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Streszczenie. Przeprowadzono badania, ktorych celem byto okreslenie przydatnosci szcze-
pu drozdzy Pachysolen tannophilus KKP 546 do fermentacji hydrolizatow — pochodnych
lignocelulozy ze stomy rzepakowej, poddanej tagodnej alkalicznej obrobee wstepnej. Pro-
ces fermentacji prowadzono w warunkach beztlenowych oraz tlenowych, stosujac wytrza-
sanie z predkoscia 120 obr.-min™' w celu zapewnienia réwnomiernego rozpuszczenie tlenu
w podtozu. Efekty procesu fermentacji wyrazono ilo$cia wytworzonego etanolu w medium
poreakcyjnym. Po 96-godzinnej fermentacji brzeczek przygotowanych na bazie hydroliza-
tow stomy prowadzonych w warunkach tlenowych lub beztlenowych uzyskano srednio 1,54
oraz 1,64% v/v etanolu, przy sprawnosci catkowitej fermentacji na poziomie odpowiednio
56,441 60,23%.

Stowa kluczowe: lignoceluloza, stoma rzepakowa, bioetanol, fermentacja etanolowa,
Pachysolen tannophilus

WSTEP

Paliwa kopalne zaspokajaja obecnie w okoto 95% zapotrzebowanie na energig, jed-
nak ich zasoby sa ograniczone. Z uptywem czasu poktady paliw konwencjonalnych ule-
gna zmniejszeniu do poziomu determinujacego graniczng optacalnos¢ ich wydobycia.
Dodatkowym czynnikiem inicjujacym prace badawcze zmierzajace do dywersyfikacji
paliw silnikowych jest konieczno$¢ ograniczenia substancji toksycznych wydzielanych
ze spalinami pojazdow samochodowych.

Produkcja biopaliw I generacji otrzymywanych z roslin jadalnych, takich jak zboza
czy rosliny olejowe, jest dobrze poznana. Wykorzystanie biopaliw w transporcie zwigksza
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si¢ kazdego roku o 4% i szacuje sig, ze do 2035 roku ich udziat w tym sektorze wyniesie
25% [IEA 2011]. W celu redukcji zanieczyszczenia srodowiska oraz ograniczenia zuzy-
cia roslin jadalnych coraz czgsciej do produkcji biopaliw wykorzystuje si¢ rosliny nie-
spozywcze lub materiaty odpadowe (biopaliwa II generacji) [Rostek 2011]. Najczesciej
wykorzystywanymi surowcami w produkcji tego rodzaju biopaliw sa surowce lignoce-
lulozowe: odpady rolnicze, drewno i trawy. Konwersja biomasy roslinnej do biopaliw
i produktéw pochodnych jest elementem niezbgdnym w zréwnowazonym rozwoju prze-
myslowym wspodtczesnego spoteczenstwa.

Implementacja tzw. dyrektyw biopaliwowych UE do polskiego ustawodawstwa i ko-
nieczno$¢ zwigkszania udziatu biokomponentow w paliwach ptynnych przyczynita si¢ do
rozwoju rynku biopaliw transportowych w Polsce. Wynikajacy z realizacji narodowych
celéw wskaznikowych wzrost produkeji biodiesla w Polsce spowodowat zwigkszenie are-
atu rzepaku, co wymusza rowniez koniecznos$¢ zagospodarowania odpadéw poprodukeyj-
nych, w tym przypadku stomy rzepakowej [Kachel-Jakubowska i in. 2011]. Wedlug FAO,
w 2010 roku powierzchnia pol uprawnych rzepaku na $§wiecie wynosita ponad 3 min km?.
W Polsce w 2012 roku uprawy rzepaku tacznie z rzepikiem zajmowaty 720 tys. ha [GUS
2013]. Stoma rzepakowa moze wigc stanowi¢ warto§ciowy i tani surowiec do produkcji
bioetanolu [Diaz i in. 2010, Mathew i in. 2011]. Jej wykorzystanie w tym celu moze by¢
atrakcyjne rowniez ze wzgledu na stosunkowo duza zawartos¢ celulozy (42%). Oprocz
wymienionego sktadnika odpady rolnicze takie jak stoma zawieraja hemicelulozy (32%)
i mate ilosci ligniny (3—13%), co ulatwia ich degradacjg [Adapa i in. 2009].

