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Biodiesel obtained by microbiological methods

Summary

Biodiesel - a fuel for diesel engines - represents an alternative environ-
ment-friendly source of energy obtained from renewable materials. Biodiesel is
produced in triacylglycerol transesteriftcation by alcohols such as methanol or
ethanol and comprises fatty acid methyl and ethyl esters. For ecological rea-
sons, the enzymatic transesterification is becoming of increasing interest, yet
high price of enzymes obstructs its full industrial application. This work pres-
ents the latest achievements in biodiesel enzymatic production that refer both
to isolated lipases as well as microorganisms that synthesize these enzymes. In
the latter case, the work focuses on methods that allow for increasing
biocatalyst activity and stability through changes in microorganism culture con-
ditions, their immobilization and application of genetic engineering techniques.
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1. Wstep

Biopaliwa, czyli paliwa otrzymane w wyniku przetwarzania
produktéw roslinnych cieszag sie coraz wiekszym zainteresowa-
niem ze wzgledu na wyczerpujgce sie zasoby ropy naftowej i ros-
nace zagrozenie Srodowiska naturalnego. Biopaliwa ciekte sg
otrzymywane na drodze fermentacji alkoholowej lub chemicznej
przerébki olejéw roslinnych. Prébowano réwniez stosowac jako
paliwa oleje roslinne w naturalnej postaci (juz Rudolf Diesel na
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wystawie Swiatowej w Paryzu w 1900 r. przedstawit silnik napedzany olejem z o-
rzeszk6w ziemnych), jednak ze wzgledu na duzag lepko$é, niska liczbe cetanowa,
znaczng zawartos¢ wolnych kwasow ttuszczowych i zmiany zachodzace w czasie ich
przechowywania nie uzyskaly one wiekszego praktycznego znaczenia. O wiele ko-
rzystniejsze wiasciwosci maja estry wyzszych kwaséw tluszczowych i krétkotancu-
chowych alkoholi (do czterech atomoéw wegla w czasteczce) (1), ktére popularnie
nazywane sg biodieslem. Ma on w poréwnaniu z paliwami bazujgcymi na ropie naf-
towej nastepujgce zalety:

1) jest otrzymywany z materiatdw roslinnych tzn. surowca odnawialnego, a za-
tem nie przyczynia sie do wzrostu emisji dwutlenku wegla,

2) ulega biodegradacji i nie jest toksyczny,

3) moze by¢ produkowany z lokalnego surowca roslinnego, odpowiedniego dla
danej szerokosci geograficznej,

4) przy spalaniu daje mniej zanieczyszczen, takich jak tlenek wegla(ll), tlenki
siarki i sadza (1).

Biodiesel otrzymywany jest w reakcji transestryfikacji triacylogliceroli, wyste-
pujacych w olejach roslinnych i ttuszczach zwierzecych, alkoholami - gtéwnie me-
tanolem lub etanolem (schemat 1). Powstajg wéwczas estry metylowe kwasow thusz-
czowych (FAME, ang. Fatty Acid Methyl Esters) i estry etylowe kwasow ttuszczowych
(FAEE, ang. Fatty Acid Ethyl Esters). Reakcje transestryfikacji wymagajg zastosowania
katalizatorow - na skale przemystowa uzywane sg katalizatory zasadowe lub kwa-
sowe, zaleznie od rodzaju oleju roslinnego wykorzystanego do produkcji biodiesla
(transestryfikacja chemiczna), jednakze coraz wiekszg role zaczynajg odgrywac¢ me-
tody mikrobiologiczne (transestryfikacja enzymatyczna) polegajgce na dziataniu en-
zymoOw zaréwno wyizolowanych, jak i wydzielanych bezposrednio do Srodowiska
reakcji, przez odpowiednie mikroorganizmy (2).

Wszystkie te metody sg przedmiotem wielkiego zainteresowania w ostatnich la-
tach, o czym moze Swiadczy¢ duza liczba prac przegladowych w literaturze angloje-
zycznej na temat metod syntezy biodiesla (3-6).

Ri— coo- =cH. Ri— COOCH3 HO---—-CH
1 " |

R2—coo0 -cH 3CH,0H R2—- COOCH3 HO-----CH
Ro—COO -CH, R3— COOCH3 HO--—CH
Triacyloglicerol Metanol Estry (FAME) Glicerol

Schemat 1. Reakcja transestryfikacji triacyloglicerolu z metanolem.
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2. Metody transestryfikacji stosowane w produkcji biodiesla

w przemystowych metodach produkcji biodiesla wykorzystywane sg gtéwnie ka-
talizatory zasadowe, przede wszystkim wodorotlenek sodu lub potasu. Reakcja pro-
wadzona jest przez kilka godzin w temperaturze 40-65°C, w nadmiarze alkoholu,
ktory w tym przypadku spetnia role rozpuszczalnika (7). Stosowane sg takze alkoho-
lany oraz weglany sodu lub potasu, ktére pozwalaja osiagna¢ duza wydajnosé w re-
akcji transestryfikacji, ale wymagajg bezwodnych substratéw w celu wyeliminowa-
nia hydrolizy. Ponadto oleje ro$linne poddawane transestryfikacji nie powinny za-
wiera¢ wolnych kwasoéw tluszczowych (< 0,5%) (1), poniewaz w obecnosci zasady
tworzg sie ich sole - mydta. Prowadzi to do zuzycia katalizatora, a obecno$¢ mydta
powoduje powstawanie emulsji lub zZelu, co utrudnia wydzielanie produktu (8).

