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1.Wstep

erspektywy zwiekszonego wykorzystania biomasy na cele energetyczne
Pi produkcje chemikalii w nadchodzacych latach sg obiecujace. Wigzg sie

one z kilkoma przyczynami. Z okoto stu najwazniejszych dla przemystu che
micznego zwiazkoéw, ktore stanowig 99% ogdinej produkcji chemikalii, 74%
jest produkowane z pieciu podstawowych zwigzkow, tj. etylenu, propylenu,
benzenu, toluenu i ksylenu, ktére moga by¢é wytwarzane z biomasy roslinnej
(1). Przyktady zwigzkdéw chemicznych, ktére mozna otrzymaé z biomasy przed-
stawiono na rys. 1.

W szacunkowych danych dotyczacych rocznej produkcji biomasy na kuli
ziemskiej podaje sie liczbe 100 - 200 miliardéw ton, za$ energia zawarta
w biomasie jest okoto 10-krotnie wieksza niz roczne jej zuzycie (1). Dlatego
tez biomasa moze sta¢ sie podstawowa forma energii dla ludzkosci, jednak
z uwagi na niskie ceny paliw kopalnych komercyjne wykorzystanie biomasy
jest niewielkie i wynosi obecnie okoto 14%.

Mozna przyja¢ co najmniej 2 prognozy wykorzystania energii pierwotnej
do roku 2100 (2). Wedtug pierwszej, rola ropy i gazu bedzie malata, nato-
miast bedzie wzrastatlo znaczenie wegla kamiennego i nieweglowych Zrodet
energii. W drugiej, znaczenie ropy i gazu bedzie réwniez malato, natomiast
poziom wykorzystania wegla bedzie w przyblizeniu staty, za$ wzrasta¢ bedzie
rola biomasy i energii pochodzenia nieweglowego. Drugie przewid3rwanie jest
0 tyle korzystniejsze, ze jego realizacja pozwoli na:

1) ograniczenie efektu cieplarnianego zwigzanego z emisjg CO2,

2) przeznaczenie biomasy na cele niezywnosciowe, co umozliwi uzytko-
wanie ziemi odtogowej i skazonej chemicznie,

3) wykorzystanie obszarow nieprzydatnych na cele rolnicze z racji gleb
ubogich i erodowanych,

4) zredukowanie konsumpcji energii przez gospodarstwa rolne,

5) przeréb biomasy, co stworzy nowe miejsce pracy, w szczegolnosci na
obszarach jej produkcji.



Biokonwersja materiatow ligninocelulozowych 117

Rys. 1. Zwiazki chemiczne produkowane z biomasy.

6) poprawienie warunkoéw klimatycznyeh oraz obnizenie emisji SO2,

7) ograniczenie importu paliw, co ma szczeg6lne znaczenie dla krajéw
ubogich,

8) zagospodarowanie produktéw ubocznych i odpadéw (stomy zb6z, roslin
oleistych, trociny, makulatury).

Jedng z bardziej atrakcyjnych metod wykorzystania biomasy jest konwer-
sja na paliwa ptynne (rys. 2).
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Rys. 2. Metody przetwarzania biomasy.

Znane sg trzy gtébwne procesy prowadzace do otrzymywania paliw gazo-
wych i cieklych na drodze fermentacji. Sg to:

* beztlenowa fermentacja wytwarzajaca biogaz zawierajacy $rednio 60%
metanu, ktéry moze byé uzyty do wytwarzania ciepta i energii ele-
ktrycznej,

+ produkcja bioetanotu,
* produkcja acetonu i butanolu.

Jednym z perspektywicznych surowcow, ktére bedzie mozna wykorzystacé
do produkcji wymienionych zwigzkéw sg materiaty ligninocelulozowe. Kom-
pleks ligninocelulozowy stanowi podstawowy skiadnik strukturalny biomasy
roélinnej i tworzg go: celuloza, hemicelulozy i lignina. Ligninoceluloza jest
najbardziej rozpowszechnionym materialem organicznym wystepujacym na
kuli ziemskiej. Duza liczba organizméw bierze udziat w wydajnym obiegu
tego kompleksu, a jest to proces bardzo skomplikowany z ekologicznego i enzy-
matycznego punktu widzenia.

