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Streszczenie
W niniejszym artykule przedstawione zostaty zagadnienia wytwarzania biopaliw ciektych i ptynnych od strony
mikrobiologiczno-biochemicznej. Uwzgledniono bioetanol, biobutanol oraz biogaz zawierajacy metan oraz
biowoddr. Podane zostaty mikroorganizmy zdolne do wytwarzania tych biopaliw, szlaki biochemiczne, tryb
pracy bioreaktorow oraz warunki procesowe ich biosyntezy. Dodatkowo poruszone zostato zagadnienie

pozyskiwania substratow weglowych do produkeji tychze biopaliw.

1. Wprowadzenie

Na miano biopaliw zastuguja te paliwa, ktore sa pochodza ze wspotczesnych
surowcoOw biologicznych. Okreslenie wspdlczesne oznacza, ze nie sa to paliwa kopalne, to
znaczy takie, ktore powstaty dwniez w wyniku wegetacji i pdzniejszego rozkhdu materii
zywej, ale mialo to miejsce we wczesniejszych epokach geologicznych. Ropa naftowa, gaz
ziemny czy wegiel kamienny pochodza od mikroorganizméw (okrzemkow) i roslin, zyjacych
w epoce prekambryjskiej i paleozoicznej. Wegiel kamienny jest mlodszy i powstat w wyniku
rozktadu materii roslinnej epoki trzeciorzedu.

Biopaliwa wytwarzane obecnie, na skalg przemyslowa a takze te wytwarzane w skali
pilotowej mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsze z nich to biopaliwa w postaci biomasy
roslinnej (stoma, drewno odpadowe, drewno specjalnie hodowane do celéw energetycznych)
oraz biopaliwa ciekle i gazowg bedace efektem metabolicznej dziatalno$ci niektorych
mikroorganizméw. Tym ostatnim poswigcony bedzie niniejszy atykul. Beda to alkohol
etylowy (bioetanol), alkohol n-butylowy (biobutanol) oraz biogaz (zawierajacy albo metan
jako gtowny sktadnik albo wodor).

2. Substraty wykorzystywane do mikrobiologicznej produkcji biopaliw
Wybér substratu do wytwarzania konkretnego biopaliwa ciektego lub gazowego jest
szczegolnie wazny i na jego palstawie dokonuje si¢ podziatu biomliw na biopaliwa

pierwszej, drugiej i trzeciej generacji.



Dla kazdego procesu z udzialem mikroorganizméw niezbedne jet zapewnienie przede
wszystkim zrodta wegla, azotu i fosforu. Te dwa ostatnie pierwiastki nie sprawiaja problemu,
gdyz wiele substratow pochodzenia naturalnego je zawiera, albo i tez tatwo i tanp jest je
dostarczy¢ w postaci, np. soli amonowych, azotanowych czy fosforanowych. Doda¢ rowniez
nalezy, ze pierwiastkowa zawarto$¢ wegla w podtozu dla wzrostu mikroorganizméw (bakterii
czy drozdzy) jest zazwyczaj trzydziestokrotnie wigksza niz azotu.

Optymalnym zZrodlem wegla sa oczywiscie weglowodany, nglepiej glukoza. Moze
by¢ ona przetworzona bezposrechio w kazdy produkt metaboliczny prze wszystkie
mikroorganizmy, z wyjatkiem czystej kultury bakterii metanowych.

Substrat mozna zatem pozyska¢ z roslin jadalnych jak burak cukrowy czy trzcina
cukrowa (sacharoza, dwucukier ztozony z glukozy i fruktozy), zboz albo ziemniakow. Zboza i
ziemniaki jako material zapasowy zawieraja skrobig, bedaca polimerem glukozy. reszty
glukozy polaczone sa wiazaniami 1,4-a-glikozydowymi. Rozktad skrobi zachodzi fatwo i jest
znany od wiekdw jako przygotowywanie zacieru do produkcji akoholu etylowego. kazde
biopaliwo wytwarzane z cukréw pochodzacych z wyzej wspomnianych roslin nazywamy
biopaliwem pierwszej generacji. Przetwarzanie tych roslin na alkohol etylowy, n-butylowy
lub biogaz wiaze si¢ jednak z duzymi kontrowersjami, gdyz w wielu krajach ludzie gloduja, a
spoteczenstwa bogate chca przerabia¢ zywno$¢ na paliwo dla swoich samochoddw lub tez w
innych celach energetycznych.

