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ostepujgee wyczerpywanie sie nieod-
Pnawialnych zasobow surowcow pali-

wowych na Swiecie oraz koniecznos¢

wzmozenia ochrony $rodowiska natural-
nego, skianiajg do upatrywania alterna-
trwnych zrodet energii miedzy innymi
w biomasie roslinnej. Przez termin
»biomasa” rozumie sie kazdy rodzaj ma-
teriatu roslinnego, poczynajac od produ-
ktéw odpadowych mechanicznej obroébki
drewna, a konczac na specyficznych
uprawach charakteryzujgcych sie wyso-
kg zawartoscig sktadnikdéw organicznych
takich jak cukry czy oleje. Jesli wylacty¢
biomase przeznaczong do produkcji zyw-
nosci, jako surowce odnawialne w rachu-
be wchodza: roslinno$¢ lagdowa i wodna
(jedno- i wieloletnia), nadwyzki produkcji
rolniczej i leSnej (zboza, trzcina, trawa),
makulatura, wszelkie odpady organiczne
(state i ptynne), a takze pozostatosci
z produkcji rolniczej (stoma), lesnej (wio-
ry, trociny, kora, odcieki przemystu ce-
lulozowo-papierniczego) i gospodarki ko-
munalnej ($miecie). O rozmiarach tej re-
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zerwy materii organicznej najlepiej $wiadcljy fakt, ze rocznie powstaje ona
na Ziemi w iloSci okoto 200 miliardéw ton, z czego ponad 90% stanowi
ligninoceluloza. Przy Sredniej wartosci opatowej 17 500 kJ/kg biomasa ta
odpowiada energii rownej okoto 800 bilionéw kWh, co stanowi wartos¢ dzie-
sieciokrotnie wiekszg od ilosci energii aktualnie wykorzystywanej przez ludzi
i dwudziestokrotnie wiekszg od zuzywanej energii pochodzenia kopalnego.
Cztowiek zuzytkowuje, jak dotad, jedynie okoto 2% biomasy roslinnej, prze-
znaczajac na cele gospodarcze 1,0 x 107 drewna, 1,6 x 107t zbdz, 0,7 x 10™t
stomy oraz 0,4 x 10" innych surowcéw zawierajacych ligninoceluloze (1).
Szacuje sie rowniez, ze okoto 40% biomasy staje sie corocznie odpadami
rolnymi, przemystowymi i komunalnymi. Perspektywy szerszego siegniecia
do tych zasobow wegla organicznego poprzez ich hydrolize enzymatyczng do
fatwo przyswajalnych przez organizmy cukréw prostych, jak sie wydaje, sa
bardzo obiecujgce. Mogtyby sie one stac¢ dzieki temu przydatne zaréwno w rol-
nictwie, powiekszajac zasoby paszowe, jak réwniez do produkcji biatka mikro-
biologicznego lub niektérych produktéw fermentacji (2, 3). W praktyce jednak
efektywna utylizacja materiatow ligninocelulozowych nie jest tatwa z powodu
sezonowych zmian ich itosci, duzego rozproszenia oraz wysokich kosztow
transportu i przechowywania tak duzej ilosci materii organicznej.

Biomasa ligninocelulozowa moze by¢ przerabiana na produkty uzyteczne
zarbwno na drodze konwersji fizykochemicznej lub biologicznej (lys. 1). Do-
tychczas przewazajg technologie o profilu wyraznie chemicznym, ktGre sa nie-
stety stosunkowo drogie, i co gorsza, powodujg z reguly powstawanie dodat-
kowych odpadéw. Dlatego tez istotnego znaczenia nabiera rozwazenie biolo-
gicznych metod utylizacji odpaddw ligninocelulozowych, polegajagcych na po-
zyt3Avnej ich transformacji przy uzyciu mikroorganizméw lub ich enzymow.
Byloby to zatem umiejetne wykorzystanie w biotechnologii proceséw zacho-
dzacych w bardzo wolnym tempie w przyrodzie. Nadanie takim przemianom
odpowiedniej szybkosci stanowi jeden z warunkoéw ich optacalnosci. Mimo
wielu badan prowadzonych w tym zakresie nie udato sie dotychczas osiagnac
rezultatow na tyle zachecajacych, aby bylty moztiwe do zastosowania na szer-
szg skale (4).