Pomimo wieloletnich badan proces biokonwersji ligninocelulozy na paliwa
ptynne jest nadal zbyt kosztowny, by znalazt ekonomiczne uzasadnienie dla
wprowadzenia go do skali przemystowej. Jednak staty postep w badaniach,
w szczegolnosci nad en”miatyczng hydrolizg celulo” i fermentacja pentoz, przy-
bliza moment wdrozenia tej technologii. Problemy biodegradacji ligninocelulozy
sg wielorakie (rys. 3) i wynikaja m. in. z budowy samego kompleksu, opornosci
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Rys. 3. Obszary badann w biokonwesji ligninocelulozy.

na hydrolize, wielosktadnikowosci, niskiej wydajnosci hydrolizy, produkcji en-
zymow celulolitycznych, trudnosci w wydajnej feiTnentacji pentoz, itp.

2. Budowa i skfadniki biomasy iigninocelulozowej

$ciana komorkowa roélin sktada sie z blaszki srodkowej (ML), ktéra skleja
poszczegblne komérki, sciany pierwotnej (P), Sciany wtérnej (SI) i Sciany
wtérnej (S2), roznigcych sie odmiennym utozeniem widkien oraz Sciany trze-
ciorzedowej (T). Rozktad celulozy, hemiceluloz i ligniny w komorce przedsta-
wiono na rys. 4. Na uwage zastuguje to, ze lignina wykazujgca najwieksza
oporno$¢ na dziatanie drobnoustrojéw otacza mikrofibryle celulozy, co utrud-
nia lub uniemozliwia dostep enzymoéw do celulozy i czesci hemiceluloz (3).
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Rys. 4. Model rozmieszczenia podstawowych

sktadnikéw w drewnie (33).

Celuloza jest polisacharydem zbudowanym z reszt D-glukozy potgczonych
wigzaniem P-1,4-glukozydowym w nierozgateziony tancuchowy polimer. Okre-
sowo powtarzajaca sie jednostka jest celobioza, ktéra w wyniku hydrolizy roz-
pada sie na dwie czasteczki glukozy. Poszczegdlne tancuchy cetulozy tgcza sie
ze sobg przeciwréwnolegle w wigksze agregaty za pomoca licznych wigzan wo-
dorowych, tworzac wiokna elementarne o $rednicy ok. 3,5 nm. (4). Morfologi-
czna budowa wiékna celulozowego jest zhierarchizowana nastepujaco: micele,
wiokna elementarne, mikrofibiyle i makrofibiyle (tab. 1) (5). Natywna celuloza
ma strukture kiystaliczna z obszarami amorficznymi bardziej podatnymi na
enzymatyczng hydrolize. Fibiyle elementarne w materiatach ligninocelulozo-
wych sg otoczone przez hemicelulozy, a mikroflbryle ligning (lys. 4). W celu
przeprowadzenia enzymatycznej hydrolizy celulozy, niezbedne jest nie tylko
usuniecie ligniny i przynajmniej czesSci hemiceluloz, ale takze zwiekszenie po-
wierzchnii whaseiwej celulozy, tak by jej taneuehy byty dostepne dla celulaz.

Tabela 1

Charakterystyka elementéw budowy wiékien celulozéwych (5)

Liczba

Rodzaj elementu  Szeroko$¢ (nm) Grubos¢ (nm) Dtugos¢ (nm) vt/ar;f;é:l?r%\ffj

poprzecznym
micela 500 - 600 300 5000 - 10 000 50
flbryla element. 600- 1000 300 - 500 nieogr. 100
mikroflbryta 2500 2500 nleogr. 2000
makrofibiyla 40 000 40 000 nieogr. 500 000
widkno 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 ztozonym i zachodzi przy
udziale kompleksu enzyméw. Enzymy cetulolityczne tradycyjnie dzieli sie 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 produkuja te
enzymy w matych itosciach (mniej niz 0,1 g/t) tub w przypadku Clostridium
thermocellum cetulazy tworzg zwarte wietoenzymowe kompteksy (celulozomy),
ktérych rozbicie powoduje utrate aktywnosci poszczegétnych sktadnikow (7).
Grzybowe cetulazy sg produkowane w duzych ilosciach (wiecej niz 40 g/l)
i nie tworzg ze sobg komplekséw, a ich dziatanie jest synergiczne (8,9).