W procesach biotechnologicznej konwersji lignocelulozy najwazniejszy jest dobor
odpowiedniego mikroorganizmu, tolerujacego obecnos¢ ewentualnych inhibitoréw, cha-
rakteryzujacego si¢ duza wydajnoscia fermentacji (powyzej 90% wydajnosci teoretycz-
nej) oraz szeroka specyficzno$¢ substratowa [Balat 2011]. Dominujacym zrédlem cu-
krow w hydrolizatach stomy sa heksozy, ktorych fermentacja efektywnie zachodzi przy
udziale drozdzy z gatunku Saccharomyces cerevisiae, powszechnie wykorzystywanych
w przemysle gorzelniczym. Ze wzgledu na brak aparatu enzymatycznego pozwalajacego
na asymilacje obecnych w hydrolizatach cukréw pigcioweglowych, drozdze S. cerevi-
siae nie wykorzystuja w petni potencjatu surowca lignocelulozowego [Limayem i Ricke
2012]. Ostatnio obserwuje si¢ wzrost zainteresowania drobnoustrojami zdolnymi do fer-
mentowania pentoz oraz o innych korzystnych cechach operacyjnych (termofilnos¢, duza
produktywno$¢ etanolu, tolerancja na wysokie st¢zenie etanolu i inhibitory). Badania
dotycza zarowno szczepow naturalnych, jak i doskonalonych metodami inzynierii gene-
tycznej [Sarkar i in. 2012].

Scharakteryzowano wiele mikroorganizmow pod wzgledem predyspozycji do efektyw-
nej fermentacji pentoz, migdzy innymi drozdze z rodzajow Pichia, Candida, Pachysolen.

Pachysolen tannophilus byl pierwszym szczepem drozdzy, u ktorego zidentyfiko-
wano zdolnosci do fermentowania ksylozy [Schneider i in. 1981]. Rodzaj powstaja-
cego produktu zalezy od dostgpnosci tlenu w $rodowisku. W warunkach tlenowych
P tannophilus syntetyzuje zaréwno ksylitol, jak i etanol, a warunki beztlenowe sprzy-
jaja wytwarzaniu ksylitolu. W wielu badaniach udowodniono, Ze najlepszym rozwiaza-
niem dla wydajnej produkcji bioetanolu przez ten szczep jest zapewnienie warunkow
mikroaerofilnych, czyli takich, w ktorych stezenie tlenu jest nizsze niz w ziemskiej
atmosferze [Xu i Taylor 1993, Converti i in. 2001]. Wykazano rowniez, ze temperatura
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prowadzenia procesu ma wpltyw na rodzaj tworzacego si¢ produktu. Sanchez i inni
[2004] w swoich badaniach najwigksza szybkos$¢ wlasciwa syntezy etanolu odnotowa-
li, prowadzac fermentacj¢ w temperaturze 30°C, a ksylitolu — w temperaturze 15°C.
Fermentacja w podwyzszonej temperaturze jest pozadana ze wzgledu na to, ze zwigk-
sza szybkos¢ reakceji metabolicznych, zmniejsza koszty chtodzenia i ogranicza ryzyko
kontaminacji. Znane s inne czynniki srodowiskowe, takie jak na przyktad ogranicze-
nie biotyna, ktére moga zmieniaé proporcje syntezy etanolu i ksylitolu, faworyzujac
wytwarzanie pierwszego z wymienionych [Harner i in. 2014].

W niniejszym opracowaniu przedstawiono wyniki badan dotyczacych okreslenia
przydatnosci szczepu drozdzy P. tannophilus KKP 546 do fermentacji pochodnych poli-
sacharydow lignocelulozy ze stomy rzepakowe;j.