Katalizatory kwasowe uzywane sg rzadziej ze wzgledu na ich wkasciwosci koro-
zyjne i relatywnie malg szybkos$¢ reakcji, ktore katalizujg (8). Wydajna synteza bio-
diesla z uzyciem powszechnie stosowanych kwaséw, takich jak chlorowodorowy,
siarkowy, fosforowy i organiczne kwasy sulfonowe (np. p-toluenosulfonowy) wyma-
ga temperatury 55-80°C oraz uzycia trzydziestokrotnego nadmiaru molowego alko-
holu w stosunku do triglicerydéw (9).

Prowadzone sg rowniez prace nad zastosowaniem katalizatoréw heterogenicz-
nych, zaréwno zasadowych jak i kwasowych, takich jak tlenek cyny(ll), tlenki metali
i 1l grupy czy zeolity (10).

Pomimo ze stosowanie katalizatoréw chemicznych umozliwia osiggniecie wydaj-
nosci syntezy na poziomie 98% (9), to jednak metoda ta ma wiele wad, do ktérych
mozna zaliczy¢: znaczne zapotrzebowanie na energie i metanol (lub etanol), trudno-
éci w izolacji produktu i usuwaniu glicerolu oraz duze ilosci zasadowych Sciekdéw
w przypadku katalizy zasadowej lub duzg korozyjnos¢ w procesie katalizowanym
kwasem (11). Czynniki te powodujg, ze kataliza chemiczna nie jest przyjazna $rodo-
wisku naturalnemu.

Alternatywe dla transestryfikacji chemicznej stanowig metody enzymatyczne,
polegajgce na wykorzystaniu lipaz czyli hydrolaz acyloglicerolowych (EC 3.1.1.3),
katalizujacych rozktad lub synteze estréw glicerolu i wyzszych kwasow tluszczo-
wych. Lipazy wykazujg aktywnos¢ hydrolityczng w roztworach wodnych, natomiast
w $rodowisku rozpuszczalnikéw niewodnych potozenie stanu réwnowagi reakcji
przesuwa sie w strone syntezy estréw lub transestryfikacji (12). Wiekszos¢ lipaz sto-
sowanych w reakcjach chemicznych jest produkowana przez mikroorganizmy takie
jak bakterie, plesnie czy drozdze.

Enzymatyczna produkcja biodiesla mozliwa jest przy uzyciu zaréwno lipaz wy-
izolowanych, jak i catych mikroorganizméw produkujacych te enzymy. W obu przy-
padkach procesem utatwiajgcym wydzielenie i oczyszczanie produktow jest immo-
bilizacja, ktéra pozwala na wielokrotne uzycie katalizatora, a czesto takze podnosi
wydajnosc¢ reakcji (13). Dodatkowo aktywnos¢ katalityczng mikroorganizmow moz-
na zwiekszac stosujgc modyfikacje genetyczne (14), wpltywajgce zaréwno na jakos¢
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jak i na ilos¢ wydzielanych przez nie enzymow. W poréwnaniu z metodami chemicz-
nymi, transestryfikacja enzymatyczna charakteryzuje sie przede wszystkim brakiem
odpadéw niebezpiecznych dla srodowiska, mniejszym zapotrzebowaniem na ener-
gie oraz fatwiejszym usuwaniem glicerolu z mieszaniny reakcyjnej (15,16).

3. Zastosowanie wyizolowanych lipaz

w syntezie biodiesla najszerzej stosowane byly lipazy z Pseudomonas fluorescens,
Rhizomucor iniehei, Candida antarctica (Novozym 435) i Pseudomonas cepacia, ktére
skutecznie katalizujg reakcje transestryflkacji rozmaitych olejéw alkoholami pierw-
szorzedowymi (17-19). Aktywnosc¢ katalityczna enzymow zalezy od rodzaju i formy
(immobilizacja) uzytej lipazy - rdznig sie one selektywnoscia, reaktywnoscig w sto-
sunku do alkoholi pierwszo- i drugorzedowych oraz odpornoscig na inhibicje meta-
nolem. Iso i wsp. (20) doniesli o czterokrotnie wiekszej aktywnosci katalitycznej im-
mobilizowanej lipazy z Pseudomonas fluorescens w poréwnaniu z lipazami syntetyzo-
wanymi przez P. cepacia, M. javanicus, C. rugosa czy R. niveus. Inna lipaza, syntetyzo-
wana przez bakterie Pseudomonas fluorescens szczep B68, osigga najwyzsza aktyw-
nos¢ w temperaturze 20°C. Luo i wsp. (21) przeprowadzili z jej udziatem reakcje
transestryflkacji oleju sojowego z metanolem, osiggajgc w temperaturze 20°C wy-
dajnos¢ konwersji do estréow metylowych réwng 92%. Wykorzystanie tej nowej lipa-
zy w przemystowej produkcji biodiesla umozliwi znaczg redukcje kosztow, ponie-
waz obnizenie temperatury procesu ze stosowanych obecnie od 35-50°C do 20°C
zmniejszy zapotrzebowanie na energie. W stosunku do olejow, w skiad ktérych
wchodzi wieksza ilos¢ wolnych kwasow tluszczowych (oleje odpadowe i nierafmo-
wane) zastosowano hybrydowg technologie taczaca hydrolize enzymatyczng oleju
z transestryfikacjg katalizowana kwasami (22).

