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Wplyw termicznego przetworzenia i enzymatycznej
hydrolizy biomasy sorgo (Sorghum bicolor)
na efektywnos$¢ wytwarzania biogazu w procesie
fermentacji metanowej

Mirostaw Krzemieniewski, Marcin Debowski, Marcin Zielinski
Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Olsztyn

1. Wprowadzenie

Zwigkszenie efektywnosci technologicznej proceséw fermentacji
metanowej substratow organicznych o rdznej charakterystyce jest jednym
z glownych zadan stojacych przed naukowcami, technologami, eksploata-
torami 1 projektantami systemOow biogazowania. Z danych literaturowych
wynika, iz osiggniecie tego celu przy obecnym stanie techniki oraz wiedzy
biotechnologicznej jest bardzo trudne. Wcigz jednak poszukiwane sg alter-
natywne rozwigzania technologiczne wptywajace bezposrednio na uzy-
skiwane efekty koncowe, gtownie ilos¢ oraz sktad jakosciowy biogazu,
a takze charakterystyke wsadu przefermentowanego [1, 5]. Optymalizacje
procesu fermentacji metanowej probuje si¢ uzyskaé poprzez wdrazanie
nowych konstrukcji reaktorow, modyfikacj¢ warunkéw technologicznych
prowadzenia procesu oraz wprowadzanie technik wstepnego przygotowa-
nia, kondycjonowania i preparowania substratu [7-+9].
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Jednym z alternatywnych rozwigzan, skutecznie wspomagajacych
proces beztlenowego rozktadu biomasy roslin energetycznych, moze by¢
wprowadzenie do uktadu technologicznego etapu obrobki enzymatycz-
nej. Zastosowanie enzymow przeprowadzajacych hydrolize celulozy,
hemicelulaz i celobiozy stata si¢ w ostatnim czasie tematem badan pro-
wadzonych przez wielu naukowcow na catym $wiecie [4, 6, 10]. Wiele
grzybow 1 bakterii specjalizuje si¢ w produkcji enzymow, ktore degradu-
ja material biologiczny w $rodowisku naturalnym, w zwigzku z tym upa-
truje si¢ tu mozliwosci, efektywnej pod wzgledem ekonomicznym, pro-
dukcji biopaliw celulozowych.

Celem prezentowanych badan bylo okreslenie wptywu przepro-
wadzenia wstepnej hydrotermalnej depolimeryzacji oraz enzymatycznej
hydrolizy biomasy sorgo (Sorghum bicolor) na efektywno$¢ procesu
fermentacji metanowej prowadzonej w warunkach mezofilowych (35°C)
pod katem ilosci i sktadu uzyskiwanego biogazu.

2. Metodyka

Prace badawcze przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych.
Doswiadczenia zmierzaty do okreslenia wplywu termicznego przetwo-
rzenia oraz enzymatycznej hydrolizy biomasy roslinnej na efektywnos$¢
procesu fermentacji metanowej. W tym celu testowany substrat podda-
wano w pierwszej kolejnosci obrobce termicznej, a nastgpnie kondycjo-
nowaniu z wykorzystaniem multikompleksu enzymow. Proces fermenta-
cji metanowej prowadzono w uktadzie statycznym z wykorzystaniem
reaktorow modelowych, gdzie monitorowano zachodzace przemiany
zwigzkow organicznych oraz ilo$¢ i sktad powstajacego biogazu. W eks-
perymencie wykorzystywano biomase¢ sorgo (Sorghum bicolor).

Niezaleznie od cze¢$ci eksperymentu, rozdrobniony mechanicznie
material roslinny z wykorzystaniem urzadzenia rozdrabniajagcego Robot
Coupe Blixer 3, poddawano wstepnej hydrotermalnej depolimeryzacji.
Proces ten przeprowadzono w reaktorze ci§nieniowym o objgtosci czynnej
2,3 dm>. Do reaktora wprowadzano 300 g biomasy roslinnej i inkubowano
w temperaturze 200°C przez okres 120 minut w piecu muflowym.

