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V poslednich desetiletich Ize pozorovat rostouci snahu jednotlivych stdtii o sniZeni své zdvislosti na fosilnich palivech a prechod k SirSimu
vyuzivdani alternativnich zdrojii energii (vétrnd, vodni, soldrni ¢i geotermdlni energie, energie vznikajici pfi morském prilivu a odlivu nebo
energie obsaZend v biomase). Hlavnim diivodem jsou zejména stdle castéji publikované tidaje o snizujicich se zdsobdch fosilnich zdrojui,
které vedou ke zvySovdni ceny ropy a ropnych produktii, nestabilité trhu s témito komoditami a hrozici politické a ekonomicke zdvislosti na
zemich, které tyto zdroje ovlddaji. Na zdkladé velikosti soucasnych zndmych ropnych rezerv a odhadu jesté nenalezenych zdrojii bylo publi-
kovdno, Ze rocni produkce ropy klesne do roku 2050 ze soucasnych 25 miliard barelii (1 barel je 158,97 litrii) zhruba pétkrdt [1]. Prokdzané
sveétove zdsoby ropy se ke konci roku 2007 pohybovaly kolem 1 239 miliard barelil a zdsoby zemniho plynu kolem 180 miliard m? [2]. Zhruba
40 % celkovych zdsob ropy se nalézd na Stiednim vychodé na vizemi Irdnu, Irdku a Saudské Ardbie. Vzhledem k rostoucimu ekonomicke-
mu rozvoji, zejména v oblasti priimyslu a dopravy, se svétovd spotieba energie stdle zvySuje, coz vede k dalsi vzdjemné energetické zdvislosti

v rdmci jednotlivych hospoddrskych regionii.

Zpréava Evropské komise pro energii [3] udava, Ze v roce 2009 se
v ramci Evropské unie spotfebovalo 1 113,67 Mtoe energie (1 toe
odpovidd mnozstvi energie uvolnéné spalenim jedné tuny ropy,
tj. ~42 GJ). Nejvétsi podil, 33 %, tvofila energie spotiebovana
v dopravé, 27% energie spotfebovaly domacnosti a 24 % primys-
lova vyroba. Spotieba energie v ramci Ceské republiky tvofila v
tomtéz roce asi 2,2 % celkové energetické spotieby Evropské unie
(tj. 24,37 Mtoe), pricemz 33 % tohoto mnozstvi pripadlo na primys-
lovou vyrobu, 27 % na dopravu a 25 % spotfebovaly domécnosti.

Obr. 1 — spotfeba energie v Evropské unii a Ceské republice za
rok 2009
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V reakci na stale rostouci spotfebu energetickych zdroji v oblasti
dopravy, kterou navic provazi stoupajici emise sklenikovych plynt
(emise produkované dopravnim sektorem pfispivaji z 21 % k cel-

kovym emisim sklenikovych plynti) a negativni dopady na Zivotni
prostiedi, vydal Evropsky parlament smérnici 2003/30/EC, ktera
zavazuje Cleny Evropské unie k zavedeni legislativy, zarucujici
pridavky bioslozek do pohonnych hmot prodavanych na jejich
tizemi. Tento podil by se m¢l postupné zvySovat a do roku 2020 by
mél dosdhnout az 20 %. V souvislosti s timto pozadavkem v posled-
nim desetileti vzrostl v Evropské unii pocet zdvodd produkujicich
bioetanol, ktery je vedle methylesteru vysSich mastnych kyselin
ziskavaného prevazné z repkového oleje nejvyuzivanéjsim biopa-
livem. Ackoli vétSina bioetanolu produkované v ramci Evropské
unie vyuzivé jako surovinu Skrobnaté nebo cukernaté zemédélské
plodiny, pozornost se stale Castéji obraci k moZnostem produkce
etanolu tzv. druhé generace, tj. etanolu, ktery je vyroben z biomasy,
kterd nema potravinarské vyuziti a v niz je hlavnim zdrojem uhliku
a energie celuldza.

