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1. Wstęp

Perspektywy zwiększonego wykorzystania biomasy na cele energetyczne 
i produkcję chemikalii w nadchodzących latach są obiecujące. Wiążą się 
one z kilkoma przyczynami. Z około stu najważniejszych dla przemysłu che

micznego związków, które stanowią 99% ogółnej produkcji chemikalii, 74% 
jest produkowane z pięciu podstawowych związków, tj. etylenu, propylenu, 
benzenu, toluenu i ksylenu, które mogą być wytwarzane z biomasy roślinnej 
(1). Przykłady związków chemicznych, które można otrzymać z biomasy przed
stawiono na rys. 1.

W szacunkowych danych dotyczących rocznej produkcji biomasy na kuli 
ziemskiej podaje się liczbę 100 - 200 miliardów ton, zaś energia zawarta 
w biomasie jest około 10-krotnie większa niż roczne jej zużycie (1). Dlatego 
też biomasa może stać się podstawową formą energii dla ludzkości, jednak 
z uwagi na niskie ceny paliw kopalnych komercyjne wykorzystanie biomasy 
jest niewielkie i wynosi obecnie około 14%.

Można przyjąć co najmniej 2 prognozy wykorzystania energii pierwotnej 
do roku 2100 (2). Według pierwszej, rola ropy i gazu będzie malała, nato
miast będzie wzrastało znaczenie węgla kamiennego i niewęglowych źródeł 
energii. W drugiej, znaczenie ropy i gazu będzie również malało, natomiast 
poziom wykorzystania węgla będzie w przybliżeniu stały, zaś wzrastać będzie 
rola biomasy i energii pochodzenia niewęglowego. Drugie przewid3rwanie jest 
o tyle korzystniejsze, że jego realizacja pozwoli na:

1) ograniczenie efektu cieplarnianego związanego z emisją CO2,
2) przeznaczenie biomasy na cele nieżywnościowe, co umożliwi użytko

wanie ziemi odłogowej i skażonej chemicznie,
3) wykorzystanie obszarów nieprzydatnych na cele rolnicze z racji gleb 

ubogich i erodowanych,
4) zredukowanie konsumpcji energii przez gospodarstwa rolne,
5) przerób biomasy, co stworzy nowe miejsce pracy, w szczególności na 

obszarach jej produkcji.
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Rys. 1. Związki chemiczne produkowane z biomasy.

6) poprawienie warunków klimatycznyeh oraz obniżenie emisji SO2,
7) ograniczenie importu paliw, co ma szczególne znaczenie dla krajów 

ubogich,
8) zagospodarowanie produktów ubocznych i odpadów (słomy zbóż, roślin 

oleistych, trociny, makulatury).
Jedną z bardziej atrakcyjnych metod wykorzystania biomasy jest konwer

sja na paliwa płynne (rys. 2).
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Rys. 2. Metody przetwarzania biomasy.

Znane są trzy główne procesy prowadzące do otrzymywania paliw gazo
wych i ciekłych na drodze fermentacji. Są to:

• beztlenowa fermentacja wytwarzająca biogaz zawierający średnio 60% 
metanu, który może być użyty do wytwarzania ciepła i energii ele
ktrycznej,

• produkcja bioetanołu,
• produkcja acetonu i butanolu.
Jednym z perspektywicznych surowców, które będzie można wykorzystać 

do produkcji wymienionych związków są materiały ligninocelulozowe. Kom
pleks ligninocelulozowy stanowi podstawowy składnik strukturalny biomasy 
roślinnej i tworzą go: celuloza, hemicelulozy i lignina. Ligninoceluloza jest 
najbardziej rozpowszechnionym materiałem organicznym występującym na 
kuli ziemskiej. Duża liczba organizmów bierze udział w wydajnym obiegu 
tego kompleksu, a jest to proces bardzo skomplikowany z ekologicznego i enzy
matycznego punktu widzenia.

Pomimo wieloletnich badań proces biokonwersji ligninocelulozy na paliwa 
płynne jest nadal zbyt kosztowny, by znalazł ekonomiczne uzasadnienie dla 
wprowadzenia go do skali przemysłowej. Jednak stały postęp w badaniach, 
w szczególności nad en^miatyczną hydrolizą celulo^ i fermentacją pentoz, przy
bliża moment wdrożenia tej technologii. Problemy biodegradacji ligninocelulozy 
są wielorakie (rys. 3) i wynikają m. in. z budowy samego kompleksu, oporności
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Rys. 3. Obszary badań w biokonwesji ligninocelulozy.

na hydrolizę, wieloskładnikowości, niskiej wydajności hydrolizy, produkcji en
zymów celulolitycznych, trudności w wydajnej feiTnentacji pentoz, itp.