MATERIALY | METODY

Materiatem doswiadczalnym byla stoma rzepakowa (Brassica napus L. var. napus)
pozyskana z Zaktadu Produkcyjno-Do$wiadczalnego ,,Batcyny” Spotka z 0.0. Surowiec
w postaci wysuszonej (ok. 93% suchej masy) mielono (mtyn tnacy Retsch SM 100) do
poziomu rozdrobnienia 1-2 mm.

Stome rzepakowa poddano chemicznej obrobce w warunkach: temperatura 120°C,
czas 1 h, dodatek NaOH 0,1 g-g”' ss substratu, stosunek frakcji statej do ptynnej 1:9
(parametry te wyznaczono na podstawie wczesniejszych badan). Materiat po obrobece
frakcjonowano metoda wirowania i w celu detoksykacji przemywano woda destylowana.
Frakcjg stala nastepnie uzupeliono woda do st¢zenia 10% materiatu w zawiesinie. Kwa-
sowos$¢ czynng medium reakcyjnego ustalono na poziomie pH 5,0 za pomoca st¢zonego
kwasu fosforowego(V), a nastepnie pasteryzowano (90°C przez 20 min).

Do hydrolizy enzymatycznej wykorzystano kompozycje trzech preparatéw enzyma-
tycznych Sigma-Aldrich: celulazg z Trichoderma longibrachiatum (nr kat. C9748), ksy-
lanazg z Trichoderma longibrachiatum (nr kat. X2629) oraz celobiazg (Novozyme 188,
nr kat. C6105). Enzymy stosowano w dawkach wyrazonych w jednostkach aktywnosci na
1 gsuchej masy substratu: celulaza— 15 U', ksylanaza— 15 FXU? Novozyme 188 — 30 CBU?
[Swiatek i in. 2014]. Reakcje hydrolizy prowadzono w kolbach stozkowych o pojemnosci
500 cm® zawierajacych 200 cm® podtoza, w temperaturze 42°C, w laboratoryjnej wytrzasar-
ce Innova 40 (New Brunswick Scientific) przy 250 obr.-min™' przez 72 h. W otrzymanych
hydrolizatach oznaczono st¢zenie uwolnionych cukréw redukujacych przy uzyciu metody
z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS) [Miller 1959] oraz przeprowadzono analizg za-
wartos$ci zwiazkoéw o charakterze inhibitujacym z wykorzystaniem wysokosprawnej chro-

1 U —iloé¢ enzymu uwalniajaca 1 pmol glukozy z celulozy w czasie 1 h (warunki reakcji: pH
5,0, temperatura 37°C, czas inkubacji 2 h).

2 1 FXU - ilo$¢ enzymu uwalniajaca 1 pumol ksylozy z ksylanu w czasie 1 minuty (warunki
reakcji: pH 4.5; temperatura 30°C).

31 CBU - iloé¢ enzymu przeksztatcajaca 1 pmol celobiozy do 2 pmol glukozy w ciagu 1 min
(warunki reakcji: pH 4,8, temperatura 50°C).
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matografii cieczowej. Oznaczanymi zwigzkami byly: furfural, 5-hydroksymetylofurfural,
kwas mréwkowy, kwas lewulinowy, 4-hydroksybenzaldehyd, wanilina.