Z tego powodu w koncu XX wieku zrodzita si¢ koncepcja wykorzystania biomasy
innych ro$lin w celu pozyskania substratdw cukrowych. Tutaj probuje si¢ wykorzysta¢ takie
roslin jak miskant, trzcina czy konopie. Problemem jest jednak forma w jakiej zwiazana jest
w tych roslinach glukoza. Lodyi czy lisde roslin zawieraja trzy zwida
wielkoczasteczkowe: celulozg, hemicelulozg oraz ligning. Tylko te dwa pierwsze polimery
zawieraja glukoze oraz inne cukry. W poréwnaniu z materialem zapasowy nasion zbdz czy
ziemniakéw, czyli skrobia, celuloza jest macznie trudniej rozkladalna. jej struktura jest
wloknista, a celuloza jest nierozpuszczalna w wodzie. Wiaze si¢ to z innych typem wigzan
migdzy resztami glukozy (wiazania 1,4-p-glikozydowe). Hemiceluloza ma podobna strukture,
ale po za tym zawiera inne cukry jak ksyloza czy arabinoza. Wiele mikroorganizméw nie
potrafi ich wykorzystywa¢ jako jedynego zrodla wegla dla wzrostu 1 wytwarzaim
metabolitow. Lignina za$ jest zwiazkiem fenolowym i ne zawiera zadnych czasteczek
weglowodanéw. Dodatkowym problemem jest to, ze te trzy polimery sa $ciSle ze soba
powiazane w biomasie roslinnej, co dodatkowo utrudnia ich hydroliz¢ i uzyskanie pozadane;j

glukozy.



Biopaliwa trzeciej generacji s3 zwigzane z wytwarzaniem substatu weglowego w
postaci zywej biomasy glonow. Glony jako organizmy fotoautotroficzne wymagaja jedynie
dwutlenku wegla jako zrodla wegla co niezmiernie pozytywne wplywa na bilans tego
zwiazku chemicznego, za$ sama biomasa glondéw jest latwo hydrolizowalna 1 moze zawierac

zaleznie od gatunku rézne materiaty zapasowe, migdzy innymi thuszcze czy polisacharydy.

3. Mikrobiologiczne wytwarzanie biopaliw cieklych i gazowych

Majac do dyspozycji substrat, niezaleznie od jego pochodzenie, trzeba zastosowaé
wiasciwy sposob jego przetworzenia na biopaliwo. Wzgledy metaboliczne sprawiaja, ze przy
wytwarzaniu biopaliw wykorzystuje si¢ wylacznie mikroorganizmy beztlenowe. Jedynym
wyjatkiem jest tu alkohol etylowy, wytwarzany przez tlenowe z natury drozdze, ktore w tym

przypadku sa zdolne do wzrostu w warunkach beztlenowych wytwarzajac alkohol etylowy.

3.1. Biosynteza alkoholu etylowego

Do wytwarzania alkoholu etylowego zdolne drozdze zyjace w wartnkach
beztlenowych oraz niektére bakerie. Technologia fermentacji alkoholowej z udzialem
drozdzy jest najstarszym znanym ludzkos$ci procesem biotechnologicznym. Dominuja drozdze
Saccharomyces cerevisiae, ale roéwniez inne gatunki map podobne zdolnosci. W tabeli 1
zestawione zostaly gatunki mikroorganizméw zdohych do produkcji alkoholu etylowego

Wraz z wykorzystywanymi przez nie zrodlami wegla.