Jedng z szans wykorzystania energii tkwigcej w zwigzkach ligninocelulo-
zowych biomasy roslinnej, stanowi mozliwos¢ ich biotransformacji do alko-
holu etylowego. Mikrobiologiczna produkcja etanolu z celulozy jest przedmio-
tem szczegOlnego zainteresowania z uwagi na fakt, ze moze by¢ on wykorzy-
stany jako materiat pedny do sitnikéw spalinowych lub jako paliwo ptynne
uzupetniajace benzyne. Mieszanka etanolu z benzyng w stosunku 1 : 9 lub
2:8, znana pod nazwg gazoholu, juz dzi$ z dobrym skutkiem stosowana jest
w takich krajach jak Brazylia czy USA. Wyniki badan, a takze praktyka
wskazujg, ze dodatek alkoholu etylowego do benzyny umozliwia czterokrotne
zmniejszenie dodatku czteroetylku otowiu, a nawet catkowite wyeliminowanie
tego zwigzku chemicznego bez zadnych zmian w silniku. Stwierdzenie to ma
bardzo wazne znaczenie z punktu widzenia ochrony S$rodowiska. Zuzywajac
w Polsce okoto 3 min ton benzyny, pojazdy emitujg rocznie do atmosfery.
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a hastepnie do gleby okoto 1400 ton otowiu, ktérego szkodliwy wplyw na
organizm cztowieka jest znany i dobrze udokumentowany.

Proces produkcji etanotu z tigninocelulozandw obejmuje nastepujace etapy:
biosynteze celutaz, wstepne przygotowanie substratu, enzymatyczng jego hy-
drotize oraz fermentacje hydrolizatu i odzysk alkoholu. Produkcja enzyméw
celulolitycznych jest procesem najdrozszym i stanowi okoto 60% catkowitych
kosztow produkcji etanotu. W cetu ich zmniejszenia prowadzone sg badania
nad intensyfikacjg Simtezy celulaz przez drobnoustroje w oparciu o rézne
techniki genetyczne jak mutagenizacje (5, 6), fuzje protoplastow (7) lub prze-
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owietrzne, - . atalityczne Inne procesy przemiany
(gazo e po. Firoliza  Uplynnianie 040 rnianie chemicznej
owéﬁl
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Kompost ~ Kiszonki  Pasza Biogaz proste cele paszowe
do celéw do celow do celow |
paliwowych technicznych spozywczych

Rys. 1. Mozliwosci wykorzystania biomasy roslinnej.
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noszenie genow (8, 9). Wazng role odgrywa rowniez optymalizacja warunkow
hodowli oraz stosowanie induktoréw stymulujgcych synteze celulaz (10).
Trwajg takze poszukiwania tanich zrédet wegla do biosyntezy tych en*yméw
poprzez zastgpienie wysoko oczyszczonej celulozy odpadami ligninocelulo-
zowymi po ich wstepnej obrdbce (11 - 13). WS$réd sposobdéw zmierzajgcyeh do
potanienia kosztéw produkeji celulaz nalezy wymieni¢ proby odzyskiwania
ich z hydrolizatow celulozy (14), immobilizacji (15) lub stosowania metod
hodowli drobnoustrojow efektjrwniejszch pod wzgledem synte?ty tych enzy-
moéw, takich jak hodowle ciaggte (16) oraz prowadzenie fermentacji na podto-
zach statych (17). Zauwazono, ze dobre efekty w zakresie rozktadu odpaddw
ligninocelulozowych mozna tez osiggnaé, stosujac celulazy U2"yskane przy
udziale mieszanych kultur mikroorganizméw (18).