2. Budowa i składniki biomasy iigninocelulozowej
ściana komórkowa roślin składa się z blaszki środkowej (ML), która skleja 

poszczególne komórki, ściany pierwotnej (P), ściany wtórnej (SI) i ściany 
wtórnej (S2), różniących się odmiennym ułożeniem włókien oraz ściany trze
ciorzędowej (T). Rozkład celulozy, hemiceluloz i ligniny w komórce przedsta
wiono na rys. 4. Na uwagę zasługuje to, że lignina wykazująca największą 
oporność na działanie drobnoustrojów otacza mikrofibryle celulozy, co utrud
nia lub uniemożliwia dostęp enzymów do celulozy i części hemiceluloz (3).
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□ fibryie celulozy
hemicelulozy^ 4it lignina

Rys. 4. Model rozmieszczenia podstawowych 
składników w drewnie (33).

Celuloza jest polisacharydem zbudowanym z reszt D-glukozy połączonych 
wiązaniem P-l,4-glukozydowym w nierozgałęziony łańcuchowy polimer. Okre
sowo powtarzającą się jednostką jest celobioza, która w wyniku hydrolizy roz
pada się na dwie cząsteczki glukozy. Poszczególne łańcuchy cełulozy łączą się 
ze sobą przeciwrównolegle w większe agregaty za pomocą licznych wiązań wo
dorowych, tworząc włókna elementarne o średnicy ok. 3,5 nm. (4). Morfologi
czna budowa włókna celulozowego jest zhierarchizowana następująco: micele, 
włókna elementarne, mikrofibiyle i makrofibiyle (tab. 1) (5). Natywna celuloza 
ma strukturę kiystaliczną z obszarami amorficznymi bardziej podatnymi na 
enzymatyczną hydrolizę. Fibiyle elementarne w materiałach ligninocelulozo- 
wych są otoczone przez hemicelulozy, a mikroflbryle ligniną (lys. 4). W celu 
przeprowadzenia enzymatycznej hydrolizy celulozy, niezbędne jest nie tylko 
usunięcie ligniny i przynajmniej części hemiceluloz, ale także zwiększenie po- 
wierzchnii właśeiwej celulozy, tak by jej łańeuehy były dostępne dla celulaz.

Tabela 1
Charakterystyka elementów budowy włókien celulozówych (5)

Rodzaj elementu Szerokość (nm) Grubość (nm) Długość (nm)

Liczba 
łańcuchów 

w przekroju 
poprzecznym

micela 500 - 600 300 5000 - 10 000 50
flbryla element. 600- 1000 300 - 500 nieogr. 100
mikroflbryła 2500 2500 nleogr. 2000
makrofibiyla 40 000 40 000 nieogr. 500 000
włókno ramii 125 |im 6 pm 60 - 250 mm 2 000 000 000
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3. Enzymatyczna hydroliza celulozy
Enzymatyczna hydroliza celulozy jest procesem złożonym i zachodzi przy 

udziale kompleksu enzymów. Enzymy cełulolityczne tradycyjnie dzieli się na 
trzy klasy: endoglukanazy (E.C.3.2.1.41), egzoglukanazy lub cellobiohydro- 
lazy (E.C.3.2.1.91) i (3-glukozydazy (E.C.3.2.1.21) (6). Bakterie produkują te 
enzymy w małych iłościach (mniej niż 0,1 g/ł) łub w przypadku Clostridium 
thermocellum cełulazy tworzą zwarte wiełoenzymowe kompłeksy (celulozomy), 
których rozbicie powoduje utratę aktywności poszczegółnych składników (7). 
Grzybowe cełulazy są produkowane w dużych ilościach (więcej niż 40 g/l) 
i nie tworzą ze sobą kompleksów, a ich działanie jest synergiczne (8,9).