Badania enzymatycznej hydrolizy nierozpuszczalnego substratu jakim jest
celuloza nastreczaja wiele kiopotéw. Podczas hydrolizy ubywa regionéw
amorficznyeh, a wzrasta procentowa ilos¢ regionéw krystalicznych, ponadto
udziat co najmniej 5 enzymow w procesie hydrolizy utrudnia wyjasnienie
mechanizmu degradacji celulozy. Jeden z ostatnich modeli procesu hydrolizy
celulozy opisali Enari i Niku-Paavola (6). Zgodnie z tym modelem celobiohy-
drolazy | i Il s}mtetyzowane przez T. reesei hydrolizujg nierozpuszczlng ce-
luloze do rozpuszczalnych cellodekstiyn i celobiozy. Endo-|3-glukanazy | i Il
dziatajg na cellodekstryny i hydrolizujg je do celobiozy, a ta nastepnie jest
rozszczepiana na dwie jednostki glukozowe przez (3-glukozydaze (rys. 5).

Szybko$¢ degradacji celulozy zalezy nie tylko od dawki celulaz, oraz dobom
optymalnych wamnkoéw hydrolizy, ale w decydujgcym stopniu od stmktury
celulozy. Natywna celuloza, np. pochodzaca z bawetny, podobnie jak lignino-
celulozy, eharakteiyzuje sie matg powierzchnig wtasciwg, wysokim stopniem
kiystalicznosci i potimeryzacji eetulozy, co praktycznie uniemozliwia efektywnag
enzymatyczng hydrolize (10). W3miiary czasteczek celulaz wahaja sie w grani-
cach 4,5 nm S$rednicy i 18 nm dtugosci, podczas gdy przecietne Srednice
kapilar natywnej eetulozy i ligninocelulozy, ktére sg materiatami porowatymi,
sg wielokrotnie mniejsze i wynoszg $rednio okoto 1 nm (11,12). Dlatego stopien
zhydrolizowania natjrwnej celulozy jest zaledwie kilku procentowy. Aby zapew-
ni¢ efektywng hydrolize celulozy wymiary jej kapilar muszg by¢ znacznie wie-
ksze, niz wymiary celulaz, gdyz im wiecej enzymdw zostanie zaadsorbowanych
przez jednostke wagowsg celulozy, tym szybciej przebiegnie jej hydroliza (13).

CELULOZA
CBH |
CBH I
CELODEKSTRYNY EG Il CELOBIOZA
P-G
GLUKOZA
Rys. 5. Model enzymatycznej hydrolizy celulozy: CBH | i Il — cellobiohydrolaza | i Il, EG |
i Il — endoglukanaza | i Il, G; P-glukozydaza (6).
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Wykazano, ze wzrost ilosci por o $rednicy w przedziale od 4 do 5 nm i powyzej
w spos6b widoczny zwiekszat wydajno$¢ enzymatycznej hydrolizy celulozy (14).
Dlatego tez, wstepne przygotowanie celulozy, a w szczego6lnosci ligninocelulozy
do enzymatycznej hydrolizy jest zabiegiem koniecznym. Proces ten ma na celu
nie tylko zwiekszenie wielko$ci por i przez to powierzchni whasciwej substratu,
ate takze rozbicie kompleksu ligninocelulozowego, usunigcie czesci ligniny,
zmniejszenie krystalicznosci i stopnia polimeryzacji celulozy.

4. Wstepne przygotowanie ligninocelulozy

Metody przygotowania ligninocelulozy do enzymatycznej hydrolizy mozna
podzieli¢ na 5 grup:

1) fizyczne (mielenie kulowe, wibracyjne, $cinajace),

2) fizykochemiczne (parowo-eksplozyjna, radiacyjna, rozpuszczanie i wy-
tracanie celulozy),

3) chemiczne (delignifikacja, czesciowa hydroliza kwasowa),

4) biologiczne (delignifikacja przez drobnoustroje),

5) ztozone z wymienionych.

Metody fizyczne sa na ogot energochtonne, a ich skuteczno$¢ w duzej
mierze zatezy od pochodzenia materiatu ligninocetulozowego. Z kolei metody
biologiczne Avykorzystujace do delignifikacji ligninocelulozy grzyby biatej zgni-
lizny drewna, np. z rodzaju Phanerochaeta, Phlebia i in., sg mato efektywne
ze wzgledu na wielotygodniowy czas trwania delignifikacji i trudnosci tech-
niczne w prowadzeniu procesu (15,16).

