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OTRZYMYWANIE ETANOLU  
ZE SŁOMY RZEPAKOWEJ W PROCESIE 
SYMULTANICZNEJ HYDROLIZY I FERMENTACJI  
W SYSTEMIE PÓŁCIĄGŁYM

Streszczenie: Przeprowadzono badania, których celem było określenie wpływu zastosowania 
półciągłego systemu hydrolizy i fermentacji polisacharydów zawartych w słomie rzepakowej 
na wydajność produkcji etanolu w systemie SSF. Słomę rzepakową po alkalicznej obróbce 
wstępnej poddano detoksykacji poprzez dwukrotne przepłukanie wodą. Po 24 i 48 h jedno-
czesnej hydrolizy i fermentacji do prób dodawano substrat poddany obróbce wstępnej i susze-
niu, każdorazowo w ilości 25% początkowej zawartości substratu w zawiesinie. Porównaw-
czo przeprowadzono symultaniczną hydrolizę i fermentację bez dodatkowego zasilania 
substratem (kontrolną). Efekty procesu fermentacji wyrażono ilością wytworzonego etanolu 
w medium pofermentacyjnym. W kontrolnym doświadczeniu hydrolizy i fermentacji uzyska-
no 1,60% (v/v) etanolu w medium. Natomiast w półciągłym systemie ilość uzyskanego alko-
holu wynosiła 1,81% (v/v), co oznacza zwiększenie stężenia etanolu o 13%. Biorąc pod uwa-
gę stężenie surowca w medium reakcyjnym, można stwierdzić, że zastosowana modyfikacja 
procesu symultanicznej hydrolizy i fermentacji nie wpłynęła na poprawę wydajności procesu 
biokonwersji.

Słowa kluczowe: lignoceluloza, słoma rzepakowa, hydroliza enzymatyczna, fermentacja eta-
nolowa.
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1. Wstęp

W ostatnich latach obserwuje się wzrastające zainteresowanie problematyką energii 
odnawialnej. Wyczerpywanie się ropy naftowej, gazu ziemnego czy węgla kamien-
nego zachęca do poszukiwania alternatywnych źródeł paliw i energii. Spalanie paliw 
kopalnych przyczynia się do nagromadzenia ditlenku węgla w atmosferze, podczas 
gdy wykorzystanie paliw alternatywnych jest jednym ze sposobów ograniczenia 
tego zjawiska. Pozyskanie tanich, odnawialnych i przyjaznych środowisku źródeł 
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energii stało się integralną częścią strategii energetycznych w krajach rozwiniętych, 
a także rozwijających się [Gasparatos, Stromberg, Takeuchi 2011].

Jednym z podstawowych biopaliw pochodzenia rolniczego jest bioetanol. Do 
jego wytwarzania stosuje się surowce skrobiowe lub bogate w cukry (sacharozę  
i glukozę) [Leja, Lewandowicz 2009]. Jest to technologia wytwarzająca biopaliwa  
I generacji, czyli wykorzystująca do tego celu surowce stosowane do produkcji żyw-
ności. Produkcja tego typu wywołuje sprzeciw społeczny w związku z obawami 
nadmiernego wykorzystania roślin jadalnych do celów nieżywnościowych, co może 
prowadzić do zmniejszenia światowych zasobów żywności i wzrostu ich cen [Huang 
i in. 2012]. 

Alternatywą dla biopaliw I generacji są paliwa otrzymywane z surowców ligno-
celulozowych: makulatury, drewna odpadowego, kompostu, słomy (biopaliwa II ge-
neracji). Produkcja bioetanolu z materiałów lignocelulozowych może się przyczynić 
do wzrostu wydajności upraw. Dzięki temu możliwe będzie zmniejszenie ilości ob-
szarów wykorzystywanych do uprawy surowców do celów paliwowych. Jest to 
związane ze znacznie większym plonem biomasy lignocelulozowej z hektara w po-
równaniu z plonem zbóż [Ruciński, Bałek, Kupczyk 2009].

W związku z rosnącym zainteresowaniem uprawą roślin oleistych, spowodowa-
nym między innymi produkcją paliw ekologicznych, należy zwrócić szczególną uwa-
gę na sposób zagospodarowania odpadów poprodukcyjnych [Kachel-Jakubowska  
i in. 2011]. Słoma rzepakowa jest produktem ubocznym podczas przetwórstwa rzepa-
ku, tradycyjnie uprawianego w celu otrzymania oleju roślinnego spożywanego przez 
ludzi lub stanowiącego dodatek do pasz dla zwierząt. W ostatnich latach olej rzepa-
kowy stosowany jest nie tylko do celów spożywczych, ale także do produkcji biodie-
sla. Według FAO w 2010 r. powierzchnia pól uprawnych rzepaku na świecie wynosi-
ła ponad 3 mln km2, dlatego słoma rzepakowa może stanowić niewyczerpalny i tani 
surowiec do wydajnej produkcji biopaliw [Díaz i in. 2010; Mathew i in. 2011]. Jej 
zastosowanie do produkcji bioetanolu może być atrakcyjne również ze względu na 
stosunkowo dużą zawartość celulozy (42,39%) [Adapa, Tabil, Schoenau 2009].