Badania enzymatycznej hydrolizy nierozpuszczalnego substratu jakim jest 
celuloza nastręczają wiele kłopotów. Podczas hydrolizy ubywa regionów 
amorficznyeh, a wzrasta procentowa ilość regionów krystalicznych, ponadto 
udział co najmniej 5 enzymów w procesie hydrolizy utrudnia wyjaśnienie 
mechanizmu degradacji celulozy. Jeden z ostatnich modeli procesu hydrolizy 
celulozy opisali Enari i Niku-Paavola (6). Zgodnie z tym modelem celobiohy- 
drolazy I i II s}mtetyzowane przez T. reesei hydrolizują nierozpuszczlną ce
lulozę do rozpuszczalnych cellodekstiyn i celobiozy. Endo-|3-glukanazy I i II 
działają na cellodekstryny i hydrolizują je do celobiozy, a ta następnie jest 
rozszczepiana na dwie jednostki glukozowe przez (3-glukozydazę (rys. 5).

Szybkość degradacji celulozy zależy nie tylko od dawki celulaz, oraz dobom 
optymalnych wamnków hydrolizy, ale w decydującym stopniu od stmktury 
celulozy. Natywna celuloza, np. pochodzącą z bawełny, podobnie jak lignino- 
celulozy, eharakteiyzuje się małą powierzchnią właściwą, wysokim stopniem 
kiystaliczności i połimeryzacji eełulozy, co praktycznie uniemożliwia efektywną 
enzymatyczną hydrolizę (10). W3miiary cząsteczek celulaz wahają się w grani
cach 4,5 nm średnicy i 18 nm długości, podczas gdy przeciętne średnice 
kapilar natywnej eełulozy i ligninocelulozy, które są materiałami porowatymi, 
są wielokrotnie mniejsze i wynoszą średnio około 1 nm (11,12). Dlatego stopień 
zhydrolizowania natjrwnej celulozy jest zaledwie kilku procentowy. Aby zapew
nić efektywną hydrolizę celulozy wymiary jej kapilar muszą być znacznie wię
ksze, niż wymiary celulaz, gdyż im więcej enzymów zostanie zaadsorbowanych 
przez jednostkę wagową celulozy, tym szybciej przebiegnie jej hydroliza (13).

CELULOZA
CBH I

CBH II 

CELODEKSTRYNY
EG II

CELOBIOZA 
P-G

GLUKOZA

Rys. 5. Model enzymatycznej hydrolizy celulozy: CBH I i II — cellobiohydrolaza I i II, EG I 
i II — endoglukanaza I i II, G; P-glukozydaza (6).
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Wykazano, że wzrost ilości por o średnicy w przedziale od 4 do 5 nm i powyżej 
w sposób widoczny zwiększał wydajność enzymatycznej hydrolizy celulozy (14). 
Dlatego też, wstępne przygotowanie celulozy, a w szczególności ligninocelulozy 
do enzymatycznej hydrolizy jest zabiegiem koniecznym. Proces ten ma na celu 
nie tylko zwiększenie wielkości por i przez to powierzchni właściwej substratu, 
ałe także rozbicie kompleksu ligninocelulozowego, usunięcie części ligniny, 
zmniejszenie krystaliczności i stopnia polimeryzacji celulozy.

4. Wstępne przygotowanie ligninocelulozy
Metody przygotowania ligninocelulozy do enzymatycznej hydrolizy można 

podzielić na 5 grup:
1) fizyczne (mielenie kulowe, wibracyjne, ścinające),
2) fizykochemiczne (parowo-eksplozyjna, radiacyjna, rozpuszczanie i wy

trącanie celulozy),
3) chemiczne (delignifikacja, częściowa hydroliza kwasowa),
4) biologiczne (delignifikacja przez drobnoustroje),
5) złożone z wymienionych.
Metody fizyczne są na ogół energochłonne, a ich skuteczność w dużej 

mierze załeży od pochodzenia materiału ligninocełulozowego. Z kolei metody 
biologiczne Avykorzystujące do delignifikacji ligninocelulozy grzyby białej zgni
lizny drewna, np. z rodzaju Phanerochaeta, Phlebia i in., są mało efektywne 
ze względu na wielotygodniowy czas trwania delignifikacji i trudności tech
niczne w prowadzeniu procesu (15,16).