Jedng z najefektywniejszych metod wstepnej obrébki jest parowanie ma-
teriatdw ligninocelulozowych w przedziale temperatur od 170 do 220°C, nie-
kiedy z niewielkim dodatkiem SO2 lub kwaséw mineralnych, a nastepnie
gwattowne rozprezenie mieszaniny (17). Podczas tych proceséw zachodzi da-
leko posunieta hydroliza hemiceluloz i czesciowa degradacja ligniny, a celu-
loza staje sie stosunkowo tatwo podatna na enzymatyczng hydrolize i przy
stosunkowo niewysokiej dawce celulaz mozna osiaga¢ wydajnos¢ sciakrzenia
dochodzacg do 100% ( tab. 2) (18).

Tabela 2
Enzymatyczne scukrzenie celulozy zawartej w stomie pszennej
IMPREGNOWANEJ 1.5% ROZTWOREM KWASU AZOTOWEGO | PAROWANEJ W TEMP. 185C
W ROZNYCH CZASACH (18)

Czas trwania

. . . . I,
obrébki wstepnej 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 (%)
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5. Produkcja celuloz

w obliczeniach ekonomicznych wykazuje sie, ze koszt otrzymania prepa-
ratow enzymatycznych w szczegolnosci celulaz stanowi okoto 50% ceny otrzy-
mywanego z materiatow ligninocelulozowych etanolu, podczas gdy koszt
transportu biomasy stanowi co najwyzej kilkanascie procent (19). Szczep
Trichoderma reesei QM 6a i jego mutanty produkuja najefektywniejsze pre-
paraty celulaz dostepne w skali przemystowej (20). Jest to wynik wietu fat
intensywnych badan w licznych o$rodkach naukowych, a ich owocem jest
wyodrebnienie mutantéw nadproducentéw celulaz, zdolnych do wydzielania
do 40 g/l zewnatrzkomoérkowych enzyméw w prostej pozywce z laktozg jako
jedynym Zrédtem wegla (21). W celu sprostania wymogom ekonomicznym
dazy sie do osiggniecia produkcyjnosci celulaz okoto 200 jednostek FPU/bdi,
oraz aktywnosci fittratow pohodowlanych co najmniej 20 jednostek FPU/mI
(22). W tym przypadku wiete uwagi poswieca sie badaniom nad produkcjg
cetutaz przez rézne mutanty T. reesei w hodowlach: okresowych, okresowych
z zasilaniem, ciggtych, stosujac system hodowli wgtebnych; a takze w ziozu
statym i na drodze immobitizacji (20).

Zalety hodowli grzybow z zastosowaniem metody wgtebnej i w ztozu statym
mozna tgczy¢ w hodowtach na tnertnych nosnikach statych, np. na piankach
potiuretanowych, impregnowanych ciekltg pozywka. Jedng z propozycji bio-
reaktora do tego typu hodowli przedstawiono na lys. 6 (23). W wyniku ciggtej
hodowli szczepu Trichoderma reesei D-78085 w tym bioreaktorze uzyskano
2-krotnie wiekszg wydajnos¢ celulaz z jednostki wagowej laktozy w porow-
naniu do hodowli wgtebnych wymagajacych energochtonnego mieszania i na-
tleniania (23).

Nadat podstawowg sprawa pozostaje wyjasnienie mechanizmu indukcji
celutaz przez nierozpuszczalny w wodzie substrat jakim jest celuloza, a takze
dwucukiy, takie jak: laktoza, celobioza, safaroza, podczas gdy nawet w obec-
nosci gtodowych ilosci glukozy tylko niektére mutanty wydzielaja do podtoza
hodowlanego niewielkie ilosci celulaz (24). W wielu o$rodkach prowadzi sie
intensywne badania nad otrzymywaniem na drodze inzynierii genetycznej
rekombinantéw produkujacych kompleksy celulaz o Zzgadanym skiadzie.
W tym celu zwigksza sie liczbe kopii wybranych genéw, kodujacych poszcze-
goélne sktadniki celulaz, badz eliminuje sie wybrany gen by uzyska¢ kompleks
celulaz o pozgdanym skiadzie.