Poznano wiele gatunkéw drobnoustrojow zdolnych do biosyntezy enzyméw
celulolitycznych, ale tylko nieliczne z nich mogga znalez¢ zastosowanie w pro-
dukcji przemystowej. Jest ono uwarunkowane koniecznoscig syntezy petnego
kompteksu enzymoéw niezbednych do biodegradacji cetulozy natywnej.
W skiad jego wchodzg rézne zewnagtrzkomérkowe egzo-p-l,4-D-gtukanazy
(EC 3.2.1.91) i endo-(3-1,4-D-glukanazy (EC 3.2.1.4) oraz (3-1,4-D-gtukozydazy
(EC 3.2.1.21), ktérych taczne dziatanie powoduje hydrolize btonnika do glu-
kozy. Obecnie do najlepszych celulolitbw naleza mutanty szczepu dzikiego
Trichoderma reesei QM6a, ktory zostat wyizolowany w 1950 r. przez Reese'a
i od tego czasu jest sukcesimmie doskonalony poprzez mutagenizacje wielo-
stopniowg prowadzong w réznych krajach. W USA wyizolowano szczepy T.
reesei QM9414, MCG77, Rutger C30; w Finlandii szczep T. reesei VTT79124;
we Francji T. reesei CL847; w bylej CSSR otrzymano szereg szczepdéw o0 sym-
bolach MHC, za$ w Austrii serie SVG (1). Otrzymane mutanty réznig sie
aktywnoscig poszczeg6lnych sktadnikéw kompteksu cetulaz, a w niektérych
przypadkach réwniez rodzajem wymaganego Zrodta wegla jako substratu do
ich wytwarzania.

Preparaty celulolityezne otrzymywane sg z pldméw pohodowlanych drob-
noustrojéw w wyniku ich zageszczania przez ultrafiltracje lub w wyparkach
prézniowych, jak réwniez na drodze wytrgeania enzymow siarczanem amonu
lub etanolem i przez wysuszenie ich metoda liofilizaeji (19). Surowe preparaty
wykorzystuje sie do hydrolizy enzymatyeznej odpadéw celulozowych w celu
ich rozktadu do postaci cukrow rozpuszczatnych.

Na wydajno$¢ hydrotizy enzymatycznej wptywa wiete ezynnikéw, miedzy in-
nymi; rodzaj wstepnej obrébki substratu, hamowanie dziatania enzyméw przez
koncowe produkty biodegradacji, termostabilno$¢ enzymoéw, ich stezenie i ad-
sorpcja na substracie, czas hydrotizy, odczyn Srodowiska, stezenie substratu
w podtozu i jego mieszanie. W zwigzku z tym optymalizacja warunkéw hydrolizy
odgrywa zasadnicza role w pomysinym przebiegu eatego procesu scukrzania.

Hydroliza celulozy jest wynikiem synergicznego dziatania endo- i egzogtu-
kanaz oraz |3-gtukozydaz. W nastepstwie rozktadu celulozy przez dwa pierwsze
zespoty enzymOw powstaje cetobioza i glukoza, ktére nagromadzajac sie
w Srodowisku reakcji hamuja, na zasadzie sprzezenia 2:wrotnego, aktywnosci
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poszczegblnych celulaz, co prowadzi z kolei do obnizenia szybkosci i wydaj-
nosci procesu scukrzania. Wykazano przy tym, ze celobioza jest silniejszym
inhibitorem celulaz niz glukoza (20). Wysoka aktywno$¢ w kompleksie celulaz
P-glukoi5ydazy (enzymu degradujgcego celobioze do glukozy) usuwa z miesza-
niny reagujacej celobioze, co zwigksza efektywnos¢ en?3nriatycznej hydrolizy
btonnika. Hamowaniu hydrolizy przez glukoze mozna zapobiec, prowadzac
scukrzanie celulozy z réwnoczesng fermentacjg powstajacej glukozy do eta-
nolu przez drozdze lub bakterie (21).

Wiele preparatow handlowych celulaz (w tym réwniez otrzymanych z T. re-
esei) charakteryzuje sie malg zawartoscig p-glukozydazy (22), co prowadzi do
nagromadzania sie /Zwiekszonych ilosci celobiozy w hydrolizatach enzymaty-
cznych celulozy. Z drugiej strony szczepy drozdzy stosowane w gorzelnictwie
nie sg zdolne do fermentacji tego cukru (23), co powoduje ograniczenie kon-
wersji hydrolizatow celulozy do etanolu, obnizajac w znacznym stopniu jego
koncowag wydajnos¢. Mozna ten problem rozwigza¢ przez uzupeinianie pre-
paratéw celulaz T. reesei (3-gluko2zydaza pochodzacg z innych Zrodet (np. wy-
tworzong przez Aspergillus) (24), lub przez pozyskiwanie mutantéw T. reesei
syntetyzujacych pozadane ilosci tego enzimiu (6), albo poprzez selekcje mu-
tantéw drozdzy zdolnych réwnoczesnie fermentowac glukoze i celobioze (25).