Jedną z najefektywniejszych metod wstępnej obróbki jest parowanie ma
teriałów ligninocelulozowych w przedziale temperatur od 170 do 220°C, nie
kiedy z niewielkim dodatkiem SO2 lub kwasów mineralnych, a następnie 
gwałtowne rozprężenie mieszaniny (17). Podczas tych procesów zachodzi da
leko posunięta hydroliza hemiceluloz i częściowa degradacja ligniny, a celu
loza staje się stosunkowo łatwo podatna na enzymatyczną hydrolizę i przy 
stosunkowo niewysokiej dawce celulaz można osiągać wydajność sciakrzenia 
dochodzącą do 100% ( tab. 2) (18).

Tabela 2
Enzymatyczne scukrzenie celulozy zawartej w słomie pszennej

IMPREGNOWANEJ 1.5% ROZTWOREM KWASU AZOTOWEGO I PAROWANEJ W TEMP. 18.5‘C 
W RÓŻNYCH CZASACH (18)

Czas trwania 
obróbki wstępnej Czas trwania enzymatycznej hydrolizy (godz.) i procent scukrzenia (%)

(min) 0 (godz.) 1 (godz.) 24 (godz.) 48 (godz.)
6 6,1 {%) 25,2 (%) 72,8 (%) 92,6 (%)

12 24,4 (%) 37,6 (%) 89,6 (%) 100,0 (%)
18 21,5 (%) 44,8 (%) 84,3 (%) 96,8 (%)



5. Produkcja celuloz
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w obliczeniach ekonomicznych wykazuje się, że koszt otrzymania prepa
ratów enzymatycznych w szczególności celulaz stanowi około 50% ceny otrzy
mywanego z materiałów ligninocelulozowych etanolu, podczas gdy koszt 
transportu biomasy stanowi co najwyżej kilkanaście procent (19). Szczep 
Trichoderma reesei QM 6a i jego mutanty produkują najefektywniejsze pre
paraty celulaz dostępne w skali przemysłowej (20). Jest to wynik wiełu łat 
intensywnych badań w licznych ośrodkach naukowych, a ich owocem jest 
wyodrębnienie mutantów nadproducentów celulaz, zdolnych do wydzielania 
do 40 g/l zewnątrzkomórkowych enzymów w prostej pożywce z laktozą jako 
jedynym źródłem węgla (21). W celu sprostania wymogom ekonomicznym 
dąży się do osiągnięcia produkcyjności celulaz około 200 jednostek FPU/bdi, 
oraz aktywności fiłtratów pohodowlanych co najmniej 20 jednostek FPU/ml 
(22). W tym przypadku wiełe uwagi poświęca się badaniom nad produkcją 
cełułaz przez różne mutanty T. reesei w hodowlach: okresowych, okresowych 
z zasilaniem, ciągłych, stosując system hodowli wgłębnych; a także w złożu 
stałym i na drodze immobiłizacji (20).

Zalety hodowli grzybów z zastosowaniem metody wgłębnej i w złożu stałym 
można łączyć w hodowłach na tnertnych nośnikach stałych, np. na piankach 
połiuretanowych, impregnowanych ciekłą pożywką. Jedną z propozycji bio- 
reaktora do tego typu hodowli przedstawiono na lys. 6 (23). W wyniku ciągłej 
hodowli szczepu Trichoderma reesei D-78085 w tym bioreaktorze uzyskano 
2-krotnie większą wydajność celulaz z jednostki wagowej laktozy w porów
naniu do hodowli wgłębnych wymagających energochłonnego mieszania i na
tleniania (23).

Nadał podstawową sprawą pozostaje wyjaśnienie mechanizmu indukcji 
celułaz przez nierozpuszczalny w wodzie substrat jakim jest celuloza, a także 
dwucukiy, takie jak: laktoza, celobioza, safaroza, podczas gdy nawet w obec
ności głodowych ilości glukozy tylko niektóre mutanty wydzielają do podłoża 
hodowlanego niewielkie ilości celulaz (24). W wielu ośrodkach prowadzi się 
intensywne badania nad otrzymywaniem na drodze inżynierii genetycznej 
rekombinantów produkujących kompleksy celulaz o żądanym składzie. 
W tym celu zwiększa się liczbę kopii wybranych genów, kodujących poszcze
gólne składniki celulaz, bądź eliminuje się wybrany gen by uzyskać kompleks 
celulaz o pożądanym składzie.