Trichoderma reesei QM 9414 ma po | kopii genéw cbhl i cbh2, koduja-
cych synteze cellobiohydrolazy | (CBH 1) i Il (CBH ). W celu zwiekszenia
syntezy CBH Il, enzymu wykazujacego najwyzsza specyficzng aktywnos¢
w kompleksie celulazowym, wprowadzono wiele kopii genu cbh2, wykorzy-
stujac pyr G auksotroficzny mutant T. reesei QM 9414. Wyosobnione trans-
formanty wykazaty od 2. do 4-krotnie wyzszg produkcje CBH Il. Natomiast
surowe preparaty celulaz charakteryzowatly sie 1,5 raza wyzszg specyficzng
aktywnoscig wobec celulozy, niz preparaty otrzymane z hodowli szczepu wyj-
$ciowego (25). Jest to zatem kolejny sposéb zwiekszenia produkcji kompleksu
enzymoOw celulolitycznych przez Trichoderma reesei. Inng metoda modyfikacji
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Rys. 6. Schemat bioreaktora wraz z urzgdzeniami towarzyszacymi do ciggtej produkcji celulaz
przez immobilizowang na piankach poliuretanowych grzybnie 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 - ptyty z pianki poliuretanowej, 10 - plytki dystan-
sowe, 11 - przewdd doprowadzajacy poz)Avke, 12-zbiornik zasilajacy Swiezg pozywka (23).

sktadu celulaz jest usuniecie wybranych genéw kodujacych poszczeg6lne ce-
lulazy, co ma znaczenie praktyczne w pozyskiwaniu preparatéow ksylanolity-
cznych, pozbawionych celulaz, a stosowanych przy bieleniu celulozy w prze-
mysle celulozowo-papierniczym (26). Nalezy podkresli¢, ze rekombinanty
T. reesei sg w centrum zainteresowania juz nie tylko jako producenci celulaz,
ale takze innych biatek z racji wysokich mozliwosci sekrecyjnych gospodarza.

6. Bezposrednie otrzymywanie etanolu z celulozy

z uwagi na wysokie koszty produkcji celulaz prowadzi sie obszerne ba-
dania, w ktérych celem jest opracowanie technologii bezposredniej fermen-
tacji celulozy, np. do etanolu, wykorzystujac jeden organizm wykazujacy za-
rowno zdolnosci do syntezy celulaz, jak i fermentacji powstatych cukréw.
Wykazano mozliwosci produkcji etanolu stosujac szczepy Clostridium ther-
mocellum, ktére w temperaturze 55 - 60°C z 1 mola celulozy wytwarzaty okoto
1 mola etanolu (27,28). Znane sa szczepy grzybéw, np. Fusarium oxysporum
syntetyzujgce petny kompleks enzymoéw celulolitycznych zdolne do etanolo-
wej fermentacji heksoz i pentoz, jednak te procesy sa mato wydajne (29,30).

Wiekszo$¢ szczepow drobnoustrojéw majacych 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 tez skonstruowano szereg szczepow bakteryjnych jak i drozdzowych po-
przez fuzje protoplastéw i na drodze rekombinacji genetycznych zdolnych do
etanolowej fermentacji celobiozy i amorficznej celulozy. Przyktadem moze by¢
szczep Klebsiella oxytoca zawierajacy zrekombinowane chromosomalnie geny
femientacji etanolowej Zymomonas mobiles oraz gen kodujacy endoglukanaze
Clostridium thermocellum (31). Okazato sie jednak, ze podczas hodowhi K oxy-
toca, endoglukanaza, stanowigca jeden z podstawowych enzymoéw kompieksu
celulaz, gromadzita sie wewngtrz komoérek, co uniemozliwiato bezposrednig
hydrolize krystalicznej celulozy, a jedynie obserwowano fermentacje celobiozy
i cellodekstryn. Uzyskano natomiast sekrecje endoglukanazy | po wprowa-
dzeniu genu eg/l z T. reesei do S. cerevisiae, przy czym poziom sekrecji byt
10-krotnie wyzszy, gdy gen umieszczono w wielokopiowych plazmidach, niz
gdy byt zintegrowany z chromosomem (32). Drozdze S. cerevisiae, jak wiadomo
sa wykorzystywane do produkcji etanolu, ale nie sg zdolne do fermentacji
celobiozy, cellodekstryn, a tym bardziej celulozy. Uzyskany rekombinant byt
zdolny do hydrolizy cellodekstryn, jednak ilos¢ wydzielanej endoglukanazy
byta wielokrotnie mniejsza niz w przypadku mutantéw T, reesei.