Lignina, celuloza i hemiceluloza są głównymi składnikami surowców ligno- 
celulozowych, a ich udział zależy od rodzaju rośliny i jej stopnia dojrzałości. Ce- 
luloza jest liniowym polimerem cząsteczek glukozy połączonych wiązaniami  
α-1,4-glikozydowymi, a sąsiadujące łańcuchy celulozowe tworzą struktury krysta-
liczne, wysoce oporne na biodegradację poprzez wiązania wodorowe i siły Van der 
Waalsa. Hemiceluloza występuje w formie rozgałęzionych heteropolimerów, zawie-
rając w swym składzie cukry sześcio- i pięciowęglowe oraz kwas glukuronowy. 
Cząsteczki hemicelulozy łączą się z ligniną poprzez wiązania kowalencyjne i z celu-
lozą poprzez niekowalencyjne interakcje. Lignina jest polimerem o złożonej budo-
wie, zbudowanym głównie z jednostek aromatycznych, takich jak: alkohol kumary-
lowy, koniferylowy, synapinowy, tworzących nieregularną strukturę. Pełni ona 
funkcję „kleju” spajającego kompleks lignocelulozowy, nadając mu trwałość i opor-
ność na degradację [Anderson, Akin 2008; Zhang 2008].
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Produkcja bioetanolu z surowców lignocelulozowych obejmuje cztery główne 
etapy: obróbkę wstępną substratu, hydrolizę polisacharydów do cukrów prostych, fer-
mentację heksoz i/lub pentoz do etanolu oraz wydzielenie etanolu z płynu pofermen-
tacyjnego poprzez destylację [Kim, Dale 2004]. Celem obróbki wstępnej jest naru-
szenie struktury lignocelulozy, obniżenie stopnia krystalizacji celulozy oraz usunięcie 
hemicelulozy i ligniny. Efektem tego zabiegu jest zwiększenie powierzchni dostępu 
enzymów hydrolitycznych do substratu i tym samym ułatwienie procesu hydrolizy. 
Obróbka wstępna jest etapem decydującym o efektywności całego procesu biokon-
wersji lignocelulozy do etanolu. Hydroliza polisacharydów do cukrów prostych,  
w związku z bardzo złożoną budową lignocelulozy, jest najtrudniejszym etapem bio-
konwersji. Zastosowanie enzymów w tym etapie czyni go przyjaznym środowisku,  
a przez niektórych autorów uważane jest także za metodę najbardziej efektywną  
i perspektywiczną. Hydroliza enzymatyczna polega na rozkładzie celulozy i hemice-
lulozy za pomocą enzymów (celulaz i hemicelulaz) do cukrów prostych podlegają-
cych w kolejnym etapie fermentacji [Keshwani, Cheng 2009]. Szybkość i stopień 
hydrolizy enzymatycznej polisacharydów zależą od: metody obróbki wstępnej, stęże-
nia substratu i jego dostępności dla enzymów, aktywności enzymów (dawki), a także 
warunków inżynierii środowiska (pH, temperatury, mieszania) [Balat 2011].

W procesach fermentacji pochodnych lignocelulozy bardzo istotną kwestią jest 
dobór strategii jej prowadzenia. Najlepiej poznanym jest system SHF (Separate Hy-
drolysis and Fermentation) − system z oddzielną hydrolizą i fermentacją. Hydroliza 
enzymatyczna i fermentacja przebiegają sekwencyjnie w dwóch różnych zbiorni-
kach, co umożliwia zastosowanie optymalnych warunków dla każdego z etapów 
(odpowiednio: dla hydrolizy i fermentacji − 45-50°C i 30-35°C). Wadą tego systemu 
jest hamowanie aktywności enzymów − ksylanaz i celulaz − produktami reakcji 
(glukoza, ksyloza, celobioza). System sekwencyjny pozwala na wprowadzenie po-
średniej operacji zatężania hydrolizatu, co podwyższa stężenie cukrów dostępnych 
do fermentacji. Może się to jednak wiązać z niekorzystnym zjawiskiem koncentro-
wania substancji towarzyszących cukrom fermentującym (np. oligosacharydów), 
które zwiększając ciśnienie osmotyczne środowiska, ograniczają aktywność fermen-
tacyjną drożdży [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 odbywają się jednocześ- 
nie w tym samym zbiorniku reakcyjnym, co wymusza konieczność zastosowania 
kompromisowych parametrów korzystnych dla obu reakcji. Wiąże się to najczęściej 
z obniżeniem temperatury procesu, a tym samym – z rezygnacją z optimum działa-
nia enzymów katalitycznych. Cukry proste uwalniane podczas hydrolizy polimerów 
są natychmiast wykorzystywane przez mikroorganizmy w fermentacji etanolowej, 
tym samym nie występuje zjawisko hamowania aktywności celulaz produktami hy-
drolizy [Olofsson, Bertilsson, Lidén 2008]. Sprzyja to pełniejszemu wykorzystaniu 
dostępnych polisacharydów surowca. Powstający półprodukt – odfermentowana za-
wiesina – zawiera jednak nie więcej niż 2÷3% etanolu, co stanowi mało korzystny 
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efekt w procesach przemysłowych w związku z koniecznością ponoszenia wysokich 
kosztów destylacji. Aby przemysłowa produkcja etanolu z surowców lignocelulozo-
wych była ekonomicznie opłacalna, stężenie etanolu w brzeczce fermentacyjnej 
musi być wyższe niż 4% (v/v). Dla większości typów materiałów lignocelulo- 
zowych wymaga to ustalenia stężenia suchej masy na poziomie około 15%, aby 
uzyskać wystarczająco wysoki poziom celulozy w medium reakcyjnym. Jednakże 
produkcja etanolu przy wysokiej koncentracji suchej masy powoduje powstanie 
wielu problemów (zwiększone stężenie inhibitorów, wysoka lepkość brzeczki) [Liu 
i in. 2010; Zhang i in. 2010]. Liczne doniesienia literaturowe wskazują na popieranie 
strategii SSF − rozważane są różne rozwiązania zmierzające do zwiększenia końco-
wej koncentracji alkoholu w podłożu – np. dodatkowe wielokrotne zasilanie substra-
tem [Kim, Choi, Oh. 2013] lub specjalne rozwiązania konstrukcyjne bioreaktorów 
[Zhang i in. 2010].

