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Streszczenie

Konieczno$¢ zapewnienia bezpieczernstwa energetycznego oraz redukcji emisji gazéow
cieplarnianych, wynikajgca z realizacji celdw polityki klimatyczno-energetycznej UE, obliguje
panstwa cztonkowskie do zwiekszenia produkcji energii ze zrédet odnawialnych, w tym
rozwoju biopaliw pochodzgcych z biomasy. Szczegdlng role w sektorze transportu odgrywajg
biopaliwa ciekfe, stosowane jako dodatki paliwowe. Do tej pory byty to gtéwnie biopaliwa
pierwszej generacji, ktérych produkcja wykorzystuje rosliny wysokoskrobiowe, cukrowe oraz
oleiste. Jednak ze wzgledu na potrzebe zapewnienia bezpieczenstwa zywnosciowego, ryzyko
wzrostu cen artykutéw spozywczych i pasz oraz koniecznos$¢ ochrony bioréznorodnosci,
w zgodzie z przyjetymi kryteriami zrdwnowazonego rozwoju, coraz wieksze zainteresowanie
budzg biopaliwa wyzszych generacji. Przyktadem ciektych biopaliw drugiej generacji jest
bioetanol produkowany gtéwnie z odpadowej biomasy lignocelulozowej. Surowce tego typu
sg cennym zrddtem polisacharydéw strukturalnych, sg odnawialne, tanie, powszechnie
dostepne i nie konkurujg z produkcjg zywnosci. Szczegdlnie uzytecznym materiatem
do wytwarzania biopaliw wydaje sie by¢ stoma zbdz, ktérej szacunkowa nadwyzka produkcji
w Polsce w 2020 r. wynosifa ponad 13 min ton. Przeksztatcenie surowca lignocelulozowego
do monosacharyddw na drodze biochemiczne] jest jednak procesem trudniejszym niz
standardowa konwersja surowcéw skrobiowych i wymaga zazwyczaj jednego lub kilku etapow
obrébki wstepnej z powodu krystalicznej struktury celulozy oraz obecnosci ligniny, ktoére
to utrudniajg hydrolize enzymatyczng. Innym problemem zwigzanym z wytwarzaniem
bioetanolu drugiej generacji jest jednoczesna fermentacja pentoz i heksoz dostepnych
w hydrolizatach lignocelulozowych.

Celem pracy byta intensyfikacja wykorzystania monosacharydéw (glukozy, ksylozy
i arabinozy) w produkcji bioetanolu drugiej generacji, otrzymanego w procesie fermentac;ji
alkoholowej podtozy na bazie hydrolizatéw stomy zytniej. W pracy dokonano optymalizacji
trzech gtdwnych etapdw procesu produkcji bioetanolu lignocelulozowego, tj. obrébki
wstepnej, hydrolizy enzymatycznej i fermentacji alkoholowe;.

W pierwszej fazie badan okreslono sktad chemiczny stomy zytniej, zaréwno natywnej,
jak i przetworzonej w wyniku obrdbki wstepnej z udziatem wybranych odczynnikéw
chemicznych (tj. zasady sodowej, kwasu siarkowego (VI), nadtlenku wodoru i cieczy

jonowych). Stwierdzono, ze natywna stoma zytnia zawierata powyzej 65% tgcznego udziatu



polisacharydéw strukturalnych, tj. celulozy i hemicelulozy, co kwalifikowato jg do dalszych
badan. Sposrdd analizowanych rodzajéw obrdébki wstepnej surowca, najefektywniejsza byta ta
z udziatem 5% w/v zasady sodowej, po zastosowaniu ktorej uzyskano najwyzszg wydajnos¢
hydrolizy enzymatycznej glukanu w przeliczeniu na surowiec natywny (48,9% wyd. teoret.),
co wynikato z ponad 98% usuniecia ligniny.

W kolejnym etapie badan optymalizowano proces hydrolizy enzymatycznej wstepnie
przetworzonego surowca z uzyciem pieciu komercyjnych preparatéw enzymatycznych
(tj. Cellic CTec2, Flashzyme Plus 200, Celluclast 1.5 L, Ultraflo Max, Viscoferm) oraz pieciu
srodkéw powierzchniowo czynnych (tj. PPG 400, PPG 4000, Tween 20, Tween 80, PEG 6000).
Wykazano, ze w wiekszosci przypadkéw zwiekszenie dawki enzymu, wydtuzenie czasu
procesu, jak i aplikacja surfaktantu, przyczyniaty sie do poprawy wydajnosci hydrolizy
enzymatycznej. Zastosowanie preparatu Cellic CTec2 w dawce 20 FPU/(g glukanu) oraz
surfaktantu Tween 20 w dawce 2,0 g/I, umozliwito uzyskanie po 72 h hydrolizy w temperaturze
50°C najwyzszych stezen glukozy (26,35 g/l), ksylozy (5,45 g/l) i arabinozy (0,55 g/l)
w hydrolizacie. Synergistyczne dziatanie preparatu enzymatycznego i srodka powierzchniowo
czynnego skutecznie przeciwdziatato nieodwracalnej adsorpcji enzymu do ligniny,
co prowadzito do intensyfikacji uwalniania cukréw.