Tabela 1. Mikroorganizmy zdolne do wytwarzania alkoholu etylowego i wykorzystywane

przez nie zrodla wegla

[Droidze: Substraty:

Saccharomyces cerevisiae glukoza, fruktoza, galaktoza
Saccharomyces uvarum sacharoza, maltoza, maltotrioza
Saccharomyces diastaticus glukoza maltoza, skrobia
Saccharomyces rouxii glukoza fruktoza, maltoza, sacharoza
Kluyveromyces fragilis oraz K. lactis glukoza, galaktoza, laktoza

Candida tropicalis glukoza, ksyloza, ksyluloza
Candida pseudotropicalis glukoza, galaktoza, laktoza
Schizosaccharomyces pombe cukry proste, maltoza, dekstryny, kwas jabtkowy
Schwanniomyces alluvis oraz S. castelli dekstryny, skrobia

Endomycopsis fibuliger dekstryny skrobia




Bakterie:

Zymomonas mobilis glukoza, fruktoza, sacharoza

Clostridium thermocellum glukoza, celobioza, celuloza

Clostridium thermohydrosulphuricum glukoza, ksyloza, celobioza, sacharoza, skrobia
[Thermoanaerobium brockii glukoza, sacharoza, celobioza, skrobia
Thermobacterioides acetoethylicus glukoza, sacharoza, celuloza

Podstawowym ograniczeniem od strony sulstratu co réwniez wynika z tabeli 1
wytwarzania alkoholu etylowego jest to, ze najwydajniej jet on wytwarzany na glukozie,
fruktozie lub sacharozie Biochemiczne przemiany prowadzace do uzyskania alkoholu
etylowego przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Szlak metaboliczny biosyntezy alkoholu etylowego

Centralny metabolit posredni szlakéw katabolicznych acetylo-CoA jest przetwarzany alkohol
etylowy w celu uzyskania energi w postaci ATP oraz utlenieria nadmiaru zredukowych
nukleotydéw nikotynoadeninowych (NADH).

Alkohol etylowy jest oczywiScie wytwarzany na skalg przemystowa w bioreaktorach o
objetosci setek metrow szeSciennych, najcze$ciej w pocesie okresowym lub ciaglym.
Maksymalne stezenie uzyskiwane w brzeczce fermentacyjne osiaga okoto 180 g/l czyli 18%.
Wigkszych stezen nie da si¢ uzyskaé¢ ze wzgledu na toksyczne dziatanie alkoholu etylowego.
Mikroorganizmy po prostu gina. Odzysk etanolu odbywa si¢ poprzez rektyfikacje. Pozwala
ona uzyska¢ mieszaning alkoholu etylowego i wody w stosunku objetosciowym 96:4. Jest to
tak zwany rektyfikat. Nie ma mozliwosci uzyskania 100% alkoholu etylowego poprzez prosta
rektyfikacje, gdyz tworzy on z woda tak zwana mieszaninie azeotropowa. Oznacza to, ze para
uzyskana z takiej mieszaniny nie jest bogatsza w skfadnik bardziej lotny. Rektyfikat jest
bezuzyteczny jako biopaliwo dodawane do benzyn, gdyz powodowalby rozwastwienie
benzyny. Stad pojawia si¢ koniecznos$¢ jego odwadniania poprzez destylacje azeotropowa w
ukladzie trojsktadnikowym z dodatkiem np. benzenu.