Drozdze P. tannophilus KKP 546 pozyskano z kolekcji Instytutu Biotechnologii Prze-
mystu Rolno-Spozywczego w Warszawie. Szczep przechowywano w temperaturze 4°C,
na stalym podtozu Sabouraud Agar (Merck), a inokulum do zaszczepienia hydrolizatow
stomy rzepakowej przygotowano w plynnej pozywce YPG o objetosci 100 cm® i kwaso-
wosci czynnej pH 5,1 +£0,1. W tym celu dokonano zmywu ze skosu z namnozona biomasa
drozdzy i inkubowano przez 24 h w temperaturze 25°C, w wytrzasarce Innova 40 przy
200 obr.-min"'. Hydrolizaty stomy rzepakowej (200 cm?) uzyskane zgodnie z procedura
opisang wczesniej zaszczepiono dodatkiem inokulum P. tannophilus w dawce 5% (v/v).
Fermentacj¢ prowadzono w temperaturze 25°C, w warunkach beztlenowych, stacjonar-
nych, lub tlenowych, stosujac wytrzasanie 120 obr.-min ' przez 96 h. Po procesie fermen-
tacji zawiesing wirowano (RCF 4100 g, 10 min) i w uzyskanym supernatancie oznaczono
stezenie etanolu [AOAC 1990] oraz zawarto$¢ cukrow redukujacych.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy wykorzystaniu jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA w programie Statistica przy poziomie istotnosci p = 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Drozdze Pachysolen tannophilus wykazuja zdolno$¢ do fermentacji szerokiego spek-
trum cukréw zawartych w hydrolizatach lignocelulozowych, z wyjatkiem L-arabinozy.
Wraz z Pichia stipitis sa wskazywane jako jedne z najbardziej obiecujacych mikroorga-
nizmo6w naturalnie fermentujacych ksylozg. Metabolizm ten zachodzi poprzez konwersje
ksylozy do ksylitolu za pomoca reduktazy ksylozy, a nast¢pnie do ksylulozy za pomoca
dehydrogenazy ksylitolu. Ksyluloza jest nastepnie fosforylowana przez ksylulokinaze do
ksylulozo-5-fosforanu, ktory wystepuje w szlaku pentozofosforanowym iw glikolizie
[Chandel i in 2011a, Kuhad i in. 2011].

Po 96-godzinnej fermentacji brzeczek przygotowanych na bazie hydrolizatow stomy
rzepakowej z zastosowaniem drozdzy P. tannophilus uzyskano $rednio 1,54 oraz 1,64%
v/v etanolu (rys.), odpowiednio w warunkach tlenowych i beztlenowych. Istotnos¢ roz-
nic zostata potwierdzona analiza statystyczna (p = 0,032). Proces charakteryzowat sig
zblizona sprawnoscia oraz wigksza aktywnoscia fermentacyjna niz stosowane we wcze-
$niejszych doswiadczeniach drozdze S. cerevisiae 7 (56,62, 1,35% v/v) [Lewandowska
iin. 2016], co moze potwierdza¢ zdolno$¢ testowanego mikroorganizmu do fermentacji
roznych cukrow (w tym réwniez pigciowegglowych).

Badania nad mozliwos$cia zastosowania szczepu P. tannophilus do fermentacji po-
chodnych lignocelulozy prowadzili Sathesh-Prabu i Murugesan [2011], wykorzystu-
jac hydrolizaty stomy sorgo, ktéra — podobnie jak w badaniach wtasnych — wstepnie
poddano obrébce wodorotlenkiem sodu. Po 96 h fermentacji brzeczek zawierajacych
200 g-dm~ cukréw redukujacych stezenie etanolu wyniosto 56 g-dm= hydrolizatu. Wy-
nik uzyskany w niniejszej pracy (13,0 g EtOH dm™ przy stezeniu cukréow 45,11 g-dm™)
jest obiecujacy i potwierdza przydatnosé¢ drozdzy P. tannophilus w biokonwersji odpa-
déw rolniczych.
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Fig.  Comparison of the final ethanol concentration in rape straw hydrolysates and efficiency of
the fermentation process depending on the process conditions