Zastosowanie szczepdéw rekombinowanych wydzielajagcych pojedyncze
sktadniki kompleksu celulolitycznego, w stosunkowo niewielkich ilosciach,
ma jednak ograniczone zastosowanie w hydrolizie enzymatycznej celulozy,
a tym bardziej ligninocelulozy. Jednakze ten kierunek badan rodzi wiele na-
dziei na skonstruowanie takich szczepdéw drobnoustrojow, ktére efektywnie
fermentowatyby pentozy i heksozy, a jednocze$nie wydzielatyby znaczne ilosSci
celulaz, co w sposéb zasadniczy obnizytoby koszty biokonwersji celulozy i he-
miceluloz do produktéw finalnych.

Podsumowujac zagadnienie biokonwersji ligninocelulozy, w szczegblnosci
celulozy do cukréw prostych, mozna zaproponowa¢ nastepujacy schemat
technologiczny tego procesu (rys. 7). Gtownymi produktami tego procesu sg
ksyloza i glukoza, a takze statg pozostato$¢ stanowi w duzym stopniu lignina.

ROZTWOR SO2
NAMACZANIE BIOMASA
PARA WODNA
PAROWANIE
170-220°C \ |
PARA WODNA / FURFURAL
DETOKSYKACJA
KWAS OCl'owY
PRODUKCJA |
CELULAZ, 1
HEMICELULAZ, HYDROLIZA CELULOZY
CELOBIAZY | HEMICELULOZ
HYDROLIZAT SACHARYDOW STALA POZOSTALOSC

Rys. 7. Schemat procesu wstepnej obrébki ligninocelulozy.
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7. Budowa i biokonwersja hemiceluloz

o ile zawartos¢ glukozy w hydrolizie uwarunkowana jest gtownie steze-
niem i stopniem zhydrolizowania celulozy, o tyle skfad hydrolizatu hemice-
luloz jest uzalezniony od rodzaju materiatu ligninocelutozowego, wykorzy-
stywanego do hydrotizy (tab. 3).

Tabela 3

Sk#ad chemiczny hemiceluloz wybranych materiatéw ligninocelulozowych (33)

Substrat Ks;gloza Galaﬂktoza Arabinoza Ramnoza Mannoza  Glukoza gallz\l,(\gsro-
(%) (%) (%) (%) (%) (%) 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
stoma 65,8 01 33,5 — 01 03 —

Hemicelulozy sg ztozone zaréwno z tiniowych jak i rozgatezionych hete-
ropotimeréow D-ksylozy, L-arabmozy, D-mannozy, D-glukozy, L-galaktozy
i kwasu gatakturonowego. Wiekszos¢ hemiceluloz zawiera od 2 do 6 rodzajow
cukréw prostych (33). Poszczeg6lne reszty cukrowe w hemicelulozach moga
by¢ czesSciowo zacetylowane lub zmetylowsme. Poza hemicelulozami, ktérych
podstawowym skiadnikiem jest galaktoza (potgczona wigzaniem typu P-1,3)
w wiekszosci przypadkow reszty cukrowe w hemicelulozach potgczone sa wig-
zaniem (3-1,4-glukozydowym. W zaleznosci od skiadu tancucha gtéwnego
hemicetutozy dzietg sie na: ksylany, mannany, glukany, galaktany, arabany
oraz pektyny (34). W wiekszosci przypadkéw hemicelulozy majg budowe amor-
ficzng, a tylko niektére stabo krystaliczng. Dlatego tez hemicelulozy stosun-
kowo tatwo ulegaja hydrolizie kwasowej jak i enzymatycznej, mozna tez je
tatwo wyekstrahowac za pomocg roztworéow atkaticznych. Trudnosci pojawiajg
sie dopiero w dalszej utylizacji hemiceluloz z uwagi na ich réznorodny sktad,
dominacje pentoz w szczegolnosci ksylozy (34), ktora trudno ulega fermentacji
na tak wartosciowe sktadniki jak etanot, kwasy organiczne, ksylitot (35).