Oprécz drozdzy do produkcji bioetanolu moga by¢ stosowane bakterie, co wynika z
tabeli 1. najbardziej obiecujace sa bakterie Zymomonas moblis. Poréwnanie wydajnosci oraz

szybkosci procesow biosyntezy etanolu z udziatem tych organizmow przedstawia tabela 2



Tabela 2. Pordwnanie procesow biosyntezy etanolu z udziatlem drozdzy i bakterii

Parametr kinetyczny S. cerevisiae Z. mobilis
maksymalna wtasciwa szybkos$¢ wzrostu biomasy, h-1 0,41 0,43
wiasciwa szybko$¢ asymilacji glukozy, g GLU gX h-1 10,5 1,75
Wiasciwa szybkos$¢ produkcji etanolu, geon gX h-1 5,67 0,67
Wydajnos¢ etanolu na glukozie geion JoLu™ 0,47 0,43
'Wydajnos¢ jako % wydajnosci teoretycznej 92 85
Maksymalne stgzenie etanolu

- w fermentacji ciaglej do 50 g I'* (5%) 55-60 g I™* (5.5-6.0%)
- w fermentacji okresowej do 200 g I'* (20%) do 100 g I'* (10%)

Analizujac tabelg 2 zwrdci¢ nalezy uwage, ze m ma istotnej réznicy migdzy ymi
organizmami, co do mozliwosci produkcji bioetanolu. W fermetiacji okresowej w
odniesieniu do koncowego st¢zenia produktu, ktore jest najwazniejsze z punktu widzenia jego
odzysku, drozdze sa bezkonkurencyjre. W procesie ciaglym bakterie zyskuja przewage.
Dodajmy, Ze procesy ciagle sa szczegdlnie chetnie stosowane przez przemyst ze wzgledu na
ich tatwa automatyzacje i pracg calej instalacji w stanie ustalonym.

Bioetanol jest obecnie powszechnie dodawanym biokomponentem benzyn w ilo$ci
kilku procent objgtosciowych w Europie do nawet 20% w Brazylii. Brazylia zreszta od dawna
przoduje w wykorzystywaniu tego biopaliwa, a wiaze si¢ to z charakterem rolnictwa w tym
kraju. Bardzo duzy aeal obejmuje trzcina cukrowa, a cukier z niej uzyskiwany jst
fermentowany do bioetanolu. Jest to zatem w przypadku Brazyli biopaliwo pierwszej
generacji.

3.2. Biosynteza alkoholu butylowego

Alkohol butylowy (n-butanol) ma duza przewage na dkoholem etylowym jako
biopaliwem. Przede wszystkim nie tworzy agotropu z woda co obniza ryzyko
rozwarstwiania si¢ paliwa niz w przypadku etanolu. Jego wiasciwosci fizykochemiczne sa
bardziej zblizone do wiasciwosci wegdowodorow benzyn. Warto$¢ opalowa butanolu jest
zblizona do wartosci opalowej benzyny. Nizsza prezno$¢ pary ulatwia jego dodawanie do

benzyn. Mozna bez problemu dodawac¢ wigcej butanolu do paliw niz etanolu (tabela 3)



Tabela 3. Porownanie wtasciwos$ci nizszych alkoholi alifatycznych jako dodatku do benzyn

Parametr benzyna butanol etanol metanol
Cs-Cp» C4H,OH C,HsOH CH;OH

Temp. wrzenia (°C) 32-210 118 78 65
warto$¢ opalowa 44.5 33.1 26,9 19,6
(MJ/kg)

Liczba oktanowa 91-99 96 129 136
Ciepto parowania 0.36 0.43 0,92 1,20
(MJ/kg)

Powszechne stosowanie biobutanolu jest jednak ograniczone ze wzgledu na jego koszt, a ten
wynika z niskiej wydajnosci procesu jego biosyntezy. Biosynteza biobutanolu jest niestety
silnie ograniczona biochemicznie i mikrobiologicznie.

Butanol jest wytwarzany w fermentacji ABE (aceton-butanol-etanol) przez bakterie z
rodzaju Clostridium, najczesciej Clostridium acetobutylicum lub Clostridium beijerinckii. Te
przetrwalnikujace laseczki sa bezwzglednymi beztlenowcami (tlen w atmosferze jest dla nich
trucizna), co stwarza pewne problemy przyprowadzeni procesu bioreaktorowego. Stosunek
objetosciowy wytwarzanych rozpuszczalnikoOw najczesciej wyrosi 3:6:1. W szczepach
bakterii specjalnie selekcjonowanych badz modyfikowanych geetycznie nawet 905
wytworzonych rozpuszczalnikow moze stanowi¢ butanol.