W ostatniej fazie badan otrzymane hydrolizaty celulozowe poddano fermentacji przy
uzyciu siedemnastu kultur drozdzy, na ktdre sktadaty sie: referencyjny szczep przemystowy
Ethanol Red (S. cerevisiae), dziewiec¢ szczepdw natywnych (S. stipitis 1541, S. stipitis 0047,
S. stipitis 0048, K. marxianus 0024, K. marxianus 0025, K. marxianus 0027, P. tannophilus
0037, P. tannophilus 0042, P. tannophilus 0043) oraz siedem szczepdw rekombinowanych
genetycznie (UUU, SUU, SSS, S2A3K, S1A3, SXA-R2P-E, SXA-R2P). Kluczowym aspektem
tego etapu pracy doktorskiej byto wytypowanie drozdzy najaktywniejszych pod wzgledem
stezenia i wydajnosci etanolu oraz wykorzystania cukréw piecioweglowych. Sposrdd préb
fermentowanych z wykorzystaniem szczepédw natywnych, najwyzisze stezenie alkoholu
etylowego wynoszace 11,05 g/l oznaczono w prébie fermentowanej drozdzami P. tannophilus
0043, z wydajnoscig siegajagca 75,5% w przeliczeniu na wykorzystane cukry ogdétem.
Zuzycie cukréw wynosito odpowiednio: glukoza — 99,8%, ksyloza — 46,7%, arabinoza — 9,4%.
Wsréd drozdzy rekombinowanych genetycznie, najwyzisze stezenie etanolu (10,48 g/l
etanolu z wydajnoscig 74,5% wydajnosci teoretycznej z wykorzystanych cukréw ogdtem)

wyprodukowat szczep SSS. Podczas fermentacji z jego udziatem glukoza zostata wykorzystana



w 99,7%, ksyloza w 19,8%, a arabinoza w 69,4%. Dalsze badania wykazaty, ze stezenie etanolu
w podtozach fermentacyjnych mozna zwiekszy¢ poprzez prowadzenie fermentacji z udziatem
kultur mieszanych drozdzy, aplikowanych metods jednoczesnej inokulacji, w odniesieniu
do przynajmniej jednej z tworzacych je monokultur (np. Ethanol Red + S. stipitis 0047
wzgledem S. stipitis 0047).

W wyniku suplementacji soli mineralnych KH,POs4, MgS04-7H,0 i CaCl-2H,0
do podtozy na bazie hydrolizatdw stomy zytniej, niezaleznie od drozdzy uzytych
do prowadzenia fermentacji, po 72 h procesu nie odnotowano wzrostu stezenia etanolu
w stosunku do préb kontrolnych (p > 0,05). Natomiast dodatek do podtozy fermentacyjnych
ekstraktu drozdzowego, bedgacego zrédtem wolnych aminokwaséw, w dawce 1,0 g/l wptynat
istotnie (p < 0,05) na wzrost stezenia i wydajnosci alkoholu etylowego. Najwyzsze wartosci
tych parametréw po 72 h procesu uzyskano w prébie fermentowanej drozdzami
P. tannophilus 0043, tj. 11,74 g/l i 79,8% wydajnosci teoretycznej z wykorzystanych cukrow
ogotem.

Oceniajgc wptyw obcigzenia biomasg na fermentacje etanolowg hydrolizatow stomy
zytniej zaobserwowano, ze w wiekszosci badanych prob wraz ze zwiekszajagcym sie
obcigzeniem (od 3% do 12% w/v s.s.) rosto stezenie i produktywnos$¢ etanolu, ale malata jego
wydajnosé w odniesieniu do wydajnosci teoretycznej. W prébie fermentowanej z udziatem
szczepu P. tannophilus 0043 osiggnieto najwyisze stezenie etanolu réwne 44,42 g/l przy
12% w/v obcigzeniu biomasg. Zaobserwowano przy tym, ze w poréwnaniu do drozdzy
referencyjnych Ethanol Red i rekombinowanych genetycznie SSS, szczep natywny
P. tannophilus 0043 dtuzej dostosowywat sie do podwyzszonego stezenia cukréw na poczatku
fermentac;ji, co skutkowato wydtuzeniem czasu potrzebnego do osiggniecia maksymalnego
stezenia etanolu.

Przedstawione w pracy wyniki badan wskazujg na mozliwos$¢ wykorzystania drozdzy
natywnych P. tannophilus 0043 oraz rekombinowanych genetycznie SSS do fermentacji
alkoholowej hydrolizatdw na bazie stomy zytniej. Po 72 h fermentacji hydrolizatu stomy zytniej
0 3% w/v obcigzeniu biomasa, suplementowanego 1,0 g/l ekstraktu drozdzowego, z udziatem
tych szczepéw odnotowano zwiekszenie stezenia etanolu (o 10% i 8%) oraz poprawe
wykorzystania ksylozy (o0 28% i 19%) w poréwnaniu do drozdzy referencyjnych Ethanol Red.
Przeprowadzone badania podstawowe mogg stanowi¢ baze do dalszego udoskonalania

produkcji bioetanolu drugiej generacji metodg biochemiczng, w tym do badan aplikacyjnych.