W dalszej czgséci eksperymentu przetworzong termicznie biomase
wprowadzano do reaktorow otwartych o objetosci czynnej 0,5 dm?® Wypo-
sazonych w system mieszania, a naste¢pnie dozowano mutikompleks en-
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zymatyczny Celluclast 1.5 L, Novozym 188 i Hemicellulasenfirmy Sigma-
Aldrich. W celu uzyskania optimum aktywno$ci stosowanych enzymow
przed wprowadzeniem ich do przetworzonej hydrotermalnie biomasy
uwadniano jg do poziomu 98,0% 1 obnizano wartos¢ pH do wartosci 5,23.
Reaktory hydrolizy enzymatycznej zostalty nastgpnie umieszczone w tem-
peraturze 20°C i byly inkubowane przez okres 24 h. Do§wiadczenie zosta-
o podzielone na trzy warianty. Kryterium podzialu stanowity dawki en-
zymow dozowane do uktadu technologicznego (tabela 1).

Tabela 1. Stosowane dawki enzymow w poszczegolnych wariantach
eksperymentu
Table 1. Doses of enzymes in particular experimental variants

Deklarowa- | Deklarowana Dawka enzymu [g/g s.m]
Nazwa enzymu Sgs,ik[tl)j‘/'g] a[lijgv: (r)rf]é wariant | wariant 11 wariant 111
Cellulast 1,5 L 700 30 9,61-10° | 19,23-10° | 38,46- 103
Novozym 188 250 25 1345-10° | 26,9-10° | 538-10°
Hemicellulase 1500 30 4,425-10° | 885-10° | 17,7-10°
Laczna dawka enzymow 248-10° | 550-10° | 109,9-10%

Po procesie inkubacji mieszaniny substratu roslinnego oraz okre-
Slonej dawki enzymoéw przeprowadzono proces fermentacji metanowe;.
W tym celu substrat wprowadzono do komor reakcyjnych z osadem bez-
tlenowym o objetosci czynnej 0,5 dm®. Charakterystyke osadu beztleno-
wego stosowanego w eksperymencie przedstawia tabela 2.

Zastosowano nastgpujace parametry technologiczne procesu fer-
mentacji metanowej: obcigzenie na poziomie 1,0 g s.m.o./dm>-d, tempe-
ratura 35°C. Na poczatku cyklu do$wiadczalnego, w celu wpracowania
osadu beztlenowego, do modelowych komoér fermentacyjnych wprowa-
dzono 25% catkowitego tadunku testowanej biomasy roslinnej. Pozostala
cze$¢ substratu wprowadzono pigtego dnia trwania inkubacji.

W celu zapewnienia warunkéow beztlenowych przed rozpoczg-
ciem procesu fermentacji dokonano odtlenienia calej objetosci reaktora
poprzez przedmuchiwanie azotem. Komory reakcyjne zaopatrzone byly
w system odprowadzania i gromadzenia biogazu oraz uktad wprowadza-
nia substratu. Pelne wymieszanie zapewniono dzigki zastosowaniu wy-
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trzgsarki laboratoryjnej, ktora pracowata z intensywnoscig 100 obr/min.
Stabilno$¢ termiczng na poziomie 35°C uzyskano dzigki umieszczeniu
uktadu reaktoréw w szafie termostatujacej. Czas zatrzymania substratu
W reaktorach wynosit 20 dni. Proby do badan pobierano co pi¢é dni.

Tabela 2. Charakterystyka osadu beztlenowego wykorzystanego
w doswiadczeniu
Table 2. Characteristics of anaerobic sludge used in the experiment

warto$¢ | wartos¢ |, . odchylenie

Parametr Jednostka min. max. $rednia standardowe
pH - 7,16 7,43 7,3 0,14
Uwaodnienie [%] 98,4 98,7 98,6 0,15
Sucha masa [%] 1,3 1,6 15 0,15
Substancje [%s.m] 49,13 5196 505 1,42

organiczne
i‘ﬁfﬁ;ﬁf [%s.m] 4804 5087 495 1,41
CSK (czas ssania

kap(ilarnego) [s] 579 611 595 16,0

Badania ukierunkowane byty na okreslenie ilosci i sktadu uzyski-
wanego biogazu (Gas Data LMS xi) oraz stopnia usunigcia substancji of-
ganicznych opisanych wskaznikiem ChZT z fazy rozpuszczonej (metoda
Hach Lange GMBH LCK 514). W fazie cieklej prowadzono takze analizy
zmiany zawarto$ci weglowodandow (metoda z odczynnikiem antronowym).
Kontrolowano rowniez zmiany suchej masy (metoda wagows).