Szlak biosyntezy n-butanolu przedstawiony zostat na rys. 2
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Rys. 2 Szlak biosyntezy n-butanolu



Dwie czasteczki acetylo-CoA kondensuja tworzac czterowgglowy szkielet dla butanolu, czyli
acetoacetylo-CoA. Grupa karbonylowa jest nastpnie redukowana do hydroksykwasl,
usuwana jest woda z wytworzeniem podwojnego wiazania, ktore w koncu jest redukowane do
prostego lancucha alkilowego. Tak utworzony butyrylo-CoA jest nastgpnie zrodlem energii
postaci ATP dla komérek w reakcji fosforylacji substratowej. uzyskany w ten sposéb kwas
mastowy jest z kolei redukowany poprzez aldehyd mastowy do n-butanolu (biobutanolu)

Klasyczny proces wytwarzania biobutanolu to fermentacja okresowa w bioreaktorach
bezmieszadlowych (barbotazowych) 0 objetosci 100-200 m® Stezenie fermentowalnego cukru
(najlepiej glukozy powinno wynosi¢ 50-75 g I''). Konieczny jest dodatek organicznego lub
nieorganicznego zrodia azotu oraz fosforanow. Bardzo istotne jest przedmuchiwanie hodowli
dwutlenkiem wegla i tworzenie nad ciecza ochronnej atmosfery CO,. Wynika to ze $cisle
anaerobowego charakteru laseczek Clostridium. Niezbedna jest tez termiczna aktywacja spor
bakterii Clostridium sp. (100°C) za$ temperatura prowadzenia procesu to 29-35°C

Procesie konwencjonalnym uzyskije si¢ jélnak stzenie produktu (suma
rozpuszczalnikébw ABE) na poziomie do 33 gl' czyli zaledwie 3,3% Jest to
nieporOwnywalnie mniej niz etaolu. Wynika to oczywiscie w oksycznosci
rozpuszczalnikéw, przede wszystkim pozadanego butanolu. Niskie jego stezenie
automatycznie podnosi koszty jego odzysku poprzez rektyfikacjg.

Z tego powodu zaproponowanie zostaty procesy ciaglte badz okresowe z zasilaniem
substratem weglowym polfaczone z jednoczesnym odzyskiem produktu. Najprostsza metoda
to stripping rozpuszczalnikbw, badziej wyrafinowane jest zastsowanie ~modutu

membranowego dom usuwania produktéw fermentacji (rys. 3)
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Rys. 3 Alternatywne metody produkcji biobutanolu

Zastosowanie biosyntezy z jednoczesnym odzyskiem produktu pozwala na uzyskanie stezenia

wzglednego (czyli nie tego realnego w danej chwili bioreaktorze) biobutanolu (przeliczonego




na catkowita objeto$é brzeczki) na poziomie 233 g I (bioreaktor okresowy z zasilaniem) albo
nawet 460 g I'* (bioreaktor o dziataniu ciagtym) przy zastosowaniu strippingu oraz 165 g I"*

przy uzycie membrany do perwaporacji w procesie okresowym z zasilaniem

3.3 Wytwarzanie biogazu bogatego w metan
Wytwarzanie biogazu bogatego w metan to domena kultur mieszanych, czyli tak
zwanego osadu beztlenowego W takim osadzie zachodzi ekwencja przeman

biochemicznych ktora najlepiej ilustruje rys. 4.
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Rys. 4. Przemiany zachodzace w osadzie beztlenowym