Reakcje transestryflkacji z udzialem enzyméw mozna prowadzi¢ zaréwno w roz-
puszczalnikach (eter naftowy, heksan) (23) jak i w ukladach bezrozpuszczalniko-
wych (19). W tym ostatnim przypadku wydajnos¢, katalizowanej przez lipaze Novo-
zym 435, reakcji otrzymywania estréw etylowych i butylowych wyniosta ok. 80%, na-
tomiast estrow metylowych powstaly jedynie Sladowe ilosci (ok. 3%). Podobng zalez-
nos¢ zaobserwowat Abigor i wsp. (24), ktéry w swoich badaniach wykorzystali lipa-
ze z Pseudomonas cepacia do przeprowadzenia reakcji transestryflkacji oleju palmo-
wego z réznymi rodzajami alkoholi. Najwyzszy stopiern konwersji do estrow wyz-
szych kwasow tluszczowych uzyskano dla etanolu (72%); natomiast dla metanolu
wynosit on tylko 15%, a przyczyng tego byla dezaktywacja enzymu przez metanol.
Dezaktywacja zdaniem autoréw wynika z réznicy lepkosci alkoholi, wptywajgcej na
efektywny kontakt lipaz z substratami. Obecnie prowadzone sg liczne prace badaw-
cze w celu zwiekszenia efektywnosci reakcji metanolizy, poniewaz metanol jest po-
wszechnie stosowanym substratem do produkcji biodiesla na skale przemystowa, ze
wzgledu na niska cene oraz duzg dostepnosé. Okazalo sie, ze dezaktywacji enzymu
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mozna zapobiega¢ poprzez stopniowe dozowanie metanolu (25), co pozwala osiag-
na¢ wydajnos¢ konwersji do FAME na poziomie 98%. Watanabe i wsp. (26) zapropo-
nowali dwustopniowe dodawanie metanolu do roztworu zawierajgcego lipaze
Novozym 435. Wysoka aktywnos¢ enzymu (wydajnosé FAEE 95%) pozostata wow-
czas na niezmienionym poziomie przez 70 cykli reakcyjnych. Korzystny wptyw miata
tez wstepna preinkubacja enzymu w oleinianie metylu przez 0,5 h, a pézniej w oleju
sojowym przez 12 h (27). inhibitujacy wptyw metanolu mozna takze zminimalizo-
wac stosujgc dodatek ferf-butanolu jako rozpuszczalnika. W ukiadzie 54% oleju z na-
sion bawelny, 13,5% metanolu i 32,5% fert-butanolu w obecnosci lipazy z Candida
antarctica otrzymano FAME z wydajnoscig 97% (28).

Enzym moze by¢ réwniez dezaktywowany przez powstajacy w reakcji glicerol.
W celu zminimalizowania tego efektu, glicerol nalezy usuwac w trakcie trwania pro-
cesu, np. metoda dializy do fazy wodnej (29) lub przemywajac zimmobilizowany en-
zym izopropanolem po kazdym cyklu reakcyjnym (30). Optymalizacje warunkoéw
produkcji biodiesla przeprowadzono dla procesu transestryfikacji ciggtej i perio-
dycznej z udzialem lipazy Novozym 435 (31). W procesie ciagtym przy zastosowaniu
kolumn wypelnionych enzymem oraz usuwaniu glicerolu za pomocg hydrocyklonu,
uzyskano poziom konwersji dla oleju roslinnego i oleju odpadowego wynoszacy od-
powiednio 93 i 92%, natomiast proces periodyczny dawat maksymalng wydajnos¢
96% przy dodawaniu metanolu w trzech porcjach. Dodatkowo stwierdzono, ze im-
mobilizowana lipaza zachowuje swojg aktywnos¢ przez 20 dni trwania reakcji, za-
tem metoda ta moze by¢ wykorzystana na skale przemystowa (31).