3. Wyniki badan

Zastosowanie kompleksu enzymatycznego do wstepnego kondy-
cjonowania tego rodzaju biomasy spowodowalo, wyzsza efektywnosc
usuwania zwigzkow organicznych wyrazonych wskaznikiem ChZT
Z fazy rozpuszczonej testowanego substratu roslinnego. Po pieciu dniach
inkubacji najwigkszg skutecznos¢ wynoszaca 30,0% obserwowano
w wariancie III. W tym przypadku wartos¢ tego wskaznika wynosita
$rednio 3305 mg Oz/dm®. W wariancie | zanotowano 22,3% sprawno$é
wykorzystania zwigzkow organicznych charakteryzowanych wskazni-
kiem ChZT, natomiast w wariancie II proces zachodzit ze $rednig wydaj-
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noscig na poziomie 18,4%. W tych dwoch wariantach po pigciu dniach
inkubacji stwierdzono odpowiednio 3362 mg O./dm® i 3591 mg O,/dm®.
Dla poréwnania w wariancie porownawczym, w ktorym testowany sub-
strat poddawano jedynie wstepnej termiczne depolimeryzacji po porow-
nywalnym czasie zatrzymania w ukladzie stwierdzono 3712 mg O,/dm®.
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Rys. 1. Zmiany wartosci ChZT w fazie rozpuszczonej w czasie trwania
eksperymentu w zaleznosci od zastosowanego wariantu technologicznego
(5* — moment wprowadzenia catkowitego fadunku substratu)

Fig. 1. Changes in COD value in the dissolved phase over the experimental
period as affected by the technological variant applied (5* — moment of
substrate administration)

Po wprowadzeniu do eksploatowanych, modelowych komor fer-
mentacyjnych catkowitej ilo$ci substratu roslinnego wynikajacej z zato-
zen technologicznych przebiegu eksperymentu we wszystkich wariantach
obserwowano stopniowe ograniczanie zawartosci zwigzkOw organicz-
nych charakteryzowanych wskaznikiem ChZT w fazie rozpuszczone;.
Bezposrednio po wprowadzeniu substratu warto§¢ ChZT ksztaltowata si¢
w zakresie od 8998 mg O,/dm* w wariancie | do 9391 mg O,/dm® w wa-
riancie II. W probie kontrolnej, bez stosowania multikompleksu enzyma-
tycznego stwierdzono wartoé¢ ChZT na poziomie 9172 mg Oz/dm?, War-
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tosci wskaznika ChZT w probach pobieranych w kolejnych dniach pro-
wadzenia eksperymentu pozwalajg stwierdzi¢, iz proces wykorzystania
rozpuszczonej frakcji wegla organicznego zachodzil podobnie, niezalez-
nie od zastosowanego wariantu technologicznego. Po 20 dobach zatrzy-
mania substratu ros$linnego w modelowych komorach fermentacyjnych
stwierdzono, iz wartos¢ ChZT zawierata si¢ w waskich granicach od
2004 mg O,/dm*® w wariancie Il do 2172 mg O,/dm® w wariancie bez
zastosowania enzymow. W tej czesci doswiadczenia nie stwierdzono,
zaleznoS$ci istotnego zwigkszenie sprawnosci rozktadu zwigzkow orga-
nicznych okreslonych wskaznikiem ChZT od dawki zastosowanego
kompleksu enzymatycznego.