Celem badań było określenie wpływu zastosowania półciągłego systemu hydro-
lizy i fermentacji polisacharydów zawartych w słomie rzepakowej na wydajność 
produkcji etanolu w systemie SSF. Aby uniknąć negatywnych skutków związanych 
z wysokim stężeniem początkowym suchej masy w medium reakcyjnym, zwiększa-
jąc jednocześnie koncentrację substratu, postanowiono wprowadzić modyfikację do 
strategii symultanicznej. Zmiana polegała na wprowadzeniu do medium reakcyjne-
go dodatkowych porcji substratu po 24 i 48 h trwania procesu skojarzonej hydrolizy 
i fermentacji. Porównawczo przeprowadzono symultaniczną hydrolizę i fermentację 
bez dodatkowego zasilania substratem (kontrolną).

2. Materiały i metody

2.1. Słoma rzepakowa

Materiał doświadczalny stanowiła słoma rzepakowa (Brassica napus L. var. napus), 
pochodząca z Gospodarstwa Rolnego w Pacółtowie AUREPIO AGRA sp. z o.o.,  
w postaci wysuszonej, o zawartości 95,1% suchej masy. Surowiec poddano proce- 
sowi mielenia (młyn tnący Retsch SM100, 2007 r., Niemcy), do poziomu rozdrob-
nienia 1-2 mm.

2.2. Analiza frakcji włókna

Określono udział poszczególnych frakcji włókna słomy rzepakowej, wykorzystując 
urządzenie FibertecTM 1020: oznaczenie zawartości włókna neutralno-detergentowe-
go (NDF) według Van Soesta [Van Soest, Robertson, Lewis 1991], oznaczenie za-
wartości włókna kwaśno-detergentowego (ADF) oraz ligniny kwaśno-detergento-
wej (ADL) [PN-EN ISO 13906:2009]. Zawartość celulozy wyznaczono z różnicy 
udziałów frakcji ADF i ADL, natomiast zawartość hemicelulozy − z różnicy pomię-
dzy udziałem frakcji NDF i ADF.
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2.3. Wstępna obróbka słomy rzepakowej 

Ze względu na skomplikowaną strukturę kompleksu lignocelulozowego wymagane 
jest zastosowanie wstępnej obróbki słomy rzepakowej. Celem tego zabiegu jest 
zwiększenie wydajności hydrolizy enzymatycznej polisacharydów zawartych w su-
rowcu poprzez usunięcie ligniny, naruszenie struktury hemicelulozy oraz zwiększe-
nie udziału frakcji celulozy amorficznej (bardziej podatnej na hydrolizę enzyma-
tyczną). Słomę rzepakową poddano chemicznej obróbce wstępnej w warunkach: 
temperatura 120°C, czas: 1 h, dodatek NaOH 0,1 g ∙ g-1 s.s. słomy, stężenie s.s. sub-
stratu 10% (w/w). Materiał po obróbce poddano wirowaniu, stosując parametry: 
RCF: 4150 g, temperatura: 10°C, czas: 10 min. Uzyskany supernatant oddzielono,  
a frakcję stałą poddano detoksykacji w celu usunięcia związków generowanych  
w etapie wstępnej obróbki, będących inhibitorami procesu fermentacji. Zastosowa-
no fizyczną metodę detoksykacji, polegającą na dwukrotnym przemyciu materiału 
za pomocą wody destylowanej, każdorazowo odwirowując przy zachowaniu wy-
mienionych parametrów. Frakcja stała została następnie uzupełniona wodą do masy 
wyjściowej próby przed obróbką wstępną. Kwasowość czynną medium reakcyjnego 
ustalono na poziomie pH 5,00±0,05, za pomocą stężonego kwasu octowego.  
Tak przygotowane podłoże rozlewano po 200 cm3 do kolb stożkowych o pojemności 
500 cm3, po czym poddano pasteryzacji w temperaturze 90°C przez 20 minut i prze-
znaczono do hydrolizy enzymatycznej. Detoksykacja materiału po obróbce wstępnej 
spowodowała straty s.s. surowca na poziomie 29%, dlatego stężenie biomasy na 
początku hydrolizy wynosiło 7,1% s.s. W słomie rzepakowej, po procesie alkalicz-
nej obróbki wstępnej i detoksykacji, oznaczono zmiany w zakresie udziału składni-
ków lignocelulozy (celulozy, hemicelulozy i ligniny) na podstawie analizy włókna  
w urządzeniu FibertecTM 1020 (zgodnie z opisem w p. 2.2).