Enzymatyczna hydroliza ksylanu, drugiego po celulozie najobficiej wyste-
pujacego polisacharydu w przyrodzie, wymaga udziatu kilku enzymoéw o réz-
nych funkcjach (lys. 8). Enzymy te klasyfikuje sie na dwie grupy na podstawie
natury wigzan, ktdre rozszczepiajg. Pierwszg grupe stanowig hydrolazy, po-
wodujace hydrolize wigzan glukozydowych w ksylanie. Nalezg do nich endo-
ksylanazy (E.C.3.2 1,8), ktore przypadkowo rozszczepiajg tancuch ksytanu do
ksytooligosachaiydoéw; (3-ksylozydaza (E.C.3.2.1.3.7), ktdére degradujg ksyto-
otigosacharydy w sposob egzo, dajac ksyloze; a-L-arabinofuranozydaza
(E.C.3.2.1.55) i a-glukuronidaza (E.C.3.2.1), ktére usuwajg arabinoze i pod-
stawniki kwasu 4-0-metytoglukuronowego z taricucha ksytanu (36). Druga
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Rys. 8. Model enzymatycznej hydrolizy ksylanu: 7IP- endo-l-4-B-ksylanaza, < acetyloeste-
raiza, O glukuronidaza, <5 arabinofuranozydaza (36).

grupa obejmuje enzymy, ktore rozrywajg wigzania (esterazy E.C.3.1.1) miedzy
jednostkami ksylozy i kwasem oetowym (esteraza aeetyloksylanu, E.C.3.1.1.6)
oraz miedzy laheuehami bocznymi, w skiad ktérych wchodzi arabinoza a kwa-
sami fenolowsrmi, takimi jak kwas ferulowy (esteraza ferulowa) i kwas p-ku-
marowy (esteraza kumarowa). Zarowno endoksylanazy jak i P-ksylozydaza sg
pierwszymi enzymami uczestniczacymi w degradacji ksylanu, jednak jego cat-
kowita degradacja wymaga synergistycznego dziatania pozostatych enzyméw
dfa usuniecia dodatkowych zwiazkéw. Idealny kompleks enzymow ksylanoti-
tycznych powinien charakteryzowac sie whasciwosciami, ktére pozwolg na row-
noczesng hydrolize celulozy celulazami w optymalnych warunkach dla tego
procesu.

W ostatnich latach podjeto préby wykorzystania hemicelulaz do procesu
bielenia pulpy drzewnej, wykorzystujac to, ze hemicelulozy potgczne sg kowa-
lencyjnymi wigzaniami z ligning. Rozerwanie tych wigzan przez hemicelulazy
pozwala tatwiej usungc¢ lignine i zmniejszy¢ zuzycie chloru o 25% w procesie
bielenia (37). W tym pri~*padku preparaty hemicelulaz nie mogg zawiera¢
celulaz, gdyz celulazy degraduja wtokno celulozowe, co jest w tym przypadku
zjawiskiem niepozadanym.

Etanolowa fermentacja pentoz, w tym ksylozy, nastrecza wiele probleméw.
Znanych jest kilka gatunkéw drozdzy efektywnie fermentujacych pentozy,
naleza do nich Pichia stipitis, Candida shehatae. Pachysolen tannophilus (38).
W prz}Apadku Saccharomyces cereuisiae, zaréwno asymilacja jak i fermenta-
cja ksylozy nie jest mozliwa z uwagi na niedostateczny poziom enzymow
i brak rownowagi w uktadzie redoks NAD/NADH (39,40). Jednak to drozdze
S. cereuisiae obok bakterii Zymomonas mobilis sg najlepszymi organizmami
produkujacymi etanol. Dlatego daz} sie do konstrukcji takich rekombinan-
tow S, cereuisiae, ktére bylyby zdolne do fermentacji zaréwno pentoz jak
i heksoz, a takze dwucukréw, takich jak celobioza. Sg tutaj co najmniej
dwie mozliwosci oparte na metabolizmie ksylo/"y przez bakterie i drozdze.

biotechnologia 3 (34) 96
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KSYLOZA

reduktaza

bakteryjna ksylozy
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ksylozy
dehydrogenaza
ksylitolu

Rys. 9. Schemat konwersji ksylozy KSYLULOZA

do ksylulozy (35).