Vyuziti fytomasy a odpadnich materialii na bazi
celulézy a lignoceluldzy jako suroviny pro vyrobu
bioetanolu procesem nasledné sacharifikace

a fermentace

Suroviny na bazi celuldzy a lignoceluldzy, které lze pouzit jako
vychozi materil pro pfipravu fermenta¢nich médii, tvofi rizno-
rodou skupinu, v niz jsou zastoupeny zejména dfevo a odpady
zjeho zpracovani (dfevni §tépka, piliny), rychle rostouci energetické
rostliny ($tovik, miscantus, kostfava), zemédélské odpady (prede-
v§im obilna a kukufi¢na sldma nebo oklasky) ¢i odpadni suroviny,
jako napfiiklad odpadni papir ¢i komundlni odpady. Spole¢nym
rysem vSech téchto materiald je pomérné vysoky obsah celuldzy,
ktery je vSak samoziejmé zavisly na typu plodiny, stanovisti a kli-
matickych podminkach, ve kterych byla vypéstovana a pohybuje
se zhruba kolem 25-40 % v travinach, 30-35 % v pseni¢né slamé,
40-50 % ve dreve, az po 90 % v bavinénych vldknech. Obsah celuldzy
vnovinovém papiru je zhruba 40-55 %, zatimco kartony obsahujf asi
60-70 % celuldzy [4]. Kromé vysokého obsahu uhliku ve formé ce-
lulézy je dalsi vyhodou energetickych plodin jejich rychly riist, fakt,
ze nekonkuruji potravinarské vyrob¢ a ze je 1ze s vyhodou péstovat
na pozemcich, jeZ neni mozné vyuzit pro péstovani potravinaiskych
plodin, a to ¢asto s men$imi naroky na péstovani véetné hnojeni
a ochrany chemickymi prostiedky, coz se odrazi i ve vysledné cen¢
suroviny. Velkou nevyhodou téchto materiald je vSak to, Ze celul6zu
nelze pfimo vyuzit jako zdroj uhliku a energie pro mikroorganismy
produkujici etanol, ale je potfeba ji nejprve prevést na zkvasitelné
cukry, coz je pomérné€ komplikovany a energeticky naro¢ny proces,
ktery celou vyrobu zna¢né prodrazuje.

Vyroba etanolu z lignocelulézovych materidlt tedy sestava ze
dvou procesd, procesu hydrolyzy celuldzy, v némz se ziskaji fer-
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mentovatelné sacharidy, a nasledné fermentace, kdy vzniklé cukry
slouzi jako zdroj uhliku a energie pro mikroorganismy (kvasinky
nebo bakterie), které produkuji jako hlavni metabolit etanol. Pre-
vedeni celuldzy na zkvasitelny substrat je slozity proces sestavajici
z mechanické dpravy a nasledného fyzikalné-chemického rozruseni
lignocelulézové matrice (vétSinou za zvySené teploty a tlaku a
s pouzitim vice ¢i méné zfedénych roztokd kyselin, zasad, pfipadné
solf), pfi kterém je odstranéna podstatna cast ligninu, ¢4stecné
hydrolyzovéna celuléza a hemiceluléza a zaroven snizen stupeni
polymerace a krystalinita celuldzy. Tento krok je sice energeticky
naroc¢ny, ale je potieba ho zaradit, protoze pfitomnost ligninu spolu
s vysokou krystalinitou celul6zy by prakticky znemoznily naslednou
enzymovou hydrolyzu celulézy a hemicelulézy na jednoduché sa-
charidy (vedle glukdzy se tvoii i dalsi hexdzy jako napi. galaktdza
a mandza, z pentdz jsou nejvice zastoupeny xyldza a arabindza).
Konkrétni zastoupeni zkvasitelnych sacharidi uvolnénych z lig-
nocelul6zového materilu je ddno typem suroviny a zptsobem
fyzikalné-chemického rozkladu. Preddprava lignocelulézového
materidlu by idealné méla byt provedena tak, aby spotfebovala
co nejnizsi mozné mnozstvi energie a chemikalii, pfitom byla
dostate¢né ucinna, ale zaroven natolik Setrnd, aby nedochazelo
k degradacim nebo ztratdm cukri a tvorbé inhibi¢nich latek
(zejména furfuralu, 4-hydroxymethylfurfuralu a kyseliny octové),
které by ovliviiovaly aktivitu enzyml a metabolismus mikroorga-
nismd pouzitych v dalsich fazich procesu.