Obecnie trwajg tez badania nad zastosowaniem innych niz alkohole, akceptoréw
grup acylowych w celu zwiekszenia efektywnosci procesu transestryfikaciji. Du i wsp.
(32) zaproponowali uzycie octanu metylu do przeprowadzenia transestryfikacji ole-
ju sojowego, katalizowanej przez lipaze Novozym 435. Nadmiar octanu metylu nie
powoduje dezaktywacji enzymu, a wydajnos¢ reakcji przy stosunku molowym re-
agentow 12:1 (octan metylu . olej) wyniosta 92%, zaréwno dla oleju rafinowanego
jak i surowego, podczas gdy w przypadku uzycia metanolu z oleju surowego po-
wstajg jedynie Sladowe ilosci estréw metylowych. Dodatkowo aktywnos$¢ enzymu
w reakcji z octanem metylu pozostata na niezmienionym poziomie nawet po 100 cy-
klach reakcyjnych. Podobne warunki zastosowat Lipkowski i wsp. (33) uzyskujac bio-
paliwo, w sktad ktérego wchodzity wszystkie produkty reakcji, tj. FAME oraz triace-
tyloglicerol.

Z kolei octan etylu dla olejow z jatrofy i stonecznika pozwala uzyskac¢ wydajnosé
transestryfikacji przy udziale lipazy Novozym 435 na poziomie 90% (34). W poréw-
naniu do procesu etanolizy, wysokie stezenie octanu etylu w roztworze (stosunek
molowy octanu do oleju wynosit 11:1) nie miatlo wpltywu na spadek aktywnos$ci en-
zymu nawet po 12 cyklach. Zatem mozna przypuszczaé, ze alternatywne akceptory
grup acylowych, ze wzgledu na wysokg efektywnos¢ oraz utrzymanie stabilnosci im-
mobilizowanych enzyméw w kolejnych cyklach reakcyjnych pozwolg na znaczng re-
dukcje kosztéw enzymatycznej produkcji biodiesla.
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4. Zastosowanie mikroorganizmoéw produkujacych lipazy

Podstawowym problemem w enzymatycznej produkcji biodiesla na skale prze-
mystowa jest koszt biokatalizatora. Przygotowanie lipaz w postaci wolnej lub immo-
bilizowanej wymaga skomplikowanych procesow izolacji, oczyszczenia i unierucho-
mienia na nosnikach, powodujac wzrost kosztéw. Bezposrednie wykorzystanie li-
paz produkowanych przez komoérki mikroorganizmow jako biokatalizatoréw tran-
sestryfikacji pozwolitoby na zwiekszenie efektywnosci reakcji i znaczne zmniejsze-
nie jej kosztow. Badania w tej dziedzinie koncentrujg sie gtéwnie na lipazach wy-
dzielanych przez Rhizopus oryzae i Rhizopus chinensis.

Przy zastosowaniu mikroorganizmow produkujgcych lipazy szczegdlnie istotny
jest problem przenikania enzymow do Srodowiska reakcji, co jest zwigzane z bu-
dowa btony komérkowej, a szczegolnie z jej sktadem (35). Hama i wsp. (36) zbadali
wplyw budowy btony komérkowej Rhizopus oryzae na stabilno$¢ catokomorkowych
biokatalizatorow i przebieg reakcji metanolizy. Sktad btony komérkowej moze by¢
kontrolowany poprzez dodanie do medium hodowlanego réznych rodzajow kwa-
sOw tluszczowych. Komérki, hodowane na podtozu wzbogaconym w kwas oleinowy
i linolowy, czyli kwasy nienasycone, wykazywaty wyzszg aktywnos¢ w reakcji meta-
nolizy, podczas gdy komorki, ktérych btona komoérkowa zostata wzbogacona
w kwas palmitynowy, nalezacy do kwasOw nasyconych, charakteryzowaly sie wiek-
szg stabilnoscig enzymatyczng. Optymalny stosunek zawartosci kwaséw nienasyco-
nych do ogoélnej ilosci kwaséw ttuszczowych (kwas oleinowy / kwas oleinowy --
kwas palmitynowy) zostat okreslony na poziomie 0,67 jako kompromis miedzy da-
zeniem do wysokiej aktywnosci i wiekszej stabilnosci biokatalizatoréw. Proporcja
ta pozwalala na uzyskanie po 10 cyklach reakcyjnych wydajnosci metanolizy na po-
ziomie 55%. Rowniez korzystny wplm' dla Rliizophus chinensis (37) ma dodatek do
podioza oliwy z oliwek, a takze wstepne potraktowanie grzybni preparatem Yatala-
se™, ktoéry czesciowo degraduje Sciane komdérkowa grzybéw, umozliwiajgc kontakt
lipazy zwigzanej z btong komdrkowa ze Srodowiskiem reakcji. Zabieg taki korzyst-
nie wptywa na aktywnos$¢ wydzielanych enzyméw (wzrost o 25%). Natomiast wstep-
ne traktowanie grzybni izooktanem (37) pozwolito uzyskac¢ aktywnos¢ rowng 139%
w stosunku do aktywnosci liofilizowanej lipazy, okreslonej na poziomie 100%. Row-
niez zastosowanie acetonu pozwala zwiekszy¢ aktywnos¢ enzymu, ale jego stabil-
nos¢ wéwczas jest mniejsza niz w przypadku izooktanu. Zabiegi te w pewnym stop-
niu, jak sie wydaje, moga zastgpic¢ proces liofilizacji w przygotowaniu biokatalizato-
réw, uzytych w bezwodnych $rodowiskach reakcji (37).