Zdolno$¢ drozdzy P. tannophilus do fermentacji cukréw pigciowgglowych wykorzy-
stali w swoich badaniach Cheng i inni [2008], w ktorych surowcem byta trzcina cu-
krowa po obrobce wstgpnej kwasem siarkowym(VI). Uzyskany hydrolizat kwasowy, po
uprzedniej detoksykacji z zastosowaniem elektrodializy, autorzy poddali fermentacji al-
koholowej w warunkach tlenowych z zastosowaniem wytrzasania 150 obr.-min~!, w tem-
peraturze 30°C. Stgzenie etanolu w medium reakcyjnym po 30 h fermentacji wyniosto
19 g-dm™~, co odpowiadato wydajnosci réwnej 0,34 g etanolu-g™' sacharydow. Podobne
badania przeprowadzili Saleh i inni [2014], wykorzystujac jako substrat do produkcji
etanolu hydrolizat kwasowy wyttokow z oliwek, zawierajacy jako zrodlo wegla gtéwnie
ksyloze (20 g-dm™®). Po procesie fermentacji, prowadzonej w temperaturze 30°C w wa-
runkach beztlenowych, odnotowano gtéwnie syntezg ksylitolu z produktywnoscia na
poziomie 0,44 g-g”! ksylozy, co odpowiadalo jego stezeniu na poziomie 8,20 g-dm™ hy-
drolizatu. Etanol syntetyzowany byt jako produkt uboczny, a jego zawartos¢ w medium
reakcyjnym wyniosta zaledwie 1,21 g-dm>. Autorzy zaobserwowali rowniez, ze drozdze
w pierwszej kolejnosci asymilowaly glukoze, a nastgpnie ksylozg. Wnioski te sa zgodne
z doniesieniami Zhao i innych [2008], ktorzy potwierdzili, ze w Srodowisku reakcyjnym
zawierajacym oba wymienione cukry P. fannophilus wykorzystuje najpierw glukozg jako
zrédlo wegla. Obecnos¢ glukozy moze wydtuzy¢ okres adaptacji P. tannophilus do wy-
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korzystania ksylozy w podlozach zawierajacych mieszane zrodta wegla. Wyeliminowa-
nie mechanizmu represji katabolicznej u szczepdw przemystowych jest wigc niezmiernie
istotne w celu zwigkszenia wydajnosci syntezy bioproduktow, zwtaszcza gdy substratem
jest biomasa lignocelulozowa, ktora sktada si¢ z mieszaniny cukrow, takich jak: arabino-
za, glukoza, mannoza i ksyloza. Represja kataboliczna moze prowadzi¢ w tym przypadku
do wydhuzenia fermentacji oraz zmniejszenia wydajnosci, co utrudnia wdrozenie techno-
logii w warunkach przemystowych [Park i in. 2012].

Aplikacja drozdzy Pachysolen tannophilus w biotechnologicznej konwersji lignocelu-
lozy do bioetanolu ma pewne ograniczenia i wady. Mikroorganizm ten charakteryzuje si¢
niska wydajnoscia etanolu, wymaga mikroaerofilnych warunkéw oraz nie fermentuje ksy-
lozy w niskim pH [Limayem i Ricke 2012]. Dodatkowo cechuje go bardzo duza wrazliwo$¢
na inhibitory powstajace w czasie obrobki wstgpnej. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze
P, tannophilus jest szczepem szczegdlnie wrazliwym na furfural [Chandel i in. 2011b], kt6-
rego dawka 0,3 g-dm™ powoduje zahamowanie fermentacji z udziatem drozdzy tego gatun-
ku. Zastosowana w prezentowanym doswiadczeniu alkaliczna obrébka wstgpna pozwolita
na ograniczenie powstawania zwiazkow o charakterze inhibitoro6w hydrolizy i fermentacji.
Dowodem tego jest przeprowadzona analiza chromatograficzna hydrolizatow otrzymanych
ze stomy rzepakowej, ktora wykazata obecnos¢ jedynie kwasu lewulinowego w stgzeniu
16,65 g-dm. Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze ten rodzaj wstgpnego traktowania
materiatu lignocelulozowego jest korzystny pod wzgledem po6zniejszej fermentacji — szcze-
golnie w przypadku zastosowania szczepu Pachysolen tannophilus.