Podczas 24 godzinnej inkubacji uwodnionej biomasy z enzymami
nie stwierdzono wzrostu st¢zenia glukozy w fazie rozpuszczonej. Wa-
riant I przyczynit si¢ do wzrostu na poziomie 8,1% w stosunku do warto-
sci poczatkowej, wariant II1 do 5,0% zwigkszenia zawartosci tego cukru.
W przypadku, w ktorym testowano druga co do wielko$ci dawke kom-
pleksu enzymatycznego obserwowano najnizsza koncentracje cukrow
ktora wynosita 4,99 mg/dm®. W wariancie | koncentracja tego cukru
ksztalttowata si¢ na $rednim poziomie 5,06 mg/dmg, natomiast w warian-
cie 11l — 5,24 mg/dm®. Po pieciu dobach fermentacji prowadzonej w mo-
delowych komorach najwyzsza skuteczno$¢ wykorzystania tego zwigzku
obserwowano w wariancie III. W tym przypadku sprawnos$¢ rozktadu
glukozy wynosita 66,8%. W probie bez wstepnej hydrolizy enzymatycz-
nej zawartos¢ cukrow ksztattowata si¢ na poziomie 1,98 mg/dm3 1 byla
efektem 58,7% sprawnos¢ rozktadu w warunkach beztlenowych. Obser-
wacje 1 analizy prowadzone w dalszej czesci eksperymentu potwierdzity
istotny wplyw wstepnej enzymatycznej hydrolizy na proces wykorzysta-
nia weglowodoréw z fazy rozpuszczonej substratu organicznego. Stwier-
dzono, iz po 20 dniach zatrzymania substratu w modelowych komorach
fermentacyjnych cukry zostaty wykorzystane catkowicie zarowno w pro-
bie bez dodatku multikomleksu enzymatycznego, jak i w pozostatych
wariantach doswiadczenia.

Proces ograniczania st¢zenia suchej masy w modelowych komo-
rach beztlenowych zachodzit w sposob bardzo wyro6wnany we wszyst-
kich analizowanych przypadkach. Niezaleznie od sposobu wstepnego
kondycjonowania substratu ro§linnego obserwowano zblizone wartosci
suchej masy po zakonczeniu eksperymentu. Wynosily one $rednio od
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11992 mg/dm® w wariancie Il do 12418 mg/dm® w przypadku, w ktorym
zastosowano jedynie proces termalnej depolimeryzacji. Wartosci suche;j
masy na poczatku i na koncu cyklu eksperymentalnego zaprezentowano

w tabeli 3.
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Rys. 2. Zmiany stgzenia glukozy w fazie rozpuszczonej w czasie trwania
eksperymentu w zaleznosci od zastosowanego wariantu technologicznego

(5* — moment wprowadzenia catkowitego tadunku substratu)

Fig. 2. Changes in the concentration of glucose in the dissolved phase over the
experimental period as affected by the technological variant applied

(5* — moment of substrate administration)

Tabela 3. Zmiany koncentracji suchej masy podczas trwania eksperymentu
Table 3. Changes in the concentration of dry matter over the experimental

period
Wariant Sucha masa og6lna [mg/dm’] Zmniejszenie ilo$ci su-
1 dzien 20 dzien chej masy ogolnej [%]
brak enzymow 12418 37,0
I 12037 38,9
I 19710 11992 39,2
11l 12072 38,7

1087
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W tej czesci eksperymentu stwierdzono podobne ilo$ci biogazu
uzyskane po 20 dniach zatrzymania w uktadzie technologicznym probek
po wstepnej hydrolizie enzymatycznej. Uzyskana ilo$¢ biogazu w tych
wariantach eksperymentu wynosita 0,14 dm?®. Proba z biomasg, ktora
kondycjonowana byla jedynie czynnikami fizycznymi pozwolita na
uzysk gazowych produktéw metabolizmu bakterii beztlenowych na po-
ziomie 0,12 dm?®. Zawarto$¢ metanu w wariantach, w ktérych zastosowa-
no multikompleks enzymatyczny ksztattowata si¢ w zakresie od 40,9%
w wariancie Il do 43,2% w wariancie Ill. W przypadku, w ktérym bio-
masa poddawana byta jedynie dwugodzinnemu procesowi termicznej
depolimeryzacji w gazowych produktach metabolizmu bakterii beztle-
nowych stwierdzono 39,7% metanu. Pelng charakterystyke powstajacego
biogazu zaprezentowano w tabeli 4.