Ban i wsp. (38) zbadali wptyw warunkéw hodowli i zawartosci wody w srodowi-
sku na efektywnos¢ grzybni Rhizopus oryzae immobilizowanej na nosnikach biomasy
(BSP, ang. Biomass Support Particles) z pianki poliuretanowej. W reakcji metanolizy,
przeprowadzonej w obecnosci 15% wody przy trzystopniowym dodaniu metanolu,
wydajnos¢ estrow metylowych przekraczata 90%, co jest wartoscig poréwnywalng
z procesami prowadzonymi przy uzyciu wolnych enzymow. Potwierdzono rowniez
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pozytywny wptyw obecnosci kwasu oleinowego i oliwy z oliwek na wiasciwosci tego
typu biokatalizatorow postugujgc sie badaniami wykorzystujacymi sygnat fluore-
scencji uzyskany ze znakowanych przeciwciat, uzytych do wykrycia lipazy (39).

Trwatos¢é catokomérkowych biokatalizatorow zalezy takze od sposobu prov/a-
dzenia hodowli, a w szczegdlnosci od typu bioreaktora. Poréwnujac hodowle komo-
rek Rhizophus oryzae immobilizowanych na nosnikach biomasy (BSP) prowadzong
w bioreaktorze typu air-lift (z mieszaniem pneumatycznym) oraz w kolbach na wy-
trzasarce stwierdzono, ze w pierwszym przypadku calokomérkowe biokatalizatory
charakteryzowaly sie wieksza aktywnoscig i trwatoscig w reakcji metanolizy (40).

W celu wyjasnienia wptywu immobilizacji na r6znice w aktywnosci lipolitycznej
Rhizopus oryzae, Hama i wsp. zastosowali metode western blotting (39). Rhizopus oryzae
produkuje dwa typy enzyméw lipolitycznych, réznigce sie masa czgsteczkowg oraz
lokalizacjg w komérce. Lipaza ROL34, ktérej masa wynosi 34 kDa jest potaczona ze
Sciang komorkowa, natomiast lipaza ROL31 (31 kDa) jest gtéwnie zwigzana z btong
komérkowa. W trakcie hodowli zawiesinowej oba rodzaje lipaz sg wydzielane na
zewnatrz komorek i ilos¢ ROL31 zwiazanej z blong komérkowa szybko maleje. Inna
sytuacja wystepuje w przypadku hodowli grzybni immobilizowanej w poliuretano-
wych nosnikach biomasy, gdzie duza ilos¢ enzymu zwigzanego z btong pozostaje
wewnatrz komorek nawet w koricowym etapie hodowli i tym samym jego sekrecja
do roztworu jest zahamowana. W dalszym badaniu pokrewieristwa miedzy oboma
typami lipaz wykazano, ze o lokalizacji danego typu lipazy w komérce ROL31 decydu-
je fragment enzymu, skladajacy sie z 28 aminokwasow, znajdujacy sie na /V-koncu li-
pazy ROL34. Hipoteza ta zostala potwierdzona przez badaczy japoniskich (41), kto-
rzy uwidocznili proces sekrecji lipazy in vivo wykorzystujgc potgczenia ROL
z bialkiem GFP (ang. Green Fluorescent Protein). W komdrkach syntetyzujacych ROL
z sekwencjg N28 (tzn. ROL34), podczas obserwacji w mikroskopie fluorescencyjnym
pokazano, ze biatka transportowane sg przez retikulum endoplazmatyczne, aparat
Golgiego i $ciane komérkowa, natomiast w przypadku braku sekwencji N28 obser-
wowano wysokg akumulacje sygnatu fluorescencji w cytoplazmie bez przemieszcza-
nia do ER.

Duze ilosci ROL34 znajdujg sie w Scianie komoérkowej niezaleznie od rodzaju
i stezenia substratu w medium hodowlanym. Inna sytuacja wystepuje w przypadku
lipazy ROL31, ktérej zawarto$¢ jest SciSle zalezna od substratu i jest najwieksza
w przypadku dodania kwasu oleinowego lub oleju z oliwek do medium hodowlane-
go. Poniewaz aktywno$¢ lipaz w reakcji metanolizy zalezy od ilosci enzymu zwigza-
nego z blong komoérkowa nalezy dazy¢ do wzrostu ilosci lipazy w tej wtasnie lokali-
zacji (42).

Stosowanie biokatalizatorow catokomadrkowych daje dobre rezultaty rowniez
w przypadku niewodnego Srodowiska reakcji (42). Li i wsp. (43) dla komérek Rhizopus
oryzae w tert-butanolu, uzyskali wydajnos¢ konwersji na poziomie 72% i podwyz-
szong stabilnos¢ enzymu w kolejnych cyklach reakcyjnych. Dodatkowo stwierdzili,
ze obecnos¢ terf-butanolu eliminuje negatywny wptyw metanolu na wydajnos¢ pro-
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cesLi. Natomiast liofilizowane komaorki Rhizopus chinensis (12) produkujg lipaze (RCL),
ktéra wykazuje wysokie zdolnosci katalityczne w reakcji transestryfikacji oleju sojo-
wego w ukladzie bezrozpuszczalnikowym (wydajnos¢ FAME réwna 86%).