2.4. Mikroorganizmy

W badaniach zastosowano szczep drożdży Saccharomyces cerevisiae As4 o opty-
malnej temperaturze wzrostu 38-39°C, pochodzący z Zakładu Technologii Gorzel-
nictwa i Odnawialnych Źródeł Energii w Bydgoszczy. Do prowadzenia szczepu  
S. cerevisiae zastosowano stałe podłoże YPG, zawierające w 1 dm3: 10 g ekstraktu 
drożdżowego, 20 g glukozy, 20 g peptonu, 20 g agaru. Kwasowość podłoża ustalono 
na poziomie pH 5,10-5,30, za pomocą stężonego kwasu solnego. Podłoże rozlewano 
do probówek mikrobiologicznych (5 cm3) i sterylizowano przez 20 minut w tempe-
raturze 121°C.

2.5. Przygotowanie inokulum

Do prowadzenia hodowli drożdży stosowano płynne podłoże YPG o składzie jak 
podano w p. 2.4, lecz bez dodatku agaru. Podłoże rozlewano po 100 cm3 do kolb 
stożkowych o pojemności 300 cm3, a następnie sterylizowano przez 20 minut  
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w temperaturze 121°C. Do probówki z hodowlą drożdży na skosie YPG wprowa-
dzono 5 cm3 jałowej wody destylowanej i dokonano zmywu. Otrzymaną zawiesinę 
połączono z płynnym podłożem YPG (100 cm3), po czym inkubowano w temperatu-
rze 38°C przez 24 h, w wytrząsarce Innova 40 (New Brunswick Scientific, 2010 r., 
USA), stosując wytrząsanie 250 obr ∙ min–1.

2.6. Doświadczenie SSF

Reakcję hydrolizy prowadzono w czasie 24 h, w temperaturze 42°C, w kolbach stoż-
kowych o pojemności 500 cm3, zawierających 200 cm3 medium reakcyjnego (przy-
gotowanego według p. 2.3), z zastosowaniem wytrząsania 250 obr ∙ min–1 (inkubator 
Innova 40), przy użyciu ustalonej kompozycji trzech preparatów enzymatycznych: 
celulazy z Trichoderma longibrachiatum (SIGMA, nr kat. C9748) - 15 U ∙ g-1 s.s. 
słomy, ksylanazy z Trichoderma longibrachiatum (SIGMA, nr kat. X2629) − 15 FXU 
∙ g-1 s.s. słomy oraz celobiazy (Novozyme 188, Novozymes, nr kat. SIGMA C6105) 
− 30 CBU ∙ g-1 s.s. słomy [Świątek i in. 2014]. Aktywność enzymów była wyrażana 
następująco: 1 U – ilość enzymu uwalniająca 1 μmol glukozy z celulozy w czasie 1 h 
(warunki reakcji: pH 5,0; temperatura 37°C, czas inkubacji 2 h), 1 FXU – ilość enzy-
mu uwalniająca 1 μmol ksylozy z ksylanu w czasie 1 min (warunki reakcji:  
pH 4,5; temperatura 30°C), 1 CBU – ilość enzymu przekształcająca 1 μmol celobiozy 
do 2 μmoli glukozy w ciągu 1 min (warunki reakcji: pH 4,8; temperatura 50°C).

Po 24 h hydrolizy temperaturę obniżono do 38°C i do podłoży dodawano 10 cm3 
(5% v/v) inokulum drożdży Saccharomyces cerevisiae As4, po czym pobrano próbę 
w celu oznaczenia ilości dostępnych cukrów redukujących, przy użyciu metody  
z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS) [Miller 1959]. Symultaniczną hydrolizę  
i fermentację prowadzono w warunkach beztlenowych, w temperaturze 38°C,  
w trzech powtórzeniach.