Podstawowag trudno$¢ w ro/*wigzywaniu probleméw enzymatycznej depo-
limeryzacji materiatdw ligninocelulozowych stanowi ich ogromna ziozonosé.
Btonnikowi towarzyszg zawsze hemicelulozy i ligniny, ktore inkrustujgc tkanke
roslinna, uodpamiaja ja na dziatanie mikroorganizméw oraz wydzielanych
przez nie enzymow. Dlatego tez wszystkie procesy przemystowe, ktérych celem
jest biokonwersja surowcow celulozowych i ligninocelulozowych, powinny by¢
poprzedzone wstepnym ich przygotowaniem. Zabiegi takie majg na celu 2 wie-
kszenie powierzchni wiasciwej substratu, zmniejszenie stopnia Kiystalicznosci
celulozy oraz rozbicie kompleksu ligninowocelulozowego (26). Mimo opracowa-
nia wielu sposobéw wstepnej obrébki biomasy ligninocelulozowej (tab. 1), brak
jest w dalsz3mi ciggu metody idealnie skutecznej i atrakcyjnej ekonomicznie.

Ze wzgledu na prostote i znaczng efektywnos$¢, duzymi walorami prakty-
cznymi, odznacza si¢ maceracja materiatéw ligninocelulozowych w roztworach
alkalicznych oraz ich rozktad hydrotermiczny. Obrdbka tych surowcéw roz-
cienczonym tugiem sodowym powoduje czesciowg ich delignifikacje, a takze
pecznienie celulozy, obnizenie stopnia jej polimeryzacji i krystalicznosci oraz
wzrost powierzchni dostepnej dla enzymu. Bardziej efektywna modyfikacja tej
metody polega na traktowaniu substratu roztworem etanolu i wodorotlenku
sodowego w temp. 170°C. Rozpuszczalniki organiczne, zmniejszajagc napiecie
powierzchniowe wrzacych ptynéw, umozliwiajg dyfuzje produktow degradaciji
ligniny z substratu do roztworu i ulatwiajg dostep zasady do weglowodandw
i ligniny, tkwigcych w tym substracie. tug sodowy, oprocz przemiany ligniny
do jej bardziej rozpuszczalnych pochodnych sodowych, przemieszcza *wigzki
cukrowe o niskiej masie czasteczkowej ze Sciany komérkowej, powodujac
w ten sposéb rozszerzenie poréw w Scianie substratu ligninocelulozowego,
a tym samym utatwienie dostepu do niego odczynnikdw (35).
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Tabela 1
Mettody wstepnego !'rzygotowania ugninoceluix)zanéw do hydrolizy enzymatycznej
I WYWOLANE NIMI ZMIANY W STRUKTURZE SUBSTRATU

Operacje (czynniki) Rodzaj

Metoda wywolujace zmiang . Literatura
struktury substratu wywotanych zmian

fizyczna mielenie (kulowe, zwiekszenie powierzchni (27 - 29)
wibracyjne, ci$nieniowe, wiasciwej i wielkosci pordw,
Scierajace pomiedzy dwoma zmniejszenie stopnia
walcami), polimeryzacji celulozy i jej
napromieniowywanie amorfizacja, hydroliza
(wigzka elektrondw, hemiceluloz, czesciowa
promienie y, mikrofale), depolimeryzacja ligniny
wysoka temperatura
(piroliza, parowanie
eksplozyjne)

chemiczna zasady, kwasy, gazy, delignifikacja, obnizenie (12, 30, 31)
utleniacze, reduktory, stopnia polimeryzacji
rozpuszczalniki organiczne i krystalicznosci celulozy

oraz jej pecznienie,
wzrost porowatosci

biologiczna grzyby biatej zgnilizny delignifikacja (32, 33)
drewna {Pleurotus.
Pycnoponis. Ischnoderma.
Phlebia i in.)