Hama i wsp. (44) prowadzili badania nad zastosowaniem bioreaktora ze ztozem
stacjonarnym w procesie enzymatycznej produkcji biodiesla na skale przemystowa.
Bioreaktory tego typu ograniczaja spadek wydajnosci reakcji metanolizy w kolej-
nych cyklach, chronigc tym samym immobilizowane komorki przed uszkodzeniem
fizycznym i nadmiarem metanolu. Komérki z Rhizopus oryzae zostaty unieruchomio-
ne wewnatrz prostopadio$ciennych, poliuretanowych nosnikéw biomasy o wymia-
rach 6 mm x 6 mm x 3 mm, w czasie hodowli w 20-litrowym bioreaktorze typu
air-lift. W trakcie doswiadczenia przeprowadzono emulgowanie mieszaniny reakcyj-
nej ultradzwiekami, co pozwolito zwiekszy¢ powierzchnie wymiany masy miedzy
unieruchomionymi komoérkami a roztworem, podnoszac wydajnos¢ reakcji do
75,5%. Zmieniano takze objetosciowe natezenie przeptywu roztworu przez bioreak-
tor od 5 do 55 dm”/h. Najwyzszg zawarto$¢ estréow metylowych (powyzej 90%) uzy-
skano w pierwszym cyklu reakcyjnym przy natezeniu przeptywu 25 dm*/h i taka wy-
soka wartos¢ (ok. 80%) zostata utrzymana nawet po 10 cyklach reakcyjnych. Zaob-
serwowano, ze wieksze wspoétczynniki przeptywu powodujg oderwanie sie enzymu
od zloza stacjonarnego, podczas gdy nizsze powodujg spadek aktywnosci enzymu
z powodu nieefektywnego mieszania.

Szczeg6lnie korzystny wptyw na stabilno$¢ biokatalizatoréw ma sieciowanie
zimmobilizowanych na BSP komoérek za pomoca aldehydu glutarowego (GA) (45),
ktére pozwala na zachowanie w trakcie szesSciu cykli reakcyjnych wydajnosci synte-
zy rzedu 70-83% w kazdym cyklu, podczas gdy bez sieciowania wydajno$¢ po szes-
ciu cyklach spada do ok. 50%.

5. Metody inzynierii genetycznej w modyfikacji mikroorganizmoéw
wykorzystywanych w produkcji biodiesla

Rozwdéj metod krystalografii rentgenowskiej i modelowania molekularnego do-
prowadzit w ostatnich latach do okreslenia tréjwymiarowej struktury wielu lipaz, co
przy uzyciu technik inzynierii genetycznej pozwala na zaprojektowanie enzymow
posiadajgcych nowe funkcje lub udoskonalenie wiasciwosci juz istniejacych (46).
W odniesieniu do enzymoéw katalizujgcych reakcje transestryfikacji dotyczy to spe-
cyficznosci substratowej, tolerancji na niekorzystne oddziatywanie metanolu oraz
stabilnosci w szerokim zakresie pFl i temperatury. Matsumoto (12) poddat ekspres;ji
gen lipazy (ROL) z Rhizophus oryzae 1F04697, wykazujgcy duzg aktywnos¢ katali-
tyczng w reakcji transestryfikacji, w komorkach Saccharomyces cerevisiae. Komorki
drozdzy sg uzytecznym narzedziem w konstrukcji calokomérkowych biokatalizato-
réw, poniewaz charakteryzujg sie stosunkowo sztywnag $ciang komérkowa, zacho-
wujaca swojg strukture w obecnosci rozpuszczalnikbw organicznych, a dodatkowo
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mozna zwiekszy¢ ich reaktywnos¢é w wyniku permeabilizacji. W przypadku perme-
abilizacji poprzez suszenie komorek powietrzem mozna uzyska¢ wydajnos¢ estréw
metylowych 71%, po 165 godz. reakcji w temperaturze 37°C przy stopniowym doda-
waniu metanolu. Zwigkszenie przepuszczalnosci blon komérkowych drozdzy synte-
tyzujacych wewnatrzkomorkowe enzymy i dalszy wzrost efektywnosci biokataliza-
torbw mozna rowniez osiggna¢ za pomocg izopropanolu lub etanolu (47).