Po 24 i 48 h od momentu zainicjowania fermentacji do prób dodawano substrat 
poddany alkalicznej obróbce wstępnej (według parametrów opisanych w p. 2.3)  
i suszeniu w 60°C przez 48 h. Jednorazowa porcja substratu wynosiła 3,55 g s.s., co 
stanowiło 25% początkowej ilości surowca w zawiesinie. Od momentu zainicjowania 
fermentacji proces prowadzono przez 120 h (24 h dłużej niż równolegle prowadzoną 
próbę kontrolną bez dodatkowego zasilania substratem). Wydłużenie procesu zasto-
sowano w celu uzyskania korzystnego stopnia biokonwersji ostatniej wprowadzonej 
porcji substratu. Wydajność hydrolizy (w) obliczano według następującego wzoru:

0,9 100
63,3

cw ×
= ×  (%) ,

gdzie: 
c − stężenie uwolnionych cukrów redukujących (g ∙ dm-3), 
0,9 − współczynnik przeliczeniowy cukrów prostych na polisacharydy, 
63,3 − zawartość celulozy i hemicelulozy w materiale po obróbce (% s.s.).
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2.7. Analiza podłoża pofermentacyjnego

W odfermentowanym podłożu oznaczano kwasowość (pH) przy pomocy pH-metru 
laboratoryjnego typu HI 9025 oraz stężenie resztkowych cukrów redukujących przy 
użyciu metody z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym. Następnie medium pofermenta-
cyjne poddano procesowi destylacji z wykorzystaniem aparatu do destylacji z de-
flegmatorem, a w uzyskanych destylatach oznaczono zawartość alkoholu etylowego 
metodą piknometryczną [AOAC… 1990]. Obliczona gęstość została porównana  
z tabelą według Rauschera i Voigta, z której odczytana została zawartość alkoholu 
(% v/v). Efekty procesu fermentacji wyrażono ilością wytworzonego etanolu w me-
dium pofermentacyjnym. W wywarze pozostałym po oddestylowaniu alkoholu 
oznaczono ekstrakt rzeczywisty za pomocą areometru (areometr Ballinga).

Wydajność etanolu (We) oraz wydajność konwersji celulozy do etanolu (Y) obli-
czano według następujących wzorów [Liu i in. 2010]:

                                      (%)

   
      100 100

1,1 0,51
eC VY

M C
× ×

= ×
× × ×

   (%),

gdzie: 
Ce – stężenie etanolu (g · dm-3),
V – objętość próby (dm3),
M – całkowita ilość substratu w próbie (g s.s.),
C – stężenie celulozy w materiale (% s.s.),
1,1 – współczynnik przeliczeniowy celulozy na glukozę (z 1 g celulozy uzyskuje się 
1,1 g glukozy),
0,51 – współczynnik przeliczeniowy glukozy do etanolu (z 1 g glukozy uzyskuje się 
0,51 g etanolu).

3. Wyniki i dyskusja

Słoma rzepakowa stanowi odpadowy produkt produkcji rolniczej uzyskiwany przy 
uprawie rzepaku, cechuje ją niska zawartość wilgoci, co sprzyja jej długiemu prze-
chowywaniu. Zastosowany substrat charakteryzuje się stosunkowo wysoką zawarto-
ścią celulozy (49,2% s.s.), co czyni go atrakcyjnym źródłem glukozy, cukru łatwo 
ulegającego konwersji mikrobiologicznej do etanolu. Stopień rozdrobnienia surow-
ca ma istotny wpływ na zmiany w obrębie kompleksu lignocelulozowego zachodzą-
ce podczas wstępnego traktowania [Pedersen, Meyer 2009].

Zastosowanie alkaliów do wstępnej obróbki substratu pozwala na rozbicie kom-
pleksu oraz oddzielenie ligniny od polisacharydów, co umożliwia efektywne prze-
prowadzenie hydrolizy enzymatycznej − drugiego etapu w procesie konwersji ligno-

100e
e

C VW
M
×

= ×  
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celulozy do bioetanolu. Zabieg wstępnego traktowania substratu oraz przepłukiwania 
wodą po obróbce przyczynił się do strat masy surowca oraz zmian w zakresie udzia-
łu poszczególnych składników lignocelulozy (tab. 1).

Tabela 1. Zmiany w składzie słomy rzepakowej w wyniku alkalicznej obróbki wstępnej i zabiegu 
detoksykacji
Table 1. Changes in the composition of rape straw biomass as a result of alkaline pretreatment and 
detoxification

Materiał
Masa ogólna 

substratu  
(g)

Zawartość 
celulozy 
(% s.s.)

Zawartość 
hemicelulozy 

(% s.s.)

Zawartość 
ligniny 
(% s.s.)

Zawartość 
celulozy + 

hemicelulozy  
(% s.s.)

Słoma rzepakowa natywna 100,0 49,2 12,2 14,9 61,4
Słoma rzepakowa  
po obróbce i detoksykacji   70,1 51,2 12,1 15,5 63,3

Źródło: opracowanie własne.
Source: own elaboration.