mieszana maceracja alkaliczna degradacja hemiceluloz, (34)
potaczona z parowaniem delignifikacja, pecznienie
eksplozyjnym, mielenie celulozy, zwiekszenie
z nastgpujaca po nim powierzchni wiasciwej
obroébka alkalicznag lub i wielkosci poréw
kwasowg

Proces hydrotermiczny polega na ogrzewaniu biomasy celulozowej z wodg
lub parg wodng w temp. 185 - 210°C przez 5 do 20 min lub w temp. 240 -
260°C przez kilkanascie lub kilkadziesiagt sekund oraz na eksploXyjnym roz-
prezeniu mieszaniny (36). Metoda ta pozwala rozdzieli¢ substrat na frakcje
rozpuszczalng w wodzie zawierajgca hydrolizat hemiceluloz, frakcje ligninowsg
oraz frakcje celulozowg o zawartosci btonnika od 70 do 90%. W wyniku tego
rodzaju obrébki hydrotermicznej zachodzi daleko posunieta hydroliza hemi-
celuloz oraz czeSciowa depolimeryzacja ligniny. Katalizatorem tych reakcji jest
kwas octowy powstajacy w wyniku ogrzewania substratu (37). Wykazano réw-
niez, ze metoda ta, nie wptywa na zmiane struktury Kiystaticznej celulozy.

Sadzac z informacji literaturowych, problem hydrolizy enzymatycznej su-
rowcow roslinnych by¢é moze zostanie w przysztosci czeSciowo rozwigzany po-
przez zastosowanie w uprawach roslin (np. traw) inhibitoréw biosyntezy lig-
niny. Jeden z takich inhibitorow — kwas aminooksy-(3-fenylopropionowy.
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hamuje kluczowy enzym syntezy ligniny na drodze: fenyloalanina - kwas cy-
namonowy (38). Badania nad wyhodowaniem traw ,,bezligninowych” od kilku
lat prowadzone sg w skali szklarniowej w Berkshire (Wielka Brytania). Rosliny
pozbawione bariery ligninowej i zawierajgce w swej biomasie gtownie celuloze,
bedg niewatpliwie charakteryzowaty sie lepsza strawnoscia i stanowity suro-
wiec tatwo poddajacy sie biokonwersji do cukréw prostych.

Miarg postepu w dziedzinie wykorzystania surowcéw celulozowych do pro-
dukcji etanolu jest szacowany koszt produkcji tego zwigzku. Przed 10 laty
oceniano, ze koszt ten wynosit 4 USD za galon (okoto 4 dm”), natomiast
w ostatnich latach koszt obnizyt sie do 1,8 USD/galon. Je$liby wykorzysta¢
biezgce W3miki badan naukowych to etanol z surowcéw ligninocelulozowych
mozna by otrzymac po kosztach ponizej 1 USD/galon. Stosujac za$ wielo-
krotne wykorzystanie enzymow celulolitycznych w procesie hydrolizy oraz pet-
niejsza utylizacje produktow ubocznych, koszt produkcji etanolu moze by¢
zmniejszony ponizej 0,2 USD za | dm”. Dla poréwnania, planowana cena
sprzedazy 1 galonu alkoholu pochodzacego z syntezy chemicznej (z etylenu
jako surowca wyjsciowego) okreslona zostata na 1,65 USD, za$ z fermentacji
zboza — 1,88 USD.

Biotransformacja celulozy do etanolu moze zachodzi¢ zaréwno na drodze
bezposredniej konwersji mikrobiologicznej tego polisacharydu jak i poprzez
sukcesywne lub réwnoczesne jego scukrzanie i fermentacje. Z punktu widze-
nia ekonomicznego, bezposrednia konwersja celulozy do etanolu jest sposo-
bem najbardziej korzystnym, poniewaz wszystkie etapy prowadzace do jego
otrzymania, tj. produkcja enzymow, hydroliza i fermentacja — sg tu wza-
jemnie powigzane. Metoda ta oparta jest na wykorzystaniu czystych badz
mieszanych kultur drobnoustrojéw fermentujgcych celuloze do etanolu. Zdol-
no$¢ te wykazujg m.in. beztlenowe, termofilne bakterie Clostridium thermo-
cellum (39), jak réwniez gr*yby nitkowate z gatunkéw Monilia sp. (40), Neu-
rospora crossu (41) i Paecilomyces sp. (42). Badania procesu fermentacji z wy-
korzystaniem tych organizméw wykazaly, ze przebiega on bardzo powoli (3 -
12 dni) i jak na razie z niewielkg tylko wydajnoscia (0,8 - 60 g etanolu/dm”)
prawdopodobnie z powodu niewielkiej ich opornosci na wyzsze stezenia al-
koholu etylowego (43), Innym mankamentem tego procesu (szczegOlnie
w przypadku fermentacji bakteryjnych) jest wytwarzanie podczas fermentacji
licznych produktéw ubocznych, w tym gtdwnie kwasu octowego i mlekowe-
go (44).