W procesach biotechnologicznych na szerokg skale wykorzystuje sie mozliwosé
ekspozycji obcych biatek na powierzchni komérek mikroorganizméw. Matsumoto
i in. (48), opracowali system ekspres;ji lipazy z Rhizopiis oryzae (ROL) na powierzchni
komoérek drozdzy, oparty na genie FLOI, ktory koduje lektynopodobne biatko wy-
stepujace w Scianie komorkowej Soccharomyces cerevisiae. W rezultacie uzyskano
ekspozycje zrekombinowanych lipaz z R. oryzae na powierzchni komérek drozdzy,
co zostato potwierdzone metodami mikroskopii immunofluorescencyjnej. Zastoso-
wanie tak zmodyfikowanych genetycznie komorek drozdzy jako catokomorkowych
biokatalizatoréw pozwolito uzyska¢ wydajnos¢ estréw metylowych rzedu 78% (po
72 godzinach prowadzenia reakcji i przy trzystopniowym dodaniu metanolu do mie-
szaniny reakcyjnej). Wysoka wydajnos¢ tych biokatalizatoréw zwigzana jest praw-
dopodobnie z utatwionym dostepem substratu do enzymu zlokalizowanego na po-
wierzchni komoérek, ktére w zwiazku z tym nie wymagajg uprzedniej permeabiliza-
cji (48),

Prowadzone sg rowniez intensywne badania nad konstrukcjg biokatalizatorow,
wykorzystujgcych lipazy syntetyzowane przez inne drobnoustroje niz Rhizophus oryzae.
Hama i wsp. (49), dokonali transformacji genomu plesni Aspergillus oryzae, genem
kodujacym lipaze z Fusarium heterosporum, otrzymujgc transformanta zdolnego do
syntezy aktywnej formy zrekombinowanej lipazy z F. heterosporum (FHL). Komorki
zostaly unieruchomione w porowatych, poliuretanowych nosnikach biomasy. Po-
nadto stwierdzono, ze dodanie 5% wody do mieszaniny reakcyjnej najefektywniej
chronito lipaze przed inaktywacjg metanolem i pozwalato na osiggniecie koncowe-
go stezenia estrow metylowych na poziomie 94% nawet po 10 cyklach reakcji. W ba-
daniach poréwnawczych dowiedziono, ze FHL produkowana przez A. oryzae osigga
wyzszg wydajnos¢ i jest bardziej stabilna niz uzywana dotychczas lipaza z R. oryzae.
Obie lipazy sg wprawdzie sn-1,3-regiospecyficzne w stosunku do triacylogliceroli,
ale o ile ROL kumuluje wieksze ilosci izomeréw sn-2 czesciowych glicerydow, o tyle
FHL produkowana przez 4. oryzae utatwia przemieszczanie sie grup acylowych z po-
zycji sn-2 do sn-1(3) w diacyloglicerolach.

Omoéwione dotychczas metody mikrobiologicznej transestryfikacji stanowig sze-
rokie spektrum nie tylko pod wzgledem stosowanych enzymow czy produkujgcych
je mikroorganizmow, lecz takze rdznig sie rodzajem uzytego surowca czy akceptora
grup acylowych. Najbardziej reprezentatywne z nich wraz z wymienionymi danymi
zestawiono w tabeli.
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Tabela

Poréwnanie wydajnosci reakcji transestryfikacji z udziatem lipaz pochodzenia mikrobiologicznego jako ka-

talizatoréw

Zrédio lipazy Rodzaj oleju /tkceptor grup Wydajnos¢ Material
lub tluszczu acylowych [%l Zrédtowy
(‘atuUda antarctica (Novozym 435)* olej posmazalniczy metanol 90 (3)
(jandida antarctica (Novozym 435)" olej z jatrofy octan etylu 91 (34)
Pseudomonas cepacia (PS 30) tluszcz zwierzecy etanol 85,4 (51)
-1- Candida antarctica (SP 435)"
Pseudomonas fluorescens (LipB68)" olej sojowy metanol 92 (30)
Candida rugosa” olej rzepakowy 2-etyloheksan-I-ol 98 (16)
Candida cylindracea® odpadowa ziemia okrzemkowa metanol -100 (52)
Cryptoccocus spp. S - 2" olej z otrebéw ryzowych metanol 80 (50)
Pseudomonas epacia® olej z jatrofy etanol 98 (53)
Rhizopbus rniehei (lipozyme IM-77)" olej sojowy metanol 92,2 (54)
Pseudomonas fluorescens” trioleinian gliceryny butanol 90 (29)
propanol 90
Rhizopbus oryzae (BSP)* olej z jatrofy metanol 80 (55)
Rhizopbus oryzae (BSP)** olej sojowy metanol 90 (44)
V. cerevisiae (wewnatrzkomorkowa ROL)*> olej sojowy metanol 71 (12)
S. cerevisiae (ekspresja ROL na powierzchni olej sojowy metanol 78 (48)

komorki)*

' Lipaza w postaci wyizolowanej; lipaza wydzielana bezposrednio do srodowiska reakcji przez odpowiedni mikroorganizm.