Po zakończeniu procesu wstępnej obróbki lignocelulozy w wielu przypadkach 
niezbędne jest usunięcie czynników toksycznych, będących inhibitorami procesu 
fermentacji (słabe kwasy, pochodne furanu, mieszaniny fenolowe oraz sole nieorga-
niczne). Obecność inhibitorów obniża zarówno wydajność, jak i szybkość fermenta-
cji, co skutkuje wydłużeniem czasu procesu [Cantarella i in. 2004]. W doświadcze-
niu zastosowano fizyczną metodę detoksykacji, polegającą na wstępnym 
odwirowaniu materiału po obróbce alkalicznej, a następnie dwukrotnym przemyciu 
wodą uzyskanego osadu. Przeprowadzenie tego zabiegu pozwoliło na częściowe 
usunięcie wodorotlenku sodu zastosowanego do wstępnego traktowania substratu, 
jak również innych związków toksycznych powstałych na etapie wstępnej obróbki.

Proces hydrolizy prowadzi, w wyniku rozpadu celulozy i hemicelulozy, do po-
wstania cukrów prostych (glukozy i ksylozy), będących substratem w kolejnym eta-
pie − fermentacji alkoholowej [Keshwani, Cheng 2009]. Hydrolizę wstępnie przy-
gotowanej słomy rzepakowej prowadzono z udziałem kompozycji trzech preparatów 
enzymatycznych: celulazy z T. longibrachiatum, ksylanazy z T. longibrachiatum  
i β-glukozydazy (Novozyme 188). Zastosowanie, oprócz celulazy, preparatów ksy-
lanazy i celobiazy pozwala na zwiększenie skuteczności hydrolizy polisacharydów 
zawartych w surowcu lignocelulozowym, przy jednoczesnym zmniejszeniu dawki 
celulazy [McIntosh, Vancov 2010]. Preparaty enzymatyczne otrzymywane z grzy-
bów strzępkowych Trichoderma longibrachiatum umożliwiają uzyskanie wysokie-
go stopnia konwersji polisacharydów substratu lignocelulozowego do cukrów fer-
mentujących [Świątek i in. 2012].

System jednoczesnej hydrolizy i fermentacji wymaga zastosowania kompromisu 
warunków temperaturowych korzystnych dla obu reakcji. W pierwszej dobie proce-
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su hydrolizę prowadzono w temperaturze 42°C. Po 24 h procesu w hydrolizatach 
stwierdzono około 40 g · dm-3 cukrów redukujących, co odpowiada wydajności hy-
drolizy polisacharydów substratu na poziomie około 57%. Podobny wynik uzyskali 
Lu i in. [2011], którzy poddali hydrolizie enzymatycznej (z zastosowaniem prepara-
tów enzymatycznych firmy Novozymes) słomę rzepakową po mikrofalowej obróbce 
wstępnej wspomaganej rozcieńczonym kwasem siarkowym (53,5%).

Proces SSF inicjowano po 24 h hydrolizy poprzez dodanie inokulum drożdży do 
hydrolizatu, poprzedzając ten fakt obniżeniem temperatury z poziomu 42°C do tem-
peratury optymalnej dla zastosowanego szczepu drożdży. Tego typu sposób prowa-
dzenia biokonwersji polisacharydów lignocelulozy do etanolu wymaga doboru mi-
kroorganizmów o właściwościach temperaturowych zbliżonych do temperatury 
hydrolizy enzymatycznej. Dlatego w doświadczeniu wykorzystano termofilny 
szczep drożdży Saccharomyces cerevisiae As4 (38-39°C), otrzymany w wyniku hy-
brydyzacji płciowej i powszechnie wykorzystywany w polskim przemyśle gorzelni-
czym [Kłosowski, Czupryński, Wolska 2006]. Zastosowany szczep charakteryzuje 
się dużą trwałością i opornością na wysokie stężenia alkoholu (do 12%), a także na 
podwyższone ciśnienie osmotyczne tworzące się w wyniku podwyższonej ilości cu-
krów w podłożu. Wykazuje on również wysoką energię fermentacji − już po 24 h 
stwierdza się około 6,7% (v/v) alkoholu w zacierze o gęstości 15°Blg [Lewandow-
ska, Piotrowicz-Cieślak 2008]. Zastosowanie szczepu S. cerevisiae As4 wymusiło 
obniżenie temperatury hydrolizy o 4°C, a nie o 12°C, jak miałoby to miejsce  
w przypadku wykorzystania szczepów Saccharomyces cerevisiae, stosowanych  
powszechnie w systemach sekwencyjnych, których optymalna temperatura wzrostu 
to najczęściej 30°C.