Wykorzystanie drozdzy z gatunku P. tannophilus do produkcji bioetanolu na poziomie
komercyjnym jest ograniczone gtéwnie z powodu specyficznego zapotrzebowania na tlen,
ich wrazliwosci na inhibitory oraz malej tolerancji etanolu w poréwnaniu do powszechnie
stosowanych drozdzy S. cerevisiae [Limayem i Ricke 2012]. Wspomniane ograniczenia
przyczyniaja si¢ do rozwoju metod inzynierii genetycznej majacych na celu zwigkszenie
odpornosci drozdzy P. tannophilus na zwiazki hamujace lub etanol. Przyktadem sa ba-
dania prowadzone przez Harner i innych [2014], w ktorych zastosowano mutagenizacje
promieniami UV dla uzyskania mikroorganizméw charakteryzujacych si¢ wigksza tole-
rancja na kwas octowy, w porownaniu do szczepu dzikiego. W wyniku eksperymentu wy-
selekcjonowano mutanta majacego zdolno$¢ do wzrostu przy stezeniu kwasu octowego
w $rodowisku rownym 0,90% (w/v) (wzrost odpornosci o 22% w poroéwnaniu do szczepu
dzikiego). Cytowane wyniki prac innych autoréw sugeruja kierunek kontynuacji badan
zmierzajacych do doskonalenia genetycznego stosowanego szczepu drozdzy.

WNIOSKI

1. Badany szczep Pachysolen tannophilus KKP 546 charakteryzuje si¢ korzystniejszymi
predyspozycjami do fermentacji cukréw w warunkach beztlenowych.

2. Proby fermentacyjne przeprowadzone z wykorzystaniem hydrolizatu stomy rzepako-
wej wskazuja na przydatnos¢ testowanego szczepu drozdzy w procesie biokonwersji
lignocelulozy do etanolu.

3. Uzasadniona jest kontynuacja badan ze szczegdlnym uwzglednieniem genetycznego
doskonalenia stosowanego szczepu drozdzy.
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RAPE STRAW ETHANOL FERMENTATION IMPROVEMENT

Summary. Bioethanol has been recognized as a potential alternative to petroleum-derived
transportation fuels. Cellulosic ethanol can be produced from almost any plant biomass,
but favorable sources include wood chips, corn stover, rape and rice straw, grasses such
as switchgrass and Miscanthus spp., garden clippings and food waste. Lignocellulose as
a raw material is thus abundant, widely-distributed (often free) and readily replenished
and sustainable because plants produce lignocellulose by first converting CO, into
sugars and then into polymers using the energy from sunlight. However, the production
of ethanol from cellulose requires a greater amount of processing than first-generation
biofuels fermented directly from starch and sugars. Specifically, the bottlenecks are the
reduction of biomass to particles small enough to make enzymatic conversion efficient
(i.e. comminution) followed by the conversion of lignocellulose into sugars ready
for fermentation (i.e. saccharification). The yeasts traditionally used in fermentation
processes are able to consume hexoses as substrate but not pentoses. Nevertheless, to
obtain the fullest return from lignocellulose waste, within which there is a considerable
hemicellulose fraction (18-34%) composed mainly of xylose, it is essential to resort to
yeasts which also have the capacity to consume this pentose. To this end, Pachysolen
tannophilus is capable of transforming d-xylose into useful bioproducts, such as ethanol
and xylitol. The research was carried out with the aim of determining the utility of
a strain of yeast P. tannophilus KKP 546 for fermentation of hydrolysates — derived from
lignocellulose. The research material was rape straw after alkaline pretreatment. The
hydrolysates of rape straw were fermented at 30°C, under anaerobic stationary conditions
and aerobic conditions with shaking at 120 rpm for 96 h. The effects of the fermentation
were expressed as the amount of ethanol produced in a fermentation medium. After
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Doskonalenie fermentacji etanolowej stomy rzepakowej

a 96-hour fermentation of rape straw hydrolysates ethanol synthesis reached 1.54 and
1.64% v/v, with a total fermentation efficiency of 56.44 and 60.23%, for anaerobic
and aerobic conditions respectively. The performance ability in ethanol production by
P tannophilus brings promising potential to ferment hydrolysate of lignocellulosic
biomass. This study also provided information on rape straw utilization as an inexpensive
potent substrate for the production of eco-friendly liquid fuel.

Key words: lignocellulose, rape straw, bioethanol, ethanolic fermentation, Pachysolen tan-
nophilus
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