Interesujace wyniki badan nad synteza de novo estréw etylowych wyzszych kwa-
séw ttuszczowych (FAEE) z fatwo dostepnych surowcoéw roslinnych, takich jak skro-
bia, celuloza i hemiceluloza, przedstawili Kalscheuer i wsp. (56). Autorzy zastosowa-
li do tak otrzymanego paliwa nazwe ,microdiesel”. Biosynteza estrow etylowych zo-
stata przeprowadzona bezposrednio w komoérkach Escherichia coli o zmodyfikowa-
nym genetycznie metabolizmie. Rezultat ten osiggnieto przez heterologiczng eks-
presje w komorkach E. coli, gendéw dekarboksylazy pirogronianowej i dehydrogena-
zy alkoholowej z Zymomonas inobilis oraz niespecyficznej acylotransferazy
(WS/DGAT) z Acinetobacter baylyi szczep ADPI. Zastosowanie zrekombinowanych en-
zymOw z Z. mobilis umozliwito zwiekszong synteze etanolu w warunkach tlenowych.
Natomiast acetylotransferaza WS/DGAT wykazuje zdolno$¢ wykorzystania etanolu
jako akceptora grup acylowych i dlatego zostata uzyta jako katalizator etapu trans-
estryfikacji tioestrow acetylo-CoA wyzszych kwasOw tluszczowych z etanolem.
Przebieg procesu przedstawiono na schemacie 2.

BIOTECHNOLOGIA 4 (87) 74-87 2009 83



Ewa Biatecka-Florjaficzyk, Izabela Stolarzewicz, Dawid Kucharski

Glukoza

OH

dekarboksylaza
CO2 pirogronianowa Kwas oIeinowy

SCoA

Schemat 2. Biosynteza FAEE w genetycznie zmodyfikowanych komoérkach f. coli.

W fermentacji potciggtej, przeprowadzonej w warunkach tlenowych z uzyciem
odnawialnych zrodet wegla uzyskano stezenie estréw etylowych 1,28 g/dm”, co od-
powiada ich zawartosci na poziomie 26% suchej masy komérkowej. Gtéwnym skiad-
nikiem otrzymanego w ten spos6b biopaliwa byt oteinian etylu, natomiast palmity-
nian i palmitoleinian etylu wystepowaty w mniejszych ilosciach. Pewne ograniczenia
tej metody wynikajg stad, ze w zastosowanych warunkach biosynteza de novo kwa-
sow tluszczowych nie jest wystarczajgca i cze$¢ reakcji byta zalezna od suplementa-
cji egzogennych kwaséw ttuszczowych. W produkciji ,microdiesla” moga by¢ wyko-
rzystane jako alternatywa bakterie z rodzaju Actinomycetes, poniewaz w zaleznosci
od Zrodta wegla majg zdolnos¢ do syntezy i wewnatrzkomdrkowej kumulacji du-
zych iloSci triacylogliceroli (powyzej 20% biomasy) (57). Innym czynnikiem ograni-
czajgcym wydajnos¢ produkcji estrow etylowych jest stosunkowo niska specyficz-
no$¢ WS/DGAT w stosunku do etanolu jako substratu. Obecnie trwajg badania nad
genami kodujagcymi homologi WS/DGAT zidentyfikowanymi u innych gatunkéw bak-
terii, ktére moga wykazywac¢ w stosunku do etanolu wyzszag specyficznos¢ substra-
towag. Optymalizacja zaproponowanej metody pozwoli na obnizenie ceny paliwa
i zmniejszy zuzycie toksycznego metanolu.
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6. Podsumowanie

Z przedstawionego w pracy tej przegladu literatury wynika, ze mikrobiologiczne
metody produkcji biodiesla stajg sie obecnie waznym kierunkiem badawczym
w dziedzinie biopaliw. Procesy enzymatyczne sg w petni neutralne dla srodowiska
naturalnego, charakteryzujg sie niskim zapotrzebowaniem na energie oraz utatwie-
niem skomplikowanych operacji usuwania reagentéw i produktéw z mieszaniny re-
akcyjnej. Gtéwna przeszkoda w ich komercjalizacji sa wysokie koszty otrzymywania
lipaz, dlatego obecnie prowadzone sg liczne badania nad zmniejszeniem kosztéw
i zwiekszeniem efektywnosci enzymatycznej produkcji biodiesla. Mozna wyr6zni¢
w nich nastepujace kierunki:

- przeciwdziatanie dezaktywacji enzyméw przez substraty (metanol) lub produk-
ty (glicerol),

- zastosowanie mikroorganizmow wytwarzajgcych lipazy zamiast wydzielonych
enzyméw, co pozwala na unikniecie kosztow zwigzanych z procesami izolacji
i oczyszczania lipaz,

- immobilizacja wolnych enzyméw i mikroorganizmoéw wytwarzajacych lipazy,
co przedituza ich trwatosg,

- wykorzystanie technik inzynierii genetycznej do projektowania nowych i wy-
dajniejszych mikroorganizmoéw, produkujacych lipazy.

W Swietle przedstawionych danych, mozna przypuszczaé, ze potgczenie wymie-
nionych kierunkéw badan pozwoli w przysztosci na znaczne obnizenie kosztéw mi-
krobiologicznej syntezy biopaliw, a co za tym idzie wdrozenie jej do produkcji bio-
diesla na skale przemystowa.
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