Trichoderma reesei QM 9414 ma po 1 kopii genów cbhl i cbh2, kodują
cych syntezę cellobiohydrolazy I (CBH 1) i II (CBH II). W celu zwiększenia 
syntezy CBH II, enzymu wykazującego najwyższą specyficzną aktywność 
w kompleksie celulazowym, wprowadzono wiele kopii genu cbh2, wykorzy
stując pyr G auksotroficzny mutant T. reesei QM 9414. Wyosobnione trans- 
formanty wykazały od 2. do 4-krotnie wyższą produkcję CBH II. Natomiast 
surowe preparaty celulaz charakteryzowały się 1,5 raza wyższą specyficzną 
aktywnością wobec celulozy, niż preparaty otrzymane z hodowli szczepu wyj
ściowego (25). Jest to zatem kolejny sposób zwiększenia produkcji kompleksu 
enzymów celulolitycznych przez Trichoderma reesei. Inną metodą modyfikacji

biotechnologia 3 (34) ’96
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Rys. 6. Schemat bioreaktora wraz z urządzeniami towarzyszącymi do ciągłej produkcji celulaz 
przez immobilizowaną na piankach poliuretanowych grzybnię Trichoderma reesei; 1 - bioreaktor, 
2 - pompy, 3 - zbiornik filtracyjny, 4 - zbiornik do kontroli pH 5 - pHmetr, 6 - filtr powietrza, 
7 - perforowany zbiornik, 8 - elektroda pH, 9 - płyty z pianki poliuretanowej, 10 - płytki dystan
sowe, 11 - przewód doprowadzający poż)Avkę, 12-zbiornik zasilający świeżą pożywką (23).

składu celulaz jest usunięcie wybranych genów kodujących poszczególne ce- 
lulazy, co ma znaczenie praktyczne w pozyskiwaniu preparatów ksylanolity- 
cznych, pozbawionych celulaz, a stosowanych przy bieleniu celulozy w prze
myśle celulozowo-papierniczym (26). Należy podkreślić, że rekombinanty 
T. reesei są w centrum zainteresowania już nie tylko jako producenci celulaz, 
ale także innych białek z racji wysokich możliwości sekrecyjnych gospodarza.

6. Bezpośrednie otrzymywanie etanolu z celulozy
z uwagi na wysokie koszty produkcji celulaz prowadzi się obszerne ba

dania, w których celem jest opracowanie technologii bezpośredniej fermen
tacji celulozy, np. do etanolu, wykorzystując jeden organizm wykazujący za
równo zdolności do syntezy celulaz, jak i fermentacji powstałych cukrów. 
Wykazano możliwości produkcji etanolu stosując szczepy Clostridium ther- 
mocellum, które w temperaturze 55 - 60°C z 1 mola celulozy wytwarzały około 
1 mola etanolu (27,28). Znane są szczepy grzybów, np. Fusarium oxysporum 
syntetyzujące pełny kompleks enzymów celulolitycznych zdolne do etanolo
wej fermentacji heksoz i pentoz, jednak te procesy są mało wydajne (29,30).

Większość szczepów drobnoustrojów mających potencjalne zastosowanie 
w biokonwersji ligninocelulozy do etanolu nie jest zdolna do prowadzenia tego
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procesu samodzielnie, jednoetapowe z racji, np. niewytwarzania celulaz. Dla
tego też skonstruowano szereg szczepów bakteryjnych jak i drożdżowych po
przez fuzję protoplastów i na drodze rekombinacji genetycznych zdolnych do 
etanolowej fermentacji celobiozy i amorficznej celulozy. Przykładem może być 
szczep Klebsiella oxytoca zawierający zrekombinowane chromosomalnie geny 
femientacji etanolowej Zymomonas mobiles oraz gen kodujący endoglukanazę 
Clostridium thermocellum (31). Okazało się jednak, że podczas hodowłi K oxy
toca, endoglukanaza, stanowiąca jeden z podstawowych enzymów kompłeksu 
celulaz, gromadziła się wewnątrz komórek, co uniemożliwiało bezpośrednią 
hydrolizę krystalicznej celulozy, a jedynie obserwowano fermentację celobiozy 
i cellodekstryn. Uzyskano natomiast sekrecję endoglukanazy 1 po wprowa
dzeniu genu eg/l z T. reesei do S. cerevisiae, przy czym poziom sekrecji był 
10-krotnie wyższy, gdy gen umieszczono w wielokopiowych plazmidach, niż 
gdy był zintegrowany z chromosomem (32). Drożdże S. cerevisiae, jak wiadomo 
są wykorzystywane do produkcji etanolu, ale nie są zdolne do fermentacji 
celobiozy, cellodekstryn, a tym bardziej celulozy. Uzyskany rekombinant był 
zdolny do hydrolizy cellodekstryn, jednak ilość wydzielanej endoglukanazy 
była wielokrotnie mniejsza niż w przypadku mutantów T, reesei.