W wyniku izomeryzacji ksylozy wobec bakteryjnej izomerazy ksylozowej otrzy-
muje sie ksyluloze, ktdra jest dalej fermentowana na etanol przez S. cerevi-
siae. W zwiazku z tym geny izomerazy ksylozowej z szeregu bakterii zostaty
sklonowane i transformowane do S. cerevisiae. Otrzymany transformant jed-
nak nie fermentowat ksylozy (41), Dlatego wybrano inng droge wykorzystujac
enzymy drozdzy fermentujacych ksyloze, tj. reduktaze ksylozowg pod wpty-
wem ktdrej ksytoza jest redukowana do ksylitotu, a nastepnie w obecnosci
dehydrogenaz}”™ ksylitotowej, ksytitol przechodzi w ksytutoze (rys. 9). Stosujac
metody inzynierii genetycznej otrzymano rekombinanty S. cerevisiae zawie-
rajace geny reduktazy ksylozowej i dehydrogenazy ksylitolu i osiggnieto eks-
presje obu gendéw na tych samych lub wspétistniejgcych plazmidach. Trans-
formenty dobrze asymilowaty ksyloze jednak produkcja etanolu byla nizsza
niz przez P. stipitis, kiasyczny gatunek stosowany w fermentacji pentoz,
z uwagi na znaczna produkcje ksytitolu wydzietanego do podtoza (42). Opty-
matizacja warunkéw hodowli powinna jednak przyczyni¢ sie do zwiekszenia
produkcji etanolu.

Dalszy postep w poszukiwaniu nowych transformantéw nie tylko drozdzy,
ale takze bakterii, np. Zymomonas mobilis powinien rozwigza¢ trudny prob-
lem wydajnej fermentacji pentoz na etanol.

8. Uwagi koncowe

Biomasa jako surowiec dla pozyskania energii i zwigzkéw chemicznych
stanowi przedmiot zainteresowania wielu placéwek badawczych. Co roku
w Stanach Zjednoczonych ma miejsce sympozjum poswiecone konwersji bio-
masy, obecne, XVII nosi tytut ,,.Symposium on Biotechnology for Fuels and
Chemicals”. W Europie co 2 lata organizowane sg konferencje pt. ,,European
Conference for Energy, Environmental, Agriculture and Industry”, w ktdérych
uczestniczy ok. 500 os6b. W krajach rozwinietych zainteresowanie proble-
matyka biomasy winno, jak sie wydaje, narasta¢ i stanowi¢ sygnat do wie-
kszego zaangazowania krajowego potencjatlu badawczego w opracowanie no-
woczesnych technologii przerobu biomasy, z mozliwie szerokim uwzglednie-
niem biotechnologii, tym bardziej, ze produkcja i przer6b biomasy stanowig
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przedmiot wyktadéw na coraz liczniejszych kierunkach studiéw w naszych
uczelniach.

W zakresie biokonwersji materiatow ligninocelulozowych pochodzenia rol-
niczego (stoma zbdz, rzepaku, szybko rosngce drzewa i krzewy), leSnego (tro-
ciny, gatezie), miejskiego i przemystowego (makulatura, wiokno zerowe) do eta-
nolu, podstawowym problemem pozostaje biosynteza celulaz, a w szczeg6lnosci
pozyskanie szczepéw rekombinowanych o podwyzszonych uzdolnieniach do
syntezy petnego kompleksu enzymdw celulolitycznych, wyjasnienie mechani-
zmoOw regulacji i nadprodukcji celulaz, otrzymanie rekombinowanych szczepéw
S. cerevisiae i Zymomonas mobilis zdolnych do wydajnej fermentacji heksoz,
pentoz, a takze dwucukrow (celobioza, ksylobioza). Wazng rzeczg jest dalsze
doskonalenie metod hodowli drobnoustrojéw, w tym w bioreaktorach z komér-
kami immobilizowanymi, oraz obrobki materiatéw ligninocelulozowych do enzy-
matycznej hydrolizy. Postep w tych kierunkach badar powinien przyczynic sie
do obnizenia kosztow otrzymidrwania etanolu tak by jego cena byta zbtizona
do aktualnych cen tego surowca z tanich surowcow skrobiowych. Problema-
tyka wykorzystania ligniny, a w szczegdlnosci jej biotransformacja wymaga
oddzielnego omoéwienia i nie moze by¢ pomijana przy kompleksowym opraco-
waniu technologicznego przerobu materiatéw ligninocelulozowych.
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Bioconversion of lignocelluiosic materials

S ummary

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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