Po 24 i 48 h trwania procesu skojarzonej hydrolizy i fermentacji do medium re-
akcyjnego wprowadzono każdorazowo po 3,55 g s.s. (25% początkowej ilości sub-
stratu) słomy rzepakowej po alkalicznej obróbce, w postaci wysuszonej. Początko-
we stężenie surowca w zawiesinie wynosiło 7,1% s.s., natomiast po dodaniu dwóch 
porcji słomy (w odstępie 24-godzinnym) zwiększyło się do poziomu 10,65% s.s. 
Oznacza to, że całkowita ilość substratu w próbie była o 50% większa w porównaniu 
z doświadczeniem kontrolnym (bez dodatkowego zasilania substratem). Symulta-
niczną hydrolizę i fermentację prowadzono przez 120 h od momentu zainicjowania 
fermentacji. Efekty doświadczeń jednoczesnej hydrolizy i fermentacji w systemie 
półciągłym oraz kontrolnej zestawiono w tab. 2.

W kontrolnym eksperymencie SSF końcowe stężenie alkoholu wynosiło 1,60% 
(v/v), natomiast w półciągłym doświadczeniu po procesie stwierdzono 1,81% (v/v) 
etanolu w medium pofermentacyjnym. Oznacza to zwiększenie stężenia etanolu je-
dynie o 13% w porównaniu z próbą kontrolną, co nie jest rezultatem adekwatnym  
do ilości materiału wprowadzonego do próby w półciągłym systemie. Biorąc pod 
uwagę całkowitą ilość substratu, można stwierdzić, że modyfikacja systemu jedno-
czesnej hydrolizy i fermentacji w niewielkim stopniu wpłynęła na poprawę wydaj-
ności procesu. Zwiększenie koncentracji substratu w podłożu podczas reakcji hydro-
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lizy skutkuje obniżeniem stopnia konwersji polisacharydów do cukrów prostych 
[Kim, Choi, Oh 2013]. Jednakże oznaczona w podłożu ilość resztkowych cukrów 
prostych była dwukrotnie większa w doświadczeniu z dodatkowym zasilaniem 
(31,65 g · dm-3) aniżeli w próbie kontrolnej (16,05 g · dm-3). Na tej podstawie można 
wnioskować, że hydroliza enzymatyczna porcji substratu wprowadzonych w trakcie 
procesu półciągłego przebiegała ze zbliżoną wydajnością do eksperymentu kontrol-
nego. Wyznaczona wydajność etanolu względem masy substratu w próbie i stopień 
konwersji celulozy do etanolu osiągnęły poziom odpowiednio 14,4 i 50,2% w syste-
mie półciągłym (rys. 1). Oznacza to, że około 50% całkowitej ilości celulozy  
znajdującej się w próbie przekształcono do etanolu. Wyniki uzyskane w wariancie 
półciągłym były mniej korzystne w porównaniu z rezultatami uzyskanymi w do-
świadczeniu kontrolnym (okresowym), w którym to wydajność etanolu i konwersja 
celulozy do etanolu wyniosły odpowiednio 18,7 i 65,0%. Czynnikiem decydującym 
o braku poprawy wydajności w zastosowanej metodzie mógł być zbyt duży dodatek 
surowca (łącznie 50% masy wyjściowej). Zmniejszenie ilości wprowadzanego eta-
powo substratu lub podzielenie go na więcej dawek mogłoby wpłynąć na poprawę 
wydajności procesu.

Badania nad modyfikacją procesu symultanicznej hydrolizy i fermentacji prowa-
dzili Liu i in. [2010], którzy jako substrat wykorzystali pozostałości kaczanów kuku-
rydzy po obróbce kwasowej i alkalicznej. Zastosowana dwuetapowa metoda obróbki 
wstępnej miała na celu usunięcie frakcji hemicelulozy i ligniny, przez co zwiększył 
się udział celulozy w materiale (65,7%). System półciągły polegał na wprowadzeniu 
dodatkowych porcji substratu (1,5 g) po 24, 48, 72, 96 i 120 h skojarzonej reakcji 
hydrolizy i fermentacji. Początkowe stężenie substratu w medium reakcyjnym wy-
nosiło 9,9% (w/w), natomiast po dodaniu pięciu porcji surowca koncentracja bioma-
sy zwiększyła się do poziomu 15% (w/w). Przeprowadzono również doświadczenie 

Tabela 2. Charakterystyka hydrolizy i fermentacji etanolowej słomy rzepakowej z udziałem drożdży  
S. cerevisiae As4 w systemie SSF, w trybie okresowym i półciągłym
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

System hydrolizy  
i fermentacji

Stężenie cukrów redukujących  
(g · dm-3 ) Wydajność 

hydrolizy  
po 24 h  

(%)

Po fermentacji

po 24 h 
hydrolizy

po dodaniu 
inoculum

po 
fermentacji

ekstrakt 
rzeczywisty

(°Blg)

stężenie 
etanolu
(% v/v)

SSF kontrolne 40,42 38,53 16,05 57,46 3,5 1,60

SSF półciągłe 40,28 38,34 31,65 57,26 5,5 1,81

Źródło: opracowanie własne.
Source: own elaboration.
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kontrolne bez dodatkowego zasilania. W wariancie półciągłym uzyskano 57,2 g eta-
nolu w 1 dm3 medium pofermentacyjnego, a wyznaczona wydajność etanolu i kon-
wersja celulozy do etanolu osiągnęły poziom odpowiednio 26,1 i 85,2%. W trybie 
okresowym uzyskano nieco mniej korzystne rezultaty – końcowa zawartość etanolu 
wyniosła 34,4 g · dm-3, co odpowiada wydajności etanolu i konwersji celulozy do 
etanolu odpowiednio 25,2 oraz 82,5%.