Pro enzymovou hydrolyzu celuldzy jsou vétSinou pouzivany
komercné dostupné, vysoce specifické celulolytické enzymové
preparaty, které jsou smési endo- a exoglukanaz, jez $tépi poly-
merni celuldzovy fetézec uvnitt za produkce smési oligosacharidid
nebo na konci za uvolnéni celobidzy a glukdzy a B-glukosidaz,
které rozkladaji takto vzniklou celobiézu. Nevyhodou enzymovych
preparatd je jejich vysoka cena a to, ze se béhem hydrolyzy jejich
aktivita vétSinou sniZuje, a to zejména v dasledku ireverzibilni
adsorpce ¢asti enzymt na substrat. Také rychlost produkce jedno-
duchych cukrii se béhem procesu snizuje, a to v disledku inhibice
enzymd produktem reakce (glukézou), takze prakticky nikdy ne-
dochézi k 100% konverzi substratu. Caste¢ného snizeni nakladd
lze dosdhnout recyklaci enzymovych preparatd, tj. opétovnym
pouzitim kapalné faze po hydrolyze. Uvadi se [4], Ze enzymovou
smés pripravkid Cellclast a Novozyme lze tspésné recyklovat az
pétkrat, aktivita opétovné pouzivanych enzymi se vSak s kazdym
cyklem snizuje. Levnéjsi alternativou ke komeréné dostupnym
preparatim je produkce vlastnich celulolytickych enzymti pomoci
vlaknitych hub (napft. rodu Trichoderma, Aspergillus, Penicillium)
nebo bakterii (rod Clostridium, Cellulomonas, Bacillus a dalsi)
na ¢astecné predupravené fytomase po doddni nezbytnych Zivin
(zejména zdroje dusiku). Snizeni ceny celulolytickych preparatt
lze dosahnout i pripravou novych produkénich organismid meto-
dami molekuldrni biologie, tj. klonovanim sekvenci, které koduji
produkei celulolytickych enzymd, do organismd, které je budou
rychle a levné produkovat.

Substrat po enzymové hydrolyze obsahuje smés oligosacharidd,
disacharidti, hex6z a pentdz a Ize jej (vétSinou po dodani dalSich
Zivin) pouzit pro piipravu fermenta¢niho média. Pokud proces
probiha klasickou cestou, tj. formou nasledné sacharifikace a fer-
mentace, tj. procesem SHF (separate hydrolysis and fermentation),
je do média zaockovano inokulum (rostouci populace mikrobidlni
kultury) a v bioreaktoru probéhne fermentace, tj. metabolicka pre-
ména jednoduchych sacharidi na etanol a dal$i metabolity (obr. 2a).

