przez
dodanie $§wiezego podtoza tylko wtedy, gdy jego lepkos$¢ zmniejszy sie po kilku
godzinach reakcji [Zhang i in. 2010].

Kim i in. [Kim, Choi, Oh 2013] badali proces jednoczesnej hydrolizy i fermen-
tacji w trybie potciggltym. Jako substrat wykorzystano trociny topoli po obrobce
z zastosowaniem kwasu siarkowego. Przeprowadzono eksperyment z zastosowa-
niem systemu SSF w trzyetapowym trybie potciggtym. W poczatkowym etapie pro-
cesu zawarto$¢ frakcji statej wynosita 6% s.s. Ilo§¢ dodawanego surowca w nastep-
nych etapach (po 12 i 26 h trwania procesu) zostala obliczona w celu zachowania
stezenia frakcji stalej na poziomie 6% s.s. Wydajnos$¢ fermentacji po pierwszej, dru-
giej i trzeciej fazie procesu wynosita odpowiednio 63,9% (16,5 g etanolu - dm?),
78,4% (30,1 g etanolu - dm) i 81,7% (39,9 g etanolu - dm™). Zastosowanie strategii
SSF w trybie potciggtym wptyngto znaczaco na poprawe wydajnosci procesu bio-
konwersji.

4. Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wskazuja na przydatnos$¢ stomy rzepako-
wej po obrdobee alkalicznej jako surowca w procesie biokonwersji do etanolu. Jed-
nakze proponowana modyfikacja procesu symultanicznej hydrolizy i fermentacji,
polegajaca na wprowadzeniu do medium reakcyjnego dodatkowych porcji substratu
po 24 1 48 h procesu skojarzonego nie wptyneta istotnie na poprawe wydajnosci
procesu. Przeprowadzenie procesu w trybie okresowym (doswiadczenie kontrolne)
pozwolito uzyska¢ korzystniejsze rezultaty w poréwnaniu z proponowang modyfi-
kacja strategii SSF.
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OBTAINING OF ETHANOL FROM RAPE STRAW
IN THE PROCESS OF SIMULTANEOUS HYDROLYSIS
AND FERMENTATION IN FED-BATCH SYSTEM

Summary: The research was carried out with the aim to determine the impact of the
application of the fed-batch system of simultaneous saccharification and fermentation of
polysaccharides contained in rape straw on the production of ethanol in SSF system. Rape
straw after alkaline pretreatment was subjected to detoxification by double rinsing with water.
After 24 and 48 hours of simultaneous hydrolysis and fermentation, pretreated and dried
substrate was added to the samples, each in an amount of 25% of the initial amount of substrate
in the slurry. Comparatively simultaneous hydrolysis and fermentation without additional
supply of substrate was carried out. The effects of the fermentation were expressed as the
amount of ethanol produced in a fermentation medium. In the control experiment of hydrolysis
and fermentation 1.60% (v/v) of ethanol was obtained. However, in the fed-batch system,
ethanol concentration was 1.81% (v/v), which represented an increase in ethanol concentration
of 13%.

Keywords: lignocellulose, rape straw, enzymatic hydrolysis, ethanol fermentation.