Tabela 4. Charakterystyka ilosci i sktadu biogazu w zaleznosci od wariantu
eksperymentu

Table 4. Characteristics of the quantity and composition of biogas as affected
by the experimental variant

Wariant
brak enzymow I 1 Il

Parametr

Zawarto$¢ C

w fazie gazowej [mol]
Zawartos¢ CO,

w fazie gazowej [mol]
Zawartos¢ CHy

w fazie gazowej [mol]

0,00452 0,00439 | 0,00415 | 0,00482

0,002726 0,002533 | 0,002453 | 0,002738

0,001794 0,001857 | 0,001697 | 0,002082

Zawartosé CO, [%] 60,3 57.7 59,1 56.8
Zawartosé CH, [%)] 39,7 423 40,9 43,2
Produkcja gazu 012 014 0,14 014
[dm®/g s.m.]

4. Dyskusja wynikow

W prezentowanym eksperymencie, podczas prowadzenia procesu
fermentacji biomasy testowanych substratow, monitorowano zmiany
stezenia ChZT w fazie rozpuszczonej. We wszystkich wariantach do-
swiadczenia zmniejszenie warto$ci tego wskaznika wynosito powyzej
75% w stosunku do warto$ci poczatkowej. Jak wynika z badan przyto-
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czonych przez Weilanda [11], fermentacja mezofilowa burakow pastew-
nych, pozwolita na usuni¢cie zanieczyszczen organicznych wyrazonych
jako ChZT na poziomie 90,0%. Zawartos¢ metanu w produkowanym
biogazie w przypadku badan przytoczonych przez Weilanda wynosita
54,0%, natomiast w prezentowanym eksperymencie zawarto$¢ metanu
we wszystkich przepadkach oscylowata blisko poziomu 40%. Wydajnos¢
wytwarzania biogazu z tony $wiezych burakéw pastewnych wyniosta
45 m*/t surowca, z tony $wiezej biomasy sorgo notowano 12 m°/t, nato-
miast w przypadku biomasy sorgo po procesie enzymatycznej hydrolizy
stwierdzono 14 m%t substratu.

Dinuccio i inni badali wydajno$¢ produkcji biogazu i zawarto$é
metanu z takich substratow jak kukurydza, winogrona, sloma, ryz czy
skorki pomidorow. We wszystkich przypadkach zawartos¢ metanu
W biogazie stabilizowata si¢ do wartosci 50% a 60% [3].

Shiguan Yanga i wspotautorzy w swojej pracy skupili si¢ na za-
stosowaniu rosliny szuwarowej Spartina alterniflora jako surowca do
fermentacji metanowej. Z przeprowadzonych przez autoréw badan wyni-
ka ze zawarto$¢ metanu w biogazie wzrosta z 53% w dniu 3 eksperymen-
tu do okoto 62% po 13 dniach fermentacji. Procesem ograniczajacym
szybkos$¢ procesu byla hydroliza substancji ligninocelulozowych. Uzy-
skana efektywno$¢ biodegradacji zwigzkoéw organicznych wyniosta 45%.
Zawarto$¢ metanu w biogazie byla takze znacznie mniejsza niz w przy-
padku wariantow zastosowanych w opisywanym doswiadczeniu. W ba-
daniach Shiguana Yanga i innych wyprodukowana ilo§¢ metanu wynio-
sta 358 m*/t s.m.o. [12].

Bauer 1 inni badali wydajnos¢ metanu z réznych ro$lin energe-
tycznych. Uzytymi substratami byty kiszonki kukurydzy, stonecznika,
lucerny, sorgo, jeczmienia i1 stomy pszennej. Jak wynika z przedstawio-
nych wynikéw badan najlepsze efekty przyniosto biogazowanie kiszonki
pszenicy, w wyniku tego procesu powstato 419 m® CH,/t s.m.o, cieka-
wym rozwigzaniem okazuje si¢ by¢ zastosowanie termicznej obrobki
wstepnej, ze stomy pszenne;j poddaneg dziataniu 170°C przez 10 min, pod
ci$nieniem 20 baroéw uzyskano 361 m” CHy/t s.m.o0, az o 85 m® CHy/t s.m.0
wiecej niz w przypadku stomy nie poddanej wstgpnej obrobee [2]. Przed-
stawione wyniki badan nie potwierdzaja, efektow uzyskanych podczas
fermentacji metanowej sorgo po wstepnej obrobce hydrotermalnej depo-
limeryzacji w temperaturze 200°C.
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5. Whnioski

Zastosowane metody obrobki wstepnej w przypadku biomasy
sorgo nie okazaly si¢ by¢ efektywne. Hydroliza enzymatyczna w wigk-
szosci analizowanych przypadkéw nie spowodowata uwolnienia znacz-
nych ilosci zwigzkéw organicznych charakteryzowanych wskaznikiem
ChZT oraz weglowodanow do fazy rozpuszczonej. Bezposrednim efek-
tem zastosowania hydrolizy enzymatycznej byto poprawienie wydajnosci
produkcji i sktadu jako$ciowego biogazu pod katem zawarto$ci wysoko-
energetycznego metanu.