Problémenm je, Ze nejvice vyuzivané produkéni mikroorganismy,
tj. kvasinka Saccharomyces cerevisiae a bakterie Zymomonas mobilis
neumf utilizovat pentdzy, takze ¢ast zdroje uhliku a energie zdstava
nevyuzita, coz se projevi ve snizené vytéznosti procesu. Na druhou
stranu mikroorganismy, které pentézové cukry vyuzivaji (Esche-
richia coli, Klebsiella oxycota, Candida shehatae nebo Pichia stipitis),
zase nedosahuji takové produkce etanolu, aby mohly byt pouzity
jako primyslovi producenti, od kterych se o¢ekava, Zze budou pro-
dukovat etanol s vysokou vytéznosti a produktivitou a navic budou
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tolerovat vysoké koncentrace etanolu. Tento problém je mozné resit
pouzitim smésné kultury, kdy je do bioreaktoru kromé tradi¢niho
producenta etanolu zaoc¢kovén i kmen utilizujici pentdzy nebo pii-
pravou rekombinantnich kment, které mohou byt dvojiho druhu.
Bud’se do ,,dobrych” producentt etanolu naklonuji geny potiebné
pro syntézu enzymd zapojenych v metabolismu odbouravani xylozy
(v hydrolyzatech obvykle nejvice zastoupeny pentézovy cukr) nebo
se do kmene, ktery prirozen¢ fermentuje xylézu a arabindzu, vlozi
geny kdédujici enzymy nezbytné pro produkci etanolu [5]. Pfiprava
a testovani takovych kmend je vSak béh na dlouhou trat, proto se
v soucasné dobé realizuje produkce etanolu timto zptisobem pouze
na trovni laboratornich experimentd.

Obr. 2 — Schéma vyroby etanolu: a) SHF process, b) SSF proces
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Vyroba bioetanolu z lignocelulé6zovych materiali
procesem soucasné sacharifikace a fermentace

Proces soucasné sacharifikace a fermentace (SSF — simultaneous
saccharification and fermentation) predstavuje dalsi moznost, jak
z lignocelulézovych materiald produkovat etanol. Od klasického
SHF procesu se lisi tim, ze proces enzymové hydrolyzy probiha
soucasné s procesem fermentace (obr. 2b). Hlavni vyhodou je to,
ze proces probihd krat$i dobu v mensim poctu nadob, protoze en-
zymova hydrolyza a fermentace je realizovdna soucasné v jednom
zafizeni, ktera mize dosahovat dspory vice nez 20 % [6]. Dalsi
vyhodou je to, Ze je omezeno riziko inhibice enzymové aktivity
vznikajici glukézou, protoze ta je ihned po uvolnéni spotfebovina

Dokonceni na dalsi strané
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mikroorganismy. To vede i k rychlejsi a tiplnéjsi konverzi celuldzy
a dovoluje tim padem pouzit i niz$i davkovani enzymi [7]. Spojeni
obou procest s sebou piinasi i nékteré problémy, hlavni z nich je
spojen s tim, Ze teplotni optima procesu sacharifikace a fermentace
se podstatné li$i. Optimalni teplota pro ¢innost celuldz je 45-50 °C,
zatimco kmeny obvykle vyuzivané pfi fermentaci rostou nejlépe pti
teploté kolem 30 °C, proto je potieba pracovat za kompromisnich
podminek, coZ omezuje rychlost a G¢innost obou procesd.

Resenim tohoto problému by mohlo byt pouziti termofilnich kme-
nd, které jsou schopny rist pfi teplotach blizkych teplotnimu optimu
celuldz a zaroven dobte produkovat etanol, nebo termotolerantnich
kmend, jejichz teplotni optimum je vy$§i nez u bézné pouzivanych
mikroorganismi. Napfiklad pfi pouziti kvasinky Kluyveromyces
marxianus bylo dosazeno vysokého vytézku etanolu (0,50 g/g) pti
42 °C, dalsi termotolerantni kvasinka, Candida acidothermophilum
dosahla pfi stejné teploté 80% maximalniho vytézku etanolu, tj.
0,41 g/g [4], zatimco kvasinka Fabospora fragilis kultivovana pri
43 °C poskytovala vytéznost etanolu 0,40 g/g [8].