Zastosowanie szczepów rekombinowanych wydzielających pojedyncze 
składniki kompleksu celulolitycznego, w stosunkowo niewielkich ilościach, 
ma jednak ograniczone zastosowanie w hydrolizie enzymatycznej celulozy, 
a tym bardziej ligninocelulozy. Jednakże ten kierunek badań rodzi wiele na
dziei na skonstruowanie takich szczepów drobnoustrojów, które efektywnie 
fermentowałyby pentozy i heksozy, a jednocześnie wydzielałyby znaczne ilości 
celulaz, co w sposób zasadniczy obniżyłoby koszty biokonwersji celulozy i he- 
miceluloz do produktów finalnych.

Podsumowując zagadnienie biokonwersji ligninocelulozy, w szczególności 
celulozy do cukrów prostych, można zaproponować następujący schemat 
technologiczny tego procesu (rys. 7). Głównymi produktami tego procesu są 
ksyloza i glukoza, a także stałą pozostałość stanowi w dużym stopniu lignina.

ROZTWÓR SO2
NAMACZANIE

BIOMASA

PARA WODNA

170-220°C 

PARA WODNA

PRODUKCJA
CELULAZ,

HEMICELULAZ,
CELOBIAZY

PAROWANIE
\

I
/

DETOKSYKACJA
FURFURAL

V KWAS OCl'OWY
1
1

HYDROLIZA CELULOZY 
I HEMICELULOZ

HYDROLIZAT SACHARYDÓW STAŁA POZOSTAŁOŚĆ

Rys. 7. Schemat procesu wstępnej obróbki ligninocelulozy.
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7. Budowa i biokonwersja hemiceluloz
o ile zawartość glukozy w hydrolizie uwarunkowana jest głównie stęże

niem i stopniem zhydrolizowania celulozy, o tyle skład hydrolizatu hemice
luloz jest uzależniony od rodzaju materiału ligninocelułozowego, wykorzy
stywanego do hydrołizy (tab. 3).

Tabela 3
Skład chemiczny hemiceluloz wybranych materiałów ligninocelulozowych (33)

Substrat Ksyloza
(%)

Galaktoza
(%)

Arabinoza
(%)

Ramnoza
(%)

Mannoza
(%)

Glukoza
(%)

Kwas 
galakturo- 
nowy (%)

topola 72,5 6 4 3 0,75 3-10 6
brzoza 79,2 3,7 1,0 — 1,2 3,6 11,5
sosna 25,3 6,3 5,0 — 41,2 — 16,7
słoma 65,8 0,1 33,5 — 0,1 0,3 —

Hemicelulozy są złożone zarówno z łiniowych jak i rozgałęzionych hete- 
ropołimerów D-ksylozy, L-arabmozy, D-mannozy, D-głukozy, L-galaktozy 
i kwasu gałakturonowego. Większość hemiceluloz zawiera od 2 do 6 rodzajów 
cukrów prostych (33). Poszczególne reszty cukrowe w hemicelulozach mogą 
być częściowo zacetylowane lub zmetylowsme. Poza hemicelulozami, których 
podstawowym składnikiem jest galaktoza (połączona wiązaniem typu P-1,3) 
w większości przypadków reszty cukrowe w hemicelulozach połączone są wią
zaniem (3-1,4-glukozydowym. W zależności od składu łańcucha głównego 
hemicełułozy dziełą się na: ksylany, mannany, glukany, galaktany, arabany 
oraz pektyny (34). W większości przypadków hemicelulozy mają budowę amor
ficzną, a tylko niektóre słabo krystaliczną. Dlatego też hemicelulozy stosun
kowo łatwo ułegają hydrolizie kwasowej jak i enzymatycznej, można też je 
łatwo wyekstrahować za pomocą roztworów ałkałicznych. Trudności pojawiają 
się dopiero w dalszej utylizacji hemiceluloz z uwagi na ich różnorodny skład, 
dominację pentoz w szczególności ksylozy (34), która trudno ulega fermentacji 
na tak wartościowe składniki jak etanoł, kwasy organiczne, ksylitoł (35).