Bezposredniej konwersji wstepnie zmodyfikowanej stomy pszennej do eta-
nolu, mozna tez dokon™ac¢ przy Avykorzystaniu kultur mieszanych szczepow
ClI thermocellum z beztlenowcami fermentujgcymi pentozy, a mianowicie: Cl.
thermosaccharolyticum i Cl. thermohydrosulphuricum (45).

W celu zwigkszenia efektywnosci procesu produkcji etanolu na drodze bez-
posredniej konwersji mikrobiologicznej substratu ligninocelulozowego, trwajg
obecnie poszukiwania szczepow termofilnych, nie wytwarzajacych kwaséw or-
ganicznych i wykazujacych oporno$¢ na wyzsze stezenia tego alkoholu.

Scukrzanie i sukcesywna fermentacja celulozy, podczas ktérych poszcze-
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gélne etapy (tj. wytwarzanie celulaz, hydroliza substratu i fermentacja hydro-
lizatow), wystepujg rozdzielnie, stwarza mozliwo$¢ zoptymalizowania warun-
kow przebiegu poszczegblnych faz tego procesu i odpowiedniego nimi mani-
pulowania. Jednak w tym wypadku produkty kohcowe hydrolizy enzymaty-
cznej, w postaci glukozy i celobiozy, hamujg aktywnos$¢ celulaz, co wptywa
ujemnie na tempo procesu scukrzania i koncowe stezenie cukréw, a w re-
zultacie tego, takze na wydajnos$¢ etanolu (20).

Proces oparty na potgczeniu hydrolizy enzymatycznej celulozy z jednoczes-
nym odfermentowaniem uzyskanych cukrow do etanolu, znany jest pod skro-
towg nazwag SSF {simultaneous saccharification and fermentation — réwno-
czesne scukrzanie i fermentacja). W poréwnaniu z procesem, w ktérym oby-
dwa etapy s rozdzielone, metoda ta pozwala na U2yskanie wiekszej (0 25 -
40%) wydajnosci etanolu, na skutek zniesienia hamowania hydrolizy konhco-
wymi jej produktami oraz eliminuje konieczno$¢ stosowania oddzielnych re-
aktorow stuzacych do scukrzania i fermentacji. Do innych zalet tego systemu
mozna zaliczyé krotki czas trwania procesu jak réwniez wyrazne obnizenie
ryzyka zakazen mikroflorg postronng w “gzku z wysokg temperaturg jego
przebiegu, obecnoscig etanolu w $rodowisku reakcji oraz warunkami beztle-
nowymi (46, 47). Pomimo wyraznych kor‘ysci, jakie daje system SSF, ma on
tez szereg ograniczen, do ktérych w piei-wszym rzedzie nalezy zaliczy¢ r6znice
optiméw temperaturowych hydrolizy (45 - 50°C) i fermentacji (28 - 35°C). Poza
tym wytwarzany etanol i substancje toksyczne, uwalniajace sie w procesie
hydrolizy materiatéw ligninocelulozowych poddanych wstepnej obrobce, moga
hamowac zar6wno wzrost i aktywnos$¢ fermentacyjng drozdzy jak i aktywno$¢
celulaz (48 - 50). Waznym problemem w procesie réwnoczesnego scukrzania
i fermentacji celulozy do etanolu jest uzyskanie stanu ,,zgodnosci” miedzy
drozdzami a enlymem. Pewne bowiem substancje (np. enzymy proteolityczne),
uwalniajgce sie z komorek niektorych szczepdw, powodujg degradacje enzy-
mow. Z drugiej za$ strony, komponenty preparatdow enzdmatycznych moga
prowadzi¢ do li2?y komérek drozdzy.