Dals$i moznosti je vyuziti termotolerantnich mutantd bézné pou-
zivanych kmend nebo vyuziti kment, které maji kromé schopnosti
produkovat etanol i celulolytickou aktivitu, a tak zvladnou oba
kroky realizovat samy, bez pfidavku enzymovych preparatd (napf.
Clostridium thermocellum). Pouziti termofilnich nebo termotole-
nebot’ tim, Ze se priblizi optima obou procesi, dosdhne se vy$siho
vytézku sacharifikace, zaroven se snizi naklady v disledku nizsi
spotfeby energie na chlazeni bioreaktoru a v neposledni fad¢ se
snizi riziko kontaminace mezofilnimi mikroorganismy [9].

Nevyhodou SSF procesu je viak to, Ze mikroorganismy ani enzymy
nelze po fermentaci recyklovat, protoze separace od pritomného
ligninu je problematickd, coz s sebou nese zvysené naklady spojené
s pripravou inokula a ndkupem komercnich nebo produkei nové
Sarze vlastnich enzymd. VSechny vy$e zminéné problémy omezuji
potencial vyuzit{ totoho procesu v primyslovém méfitku. Avsak
podle oc¢ekavani Narodni laboratofe pro obnovitelnou energii
(NREL - National Renewable Energy Laboratory, US) se techno-
logie vyroby lignocelulézového etanolu béhem piistich dvaceti let
zlep$i natolik, Ze bude mozné z 1000 kg suché biomasy produkovat
az 400 1 etanolu, coz oproti v soucasnosti produkovanym 270 |
predstavuje znacny pokrok [10].

Zavér

Lignocelulézové materialy maji jako surovina pro vyrobu etanolu
mnoho vyhod, ale jejich zpracovani bohuzel pfindsi i mnoho
problémt, které se odrazeji v ekonomické bilanci procesu a brani
tak zavedeni této technologie do primyslového méfitka. Ackoli
je cena etanolu produkovana z lignocelulézovych materialt
v porovnani s cenou fosilnich paliv stale relativné vysoka, presto
existuje nékolik cest, které by mohly jeji cenu ¢4stecné snizit
a ucinit tuto technologii ekonomicky akceptovatelnou. Jednd se
pfedevsim o snizeni nakladd na suroviny a celulolytické enzymy,
uspor Ize dosdhnout i recyklaci chemikdlii pouzitych pti chemické
hydrolyze a enzymi pouZitych pro sacharifikaci celuldzy. K lepsi
ekonomické bilanci pfispéje i separace mikroorganismu po fer-
mentaci a po regeneraci jeji opétovné pouziti, coz snizi naklady na
pfipravu inokula. Dalsi prosttredky lze ziskat kompletnim vyuzitim
vsech vedlejsich produktd, které pfi vyrob¢ vznikaji. Napriklad
lignin, hlavni vedlejs$i produkt vznikly po fyzikdlné chemické
hydrolyze, mize byt pouzit jako pevné palivo nebo jako surovina
pro vyrobu dalsich litek. Uspor miize byt dosazeno i vyuZitim
metod molekularni biologie, a to predevSim piipravou fytomasy
s niz§im obsahem ligninu a vysokym obsahem celulézy, produkci
vysoce specifickych a aktivnich celulolytickych enzymd, pfipravou
kment, které by byly schopné dcinné utilizovat jak pentézové, tak
hexd6zové sacharidy a pfitom s vysokou tcinnosti produkovat eta-
nol a tolerovat jak vysoké koncentrace produktu, tak i pfitomnost
inhibi¢nich latek ptfitomnych v hydrolyzatech.