Enzymatyczna hydroliza ksylanu, drugiego po celulozie najobficiej wystę
pującego polisacharydu w przyrodzie, wymaga udziału kilku enzymów o róż
nych funkcjach (lys. 8). Enzymy te klasyfikuje się na dwie grupy na podstawie 
natury wiązań, które rozszczepiają. Pierwszą grupę stanowią hydrolazy, po
wodujące hydrolizę wiązań glukozydowych w ksylanie. Należą do nich endo- 
ksylanazy (E.C.3.2 1,8), które przypadkowo rozszczepiają łańcuch ksyłanu do 
ksyłooligosachaiydów; (3-ksylozydaza (E.C.3.2.1.3.7), które degradują ksyło- 
ołigosacharydy w sposób egzo, dając ksyłozę; a-L-arabinofuranozydaza 
(E.C.3.2.1.55) i a-glukuronidaza (E.C.3.2.1), które usuwają arabinozę i pod
stawniki kwasu 4-0-metyłoglukuronowego z łańcucha ksyłanu (36). Druga
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Rys. 8. Model enzymatycznej hydrolizy ksylanu: ^IP- endo-l-4-B-ksylanaza, ^ acetyloeste- 
raiza, O glukuronidaza, <5 arabinofuranozydaza (36).

grupa obejmuje enzymy, które rozrywają wiązania (esterazy E.C.3.1.1) między 
jednostkami ksylozy i kwasem oetowym (esteraza aeetyloksylanu, E.C.3.1.1.6) 
oraz między lańeuehami bocznymi, w skład których wchodzi arabinoza a kwa
sami fenolow5rmi, takimi jak kwas ferulowy (esteraza ferulowa) i kwas p-ku- 
marowy (esteraza kumarowa). Zarówno endoksylanazy jak i P-ksylozydaza są 
pierwszymi enzymami uczestniczącymi w degradacji ksylanu, jednak jego cał
kowita degradacja wymaga synergistycznego działania pozostałych enzymów 
dła usunięcia dodatkowych związków. Idealny kompleks enzymów ksylanołi- 
tycznych powinien charakteryzować się właściwościami, które pozwolą na rów
noczesną hydrolizę celulozy celulazami w optymalnych warunkach dla tego 
procesu.

W ostatnich latach podjęto próby wykorzystania hemicelulaz do procesu 
bielenia pulpy drzewnej, wykorzystując to, że hemicelulozy połączne są kowa
lencyjnymi wiązaniami z ligniną. Rozerwanie tych wiązań przez hemicelulazy 
pozwala łatwiej usunąć ligninę i zmniejszyć zużycie chloru o 25% w procesie 
bielenia (37). W tym pr2^padku preparaty hemicelulaz nie mogą zawierać 
celulaz, gdyż celulazy degradują włókno celulozowe, co jest w tym przypadku 
zjawiskiem niepożądanym.

Etanolowa fermentacja pentoz, w tym ksylozy, nastręcza wiele problemów. 
Znanych jest kilka gatunków drożdży efektywnie fermentujących pentozy, 
należą do nich Pichia stipitis, Candida shehatae. Pachysolen tannophilus (38). 
W prz}Apadku Saccharomyces cereuisiae, zarówno asymilacja jak i fermenta
cja ksylozy nie jest możliwa z uwagi na niedostateczny poziom enzymów 
i brak równowagi w układzie redoks NAD/NADH (39,40). Jednak to drożdże 
S. cereuisiae obok bakterii Zymomonas mobilis są najlepszymi organizmami 
produkującymi etanol. Dlatego dąż}^ się do konstrukcji takich rekombinan- 
tów S, cereuisiae, które byłyby zdolne do fermentacji zarówno pentoz jak 
i heksoz, a także dwucukrów, takich jak celobioza. Są tutaj co najmniej 
dwie możliwości oparte na metabolizmie ksylo/^y przez bakterie i drożdże.
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Rys. 9. Schemat konwersji ksylozy 
do ksylulozy (35).
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W wyniku izomeryzacji ksylozy wobec bakteryjnej izomerazy ksylozowej otrzy
muje się ksylulozę, która jest dalej fermentowana na etanol przez S. cerevi- 
siae. W związku z tym geny izomerazy ksylozowej z szeregu bakterii zostały 
sklonowane i transformowane do S. cerevisiae. Otrzymany transformant jed
nak nie fermentował ksylozy (41), Dlatego wybrano inną drogę wykorzystując 
enzymy drożdży fermentujących ksylozę, tj. reduktazę ksylozową pod wpły
wem której ksyłoza jest redukowana do ksylitołu, a następnie w obecności 
dehydrogenaz}^ ksylitołowej, ksyłitol przechodzi w ksyłułozę (rys. 9). Stosując 
metody inżynierii genetycznej otrzymano rekombinanty S. cerevisiae zawie
rające geny reduktazy ksylozowej i dehydrogenazy ksylitolu i osiągnięto eks
presję obu genów na tych samych lub współistniejących plazmidach. Trans- 
formenty dobrze asymilowały ksylozę jednak produkcja etanolu była niższa 
niż przez P. stipitis, kłasyczny gatunek stosowany w fermentacji pentoz, 
z uwagi na znaczną produkcję ksyłitołu wydziełanego do podłoża (42). Opty- 
małizacja warunków hodowli powinna jednak przyczynić się do zwiększenia 
produkcji etanolu.