Zhang i in. [2010] przeprowadzili doświadczenie, w którym zastosowano pół-
ciągły oraz ciągły proces produkcji etanolu, stosując symultaniczną strategię hydro-
lizy i fermentacji. W ciągłym systemie SSF substrat poddano wstępnej obróbce  
z zastosowaniem trzech różnych metod: FA-AA (kwas mrówkowy i wodny roztwór 
amoniaku, formic acid/aqueous ammonia pretreatment), SAA (wodny roztwór amo-
niaku, soaking in aqueous ammonia) lub z użyciem rozcieńczonego kwasu siarko-
wego i wodorotlenku sodu (H2SO4-NaOH). Początkowe stężenie suchej substancji  
w medium reakcyjnym ustalono na dwóch poziomach: 7,5 oraz 19%. Eksperymenty 
rozpoczęto od prehydrolizy trwającej 24 h w temperaturze 50°C. Następnie dodano 
inokulum drożdży S. cerevisiae i prowadzono proces skojarzony w temperaturze 
37°C przez 96 h. W półciągłym trybie SSF zastosowano materiał po obróbce wstęp-
nej z rozcieńczonym kwasem siarkowym i wodorotlenkiem sodu. Początkowa za-
wartość suchej substancji wynosiła 19%, zaś po 2, 4 lub 8 h trwania procesu dodano 
kolejne porcje substratu (6%), co ostatecznie dało stężenie biomasy równe 25%. 
Warunki fermentacji były takie same jak w trybie ciągłym. Chociaż wydajność kon-

Rys. 1. Porównanie wydajności etanolu otrzymanego w systemie SSF w trybie okresowym  
i półciągłym
Fig. 1. Comparison of the resulting ethanol yield in batch and fed-batch mode of SSF system

Źródło: opracowanie własne.
Source: own elaboration. 
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wersji celulozy w czasie trybu półciągłego nieznacznie się obniżyła (do 80,1-82,3%), 
końcowe stężenie etanolu po 96 h procesu zwiększyło się do poziomu ponad  
80 g · dm-3 we wszystkich doświadczeniach. Nie stwierdzono wpływu czasu doda-
wania substratu na końcowe stężenie etanolu. Wśród trzech przeprowadzonych eks-
perymentów drugi był nieco lepszy niż pozostałe; uzyskano 84,7 g etanolu w 1 dm3 
podłoża, co odpowiada 82,3-procentowej konwersji celulozy do etanolu. Wysoka 
zawartość suchej substancji w ciągłym procesie SSF spowodowała wzrost lepkości 
i nierównomierne rozprowadzenie zawiesiny w reaktorze. Zastosowanie metody  
symultanicznej w trybie półciągłym może złagodzić ten problem techniczny przez 
dodanie świeżego podłoża tylko wtedy, gdy jego lepkość zmniejszy się po kilku 
godzinach reakcji [Zhang i in. 2010].

Kim i in. [Kim, Choi, Oh 2013] badali proces jednoczesnej hydrolizy i fermen-
tacji w trybie półciągłym. Jako substrat wykorzystano trociny topoli po obróbce  
z zastosowaniem kwasu siarkowego. Przeprowadzono eksperyment z zastosowa-
niem systemu SSF w trzyetapowym trybie półciągłym. W początkowym etapie pro-
cesu zawartość frakcji stałej wynosiła 6% s.s. Ilość dodawanego surowca w następ-
nych etapach (po 12 i 26 h trwania procesu) została obliczona w celu zachowania 
stężenia frakcji stałej na poziomie 6% s.s. Wydajność fermentacji po pierwszej, dru-
giej i trzeciej fazie procesu wynosiła odpowiednio 63,9% (16,5 g etanolu ∙ dm-3), 
78,4% (30,1 g etanolu ∙ dm-3) i 81,7% (39,9 g etanolu ∙ dm-3). Zastosowanie strategii 
SSF w trybie półciągłym wpłynęło znacząco na poprawę wydajności procesu bio-
konwersji.

4. Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonych doświadczeń wskazują na przydatność słomy rzepako-
wej po obróbce alkalicznej jako surowca w procesie biokonwersji do etanolu. Jed-
nakże proponowana modyfikacja procesu symultanicznej hydrolizy i fermentacji, 
polegająca na wprowadzeniu do medium reakcyjnego dodatkowych porcji substratu 
po 24 i 48 h procesu skojarzonego nie wpłynęła istotnie na poprawę wydajności 
procesu. Przeprowadzenie procesu w trybie okresowym (doświadczenie kontrolne) 
pozwoliło uzyskać korzystniejsze rezultaty w porównaniu z proponowaną modyfi-
kacją 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.