10

Literatura

[1] CAMPBELL CJ., LAHERRERE J.H.: The end of cheap oil.
Scientific American, 3, 78-83, 1988

[2] WORLD PROVED RESERVES OF OIL AND NATURAL
GAS, MOST RECENT ESTIMATES. http://www.eia.gov/
international/reserves.html, staZzeno 8.8.2011

[3] ENERGY BALANCE SHEETS 2008-2009, Eurostat Statistical
Books, 2011 edition, Eurostat, European Commition, 2011,
on-line. http://epp.eurostat.ec.europa.eu/portal/page/portal/
product_details/publication?p_product_code=KS-EN-11-001,
stazeno 12.7.2011

[4] SUN Y., CHENG J.: Hydrolysis of lignocellulosic materials
for ethanol production: a review. Bioresource Technology, 83,
1-11, 2002

[S] DELLOMONACO C., FAVA F, GONZALES R.: The path to
next generation biofuels: successes and challenges in the era
of synthetic biology. Microbial Cell Factories, 9:3, 1-37, 2010

[6] OLOFSSON K., BERTILSSON M., LIDEN G.: A short review
on SSF — an interesting proces option for ethanol production
from lignocellulosic feedstocks. Biotechnology for Biofuels, 1:7,
1-14, 2008

[71BALLESTEROS M., OLIVA J.M., NEGRO M.J., MANYANA-
RES P, BALLESTEROS I.: Ethanol form lignocellulosic
materials by a simultaneous saccharification and fermentation
proces (SSF) with Kluyveromyces marxianus CECT 10875.
Process Biochemistry, 39, 1843-1848, 2004

[8] KRISHNA H.S., REDDY J.T.,, CHOWDARY G.V.: Simultane-
ous saccharification and fermentation of lignocellulosic wastes
to ethanol using a thermotolerant yeast. Bioresource Technology,
77, 193-196, 2001

[9] TOMAS-PEJO E., GARCIA-APARICIO M., NEGRO M.J.,
OLIVA J.M., BALLESTROS M.: Effect of different cellulase
dosages on cell viability and ethanol production by Kluyvero-
myces marxianus in SSF processes. Bioresource Technology,
100, 890-895, 2009

[10] NIGAM S. P, SINGH A: Production of liquid biofuels from
renewable resources. Progress in Energy and Combustion
Science, 37, 1, 52-68, 2011

Podékovdni: Tato studie vznikla s financni podporou Ministerstva
skolstvi, mlddeze a télovychovy CR v rdmci programového pro-
Jjektu vyzkumu a vyvoje Kontakt ME10146 a vyzkumného zdmeéru
MSM6046137305.

Abstract

PRODUCTION OF BIOETHANOL FROM BIOMASS AND WASTE
MATERIALS BASED ON CELLULOSE

Summary: A growing consumption of energy sources in transport sector in the
European Union (33% of total 113.67 Mtoe in 2009) accompanied by rising
greenhouse gas emissions and negative impacts on the environment stimulated
a national effort to reduce the dependence on fossil fuels by using bio-compo-
nents in fuels sold in their territory. Although most of bioethanol is currently
produced from starch or sugar raw materials, attention is increasingly turning to
bioethanol of 2nd generation made from cellulose. In spite of all advantages of
energy crops (rapid growth, no competition with food production, less fertilizers,
lower prize), the main problem is that cellulose cannot be directly used as a
carbon source for a traditional ethanol producers (e.g. Saccharomyces cerevisie,
Zymomonas mobilis). It must be converted to simple sugars by a sequence
of operations (mechanical and physico-chemical pretreatment, enzymatic
hydrolysis) before fermentation, which are energy-intensive and thus increase
the price of final product. But there are several possibilities how to reduce the
cost of lignocellulose ethanol, such as use of simultaneous saccharification and
fermentation process, recycling of chemicals, enzymes and microorganisms
together with revaluation of most of byproducts (e.g. lignin can be used as a solid
fuel or raw material for production of other valuable substances). Exploitation
of molecular biology methods can help to develop new strains, which are able
efficiently produce cellulolytic enzymes, utilize both pentose and hexose sugars,
be resistant to inhibitors and produce high yield of ethanol.

Key words: lignocellulose, bioethanol, SSF and SHF processes

CHEMAGAZIN - Cislo 5 » Ro¢nik XXI (2011)