Pomimo licznych prac badawczych nie uruchomiono dotychczas na $wiecie
zaktadu, ktéry przerabiatby surowce celulozowe do etanolu metoda biologi-
czng w skali przemystowej: zorganizowano natomiast kilka stacji pilotowych.
W roku 1976 w Pittsburgu (USA) powstat pierwszy zaktad doswiadczalny
produkcji etanolu z celulozy w oparciu o proces SSF, o zdolnosSci przerobowej
1 t surowca (state odpady miejskie) dziennie. Uzyskane wyniki pozwolity ame-
rykanskiemu koncernowi przemystowemu Gulf Oil na dokonanie doktadnej
oceny ekonomicznej tego przedsiewziecia oraz zaprojektowanie na poczatku
lat osiemdziesigtych budowy zaktadu o docelowej produkcji 150 000 galonéw
etanolu dziennie z 2000 t odpaddw celulozowych i przewid}avanej cenie sprze-
dazy produktu finalnego w 1983 r. ustalonej na 0,95 dolara za galon (46, 51).
Koszty zwigzane z tg inwestycjg miaty wynie$¢ 112 miliondw dolaréw (dane
z 1981 r.) ale, jak dotad, nie doszto do jej realizacji.

W ramach programu RAPAD (The Research Association for Petroleum Al-
ternatives Development) w Japonii uruchomiono w 1983 r. stacje doswiad-
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czalng do przerobu okoto 700 kg surowca na dobe. Enzymy produkuje sie
w fermentorach o pojemnosci 4000 dm”, wykor'ystujac szczepy T. reesei.
Odzyskiwanie czesci enzymdéw prowadzi sie za pomoca ultrafiltracji. Otrzy-
mano nowy szczep Kluyveromyces cellobiovorus KY 5199, ktéry fermentuje
do etanolu zaréwno ksyloze, jak celobioze i glukoze (1).

Jedna z wiekszych stacji doswiadczalnych o zdolno$ci przerobowej 1 do
4 t surowca ha godzine (metoda ciaggta) zostata uruchomiona w 1988 r.
w Soustons we Francji. Surowce celulozowe poddaje sie wstepnej obrobce
metodg parowania i eksplozyjnego rozprezania. Produkcja enzymow zachodzi
w fermentorze o poj. 30 m™. Hodowle T, reesei (szczep CL847) prowadzi sie
na podtozu 2z zawartoscig laktozy. Produktywnos$¢ szczepu wynosi
140 j.FPU/dm”/godz. Wedtug oceny autorow, ktorzy opracowali nowg metode
produkcji kompleksu celulaz, koszt enzymoéw niezbednych do produkcji 1 kg
cukru jest bardzo niski, wynosi bowiem tylko 3 centy. Hydroliza enz3rmaty-
czna jest prowadzona w urzgdzeniu o pojemnosci 25 m*. W jednym cyklu
mozna otrzymac¢ 3 t cukru. Fermentacja ma by¢ prowadzona w kadzi o po-
jemnosci 50 m”~. Przewiduje sie otrzymywanie etanolu, a takze prowadzenie
fermemtacji acetonowo-butanolowej.

W Kkraju zamierza sie¢ zorganizowac stacje do$wiadczalng do przerobu su-
rowcow celulozowych (gtdwnie stomy rzepakowej) o zdolnosci przerobowej 4 -
5 t/dobe. Projekt procesowy jest przygotowywany w Instytucie Biotechnologii
Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie.