Podczas eksperymentu obserwowano rowniez zmniejszenie zawar-
tosci suchej masy we wsadzie przefermentowanym. Zjawisko to bylo szcze-
golnie widoczne w wariancie, w ktorym do biomasy §lazowca pensylwan-
skiego wprowadzono dawki testowanego multikompleksu enzymow.

Podzi¢kowania

Przedstawione prace zostaly wykonane w ramach realizacji projektu

kluczowego pt. Modelowe kompleksy agroenergetyczne jako przyktad
kogeneracji rozproszonej opartej na lokalnych i odnawialnych zrodtach
energii, nr POIG.01.01.02-00-016/08, realizowanego w ramach Progra-
mu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007+2010. Projekt ten jest

wspolfinansowany przez Unie Europejskq ze srodkow Europejskiego

Funduszu Rozwoju Regionalnego.
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Influence of Thermal Preparation
and Enzymatic Hydrolysis of Sorghum (Sorghum moench)
Biomass on the Yield of Methane Fermentation

Abstract

The process of methane fermentation is optimized by implemen-
tation of new reactors construction, modification of technological condi-
tions of the process and implementation of techniques of preliminary
preparation, pre-conditioning and pre-treatment of the substrate.

One of the alternative solutions, that effectively enhances the pro-
cess of anaerobic decomposition of biomass from energy crops, may be
the incorporation of the stage of enzymatic processing to the technologi-
cal system. The application of enzymes hydrolyzing cellulose, hemicellu-
lases and cellobiose, has recently been addressed in multiple researches
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conducted worldwide. In addition, a number of fungi and bacteria are
known to produce enzymes that are degrading biological material in the
natural environment, and thereby may be applied for cost-effective pro-
duction of cellulose biofuels.

The reported study was aimed at determining the effect of prelim-
inary hydrothermal depolymerization and enzymatic hydrolysis of sor-
ghum (Sorghum moench) biomass on the yield of methane fermentation
in terms of the quantity and composition of biogas produced. Irrespective
of the stage of experiment, plant substrate disintegrated mechanically
with a disintegrating device Robot Coupe Blixer 3, was subjected to pre-
liminary hydrothermal depolymerization. It was carried out in a pressure
reactor with active volume of 2.3 dm®. In brief, 300 g of Virginia
fanpetals biomass with hydration of 55% and organic matter content of
33.8% of fresh weight were administered to the reactor. Next, the reactor
with the plant substrate was incubated at a temperature of 200°C, under
a pressure of 17 Ba, for 120 minutes in a muffle furnace.

In the subsequent stage of the experiment, the processed biomass
of Virginia fanpetals was applied into open reactors with active volume
of 0.5 dm® and equipped with a mixing system, and then an enzymatic
multicomplex (Celluclast 1.5 L, Novozym 188 and Hemicellulase) was
dosed in. In order to achieve the maximum activity of the enzymes ap-
plied, before they have been added to the hydrothermally-processed bio-
mass of Virginia fanpetals the plant had been hydrated to 98.0% and the
pH value had been reduced to 5.23. Reactors used for enzymatic hydroly-
sis were then incubated at 20°C for 24 h. The experiment was divided
into three variants depending on doses of the enzymes applied into the
technological system.

The application of pre-treatment turned out to be low effective,
since enzymatic hydrolysis of sorghum caused the release of a small
quantity of carbohydrates to the dissolved phase. Analyses conducted in
the study demonstrated also a decrease in dry matter content of fermented
feedstock, with the decrease being especially tangible in the variant in
which the highest dose of the enzymatic multicomplex was administered
to sorghum biomass. A direct result of the application of enzymatic hy-
drolysis was to improve production efficiency and qualitative composi-
tion of biogas in terms of high methane content.