Dalszy postęp w poszukiwaniu nowych transformantów nie tylko drożdży, 
ale także bakterii, np. Zymomonas mobilis powinien rozwiązać trudny prob
lem wydajnej fermentacji pentoz na etanol.

8. Uwagi końcowe
Biomasa jako surowiec dla pozyskania energii i związków chemicznych 

stanowi przedmiot zainteresowania wielu placówek badawczych. Co roku 
w Stanach Zjednoczonych ma miejsce sympozjum poświęcone konwersji bio
masy, obecne, XVII nosi tytuł „Symposium on Biotechnology for Fuels and 
Chemicals”. W Europie co 2 lata organizowane są konferencje pt. „European 
Conference for Energy, Environmental, Agriculture and Industry”, w których 
uczestniczy ok. 500 osób. W krajach rozwiniętych zainteresowanie proble
matyką biomasy winno, jak się wydaje, narastać i stanowić sygnał do wię
kszego zaangażowania krajowego potencjału badawczego w opracowanie no
woczesnych technologii przerobu biomasy, z możliwie szerokim uwzględnie
niem biotechnologii, tym bardziej, że produkcja i przerób biomasy stanowią
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przedmiot wykładów na coraz liczniejszych kierunkach studiów w naszych 
uczelniach.

W zakresie biokonwersji materiałów ligninocelulozowych pochodzenia rol
niczego (słoma zbóż, rzepaku, szybko rosnące drzewa i krzewy), leśnego (tro
ciny, gałęzie), miejskiego i przemysłowego (makulatura, włókno zerowe) do eta
nolu, podstawowym problemem pozostaje biosynteza celulaz, a w szczególności 
pozyskanie szczepów rekombinowanych o podwyższonych uzdolnieniach do 
syntezy pełnego kompleksu enzymów celulolitycznych, wyjaśnienie mechani
zmów regulacji i nadprodukcji celulaz, otrzymanie rekombinowanych szczepów 
S. cerevisiae i Zymomonas mobilis zdolnych do wydajnej fermentacji heksoz, 
pentoz, a także dwucukrów (celobioza, ksylobioza). Ważną rzeczą jest dalsze 
doskonalenie metod hodowli drobnoustrojów, w tym w bioreaktorach z komór
kami immobilizowanymi, oraz obróbki materiałów ligninocelulozowych do enzy
matycznej hydrolizy. Postęp w tych kierunkach badań powinien przyczynić się 
do obniżenia kosztów otrzym3rwania etanolu tak by jego cena była zbłiżona 
do aktualnych cen tego surowca z tanich surowców skrobiowych. Problema
tyka wykorzystania ligniny, a w szczególności jej biotransformacja wymaga 
oddzielnego omówienia i nie może być pomijana przy kompleksowym opraco
waniu technologicznego przerobu materiałów ligninocelulozowych.
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Bioconversion of lignocelluiosic materials

S u mmary

The degradation of lignocellulose to provide fuels and chemicals is the subject of intensive 
investigation. This paper outlines the current biotechnological methods and discusses the pro
blems of celluose and hemicellulose bioconversion to ethanol. The relationships between physical 
and chemical properties of lignocellulose and enzymatic hydrolysis are shown. The application 
of genehc engineering to Trichodema reesei, Saccharomyces cerevisiae and other organisms to 
increase the yield of ethanol from lignocellulosics materials is described.
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