W celu rozwiazania niektorych probleméw odnoszacych sie do réwnoczes-
nego scukrzania i fermentacji celulozy do etanolu, przetestowano wiele ga-
tunkéw drozdzy oraz bakterie Zymomonas mohilis w potaczeniu z celulazami
wytwarzanymi przez mutanty T. reesei (6, 52 - 54). Stwierdzono, ze dla zwie-
kszenia efektywnosci procesu SSF nalezy poszukiwac termostabilnych szcze-
poéw mikroorganizméw zdolnych do produkcji znacznych ilosci alkoholu ety-
lowego w temperaturach bliskich optymalnej dla procesu scukrzania i wyka-
zujgcych odpowiednig opornos¢ wobec etanolu i celulaz. Ciekawy sposob wy-
eliminowania negatywnego wptywu nadmiernych stezen etanolu na aktywno$c
fermentacyjng drozdzy i celulaz w systemie SSF opracowali Ghose i wsp. (55).
Do prowadzenia tego procesu zastosowali oni specjalnej konstrukcji reaktor
w ktérym, dzieki okresowemu usuwaniu etanolu, jego stezenie byto przez caty
czas utrzymywane na odpowiednio niskim poziomie.

Zaden z opisanych dotad systemow utylizacji celulozy nie spetnia wymogéw
przemystowych ze wzgledu na matg szybko$¢ hydrolizy celulozy, ktéry to etap
limituje szybko$¢ wytwarzania etanolu. Dalszg trudnoscia jest fakt, iz wie-
kszos¢ drobnoustrojéw, stosowanych do rozktadu materiatu celulozowego, nie
ma zdolnosci degradacji ksylozy, produktu hydrolizy hemicelulozy.

Mozna jednak na tym polu odnotowaé wyrazny postep. lzolowano np. mu-
tanty Clostridium o zwiekszonej produktywnosci i tolerancji na etanol, nie
wytwarzajace ponadto produktéw ubocznych. Odkryciem waznym w tej dzie-
dzinie jest wykazanie, ze jesli ksyloze przeksztatci¢ w ksylutoze to podlega
ona fermentacji etanolowej pod v/ptywem drozdzy. Otworzyto to droge do prob
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inkorporacji do genomu drozdzy genu izomerazy ksylozowej. W przypadku
powodzenia drozdze bylyby zdolne do fermentacji heksoz i pentoz. W celu
obnizenia kosztéw hydrolizy enzymatycznej otrzymuje sie szczepy plesni T,
reesei syntetyzujgce celulazy na roztworach cukru (np. laktozy) (56). Sa to
mutanty konstytutywne lub oporne na represje cukrowa> Ponadto na drodze
inzynierii genetycznej przeniesiono geny celulaz z Trichoderma do drozdzy
z gatunku Saccharomyces cerevisiae. Wigze sie rowniez nadzieje na Uyskanie
pozytywnych wynikéw drogg rekombinacji DNA (9). Istnieje grupa drobnou-
strojéw o silnej aktywnosci celulolitycznej, jak rowniez aktywnie fermentuja-
cych cukiy proste do etanolu. W obrebie tej puli szczepdw mozliwe sa zatem
r6znorodne kombinacje gendéw, nawet takie, w wyniku ktérych mégtby po-
wsta¢ superszczep zdolny do hydrolizy celulozy i ksylanu wraz z fermentacja
etanolowg glukozy i ksylozy.

Analiza prac prowadzonych w kraju i na $wiecie odnosnie do wykorzysta-
nia surowcow ligninocelulozowych do produkcji etanolu wskazuje, ze pomimo
licznych trudnosci, stanowi on nadal aktualny i wazny problem biotechno-
logiczny. Jego rozwigzanie moze przynie$¢ duze korzysci ekonomiczne w prze-
mysle paliwowo-energetycznym jak i w ochronie $rodowiska naturalnego.
Wraz z wyczerp3Twaniem sie Swiatowych zasobow ropy naftowej i wzrostem
jej ceny, zainteresowanie technologiami przetwarzajagcymi biomase roslinng
na paliwa ptynne bedzie wzrastato, w szczegélnosci dotyczy to krajéw nie
posiadajacych ztéz ropy naftowej. Dlatego tez w dalszym ciggu w wielu labo-
ratoriach badawczych realizowane sg prace nad doskonaleniem technologii
biokonwersji odpaddéw ligninocelulozowych do etanolu zaréwno na poziomie
badan podstawowych jak i technicznych.
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Microbial production of ethanol from lignocellulosic wastes
Summary
Current trends in the produetion of ethanol from lignoeellulosics are reviewed. Partieular
emphasis is laid on the pretreatment of the lignoeellulose materials and their simultaneous

saecharification and fermentation to ethyl alcohol.
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