Na rys. 4 podane zostaty nazwy rodzajowe bakterii odpowiedzialnych za poszczegdlne etapy
przemian biochemicznych. Fakt stosowania kultury mieszanej umozliwia przetwarzanie
prawie kazdego odpadowego substratu weglowego. Zatem biogaz bogaty w metan wylamuje
si¢ z podziatu biopaliw na trzy generacje. W praktyce najczesciej stosowanymi substratami sa
odpady organiczne, osady $ciekowe i gnojowica. Wartos¢ opatowa biogazu uzyskiwanego z
fermentacji odchodéw zwierzecych wynosi 21-23 MJ/m?, za$ z odpadéw komunalnych 16-19
MJ/m®. Sklad biogazu przedstawia si¢ nastgpujaco: metan CH4 55-75% dwutlenek wegla
CO; 25-45% azot N, 0-0,3%, wodor H, 1-5% siarkowodér H,S 0-3% oraz tlen O, 0,1-0,5 %.

Sktad biogazu moze by¢ rdézny zleznie od stosowanego substratu. Wydajnos$¢ procesu jest
glownie zwiazana z aktywno$cia bakterii metanowych. Wczdniejsze etapy przemian
powinny dostarczy¢ tym bakteriom pozadanych przez nie substratom weglowym. A nalezy tu
podkresli¢, ze te bakterie map bardzo waski zakres asymilowalnych substratébw. Sa to
zwiazki C; jak CO, (w polaczeniu z wodorem, metmogeneza autotroficzna), zwiazi

metylowe 1 kwas mrowkowy, a tkze dwuweglowy kwas octowy. Stechiometri¢ réznych



rodzajow metanogenezy przedstawia tabela 5. Od tego jak skutcznie w trzech pierwszych
etapach przemian beztlenowych beda one wytwarzane, zalezy wydajnos¢ produkcji biogazu

bogatego w metan.

Tabela 5 Stechiometria i termodynamika metanogenezy

Metanogeneza wodorotroficzna AGo = -130 kJ mol CH,4*
CO, + 4H, = CH4 + 2H,0
Metanogeneza formylotroficzna AGo = -119 kJ mol CH,™

AHCOOH =3CO; + CH4 + 2H,0

Metanogeneza metylotroficzna AGo = -106 kJ mol CH,4*
A4CH30H = 3CH4 + CO; + 2H,0

Metanogeneza acetoklastyczna AGo = -36 kJ mol CH,4 ™
CH;COO™ + H" = CHj4 + CO»

3.4 Wytwarzanie biowodoru

Wodor jest teoretycznie najlepszym biopaliwem, gdyz podczas jego spalania nie
powstaje dwutlenek wegla. Jedmk uzyskanie biogazu bogatego w woddr jest znacznie
trudniejsze niz bogatego w metn. Mikroorganizmy i procesy hochemiczne, w ktérych
potencjalnie moze powstawa¢ wodor mozna sklasyfikowaé nastepujaco:

1. Bezposrednia biofotoliza — zdolne sa do niej glony: zielenice Chlamydomonas
reinhardtii, Chlorella fusca, i Scenedesmus obliquis. Polega ona na tym, ze warunkach
deficytu tlenu i ciemnosci te fotoautdroficzne organizmy wydzielaja nalmiar
zwiazanego wodoru przez ferredoksyng w postaci gazowej;

2. Posrednia biofotoliza — zdolne sa do niej sinice (prokariotyczne fotosyntetyzujace
organizmy);polega na tym, ze w ciemnosciach nastgpuje fermentacja wytworzonych w
fazie $wietlnej cukrow do wodoru. Dodatkowo zdolno$¢ sinic do wiazania azotu
czasteczkowego z atmosfery wiaz si¢ z wydzielaniem wodoru. Wydajnos¢ produkcji
biowodoru jest jednak niska

3. Fermentacja bakteryjna — ABE (aceton, butanol, etanol) oraz fermentacja bakteryjna —
kwasOw mieszanych — bezwzglednie beztlenowe bakterie Clostridium sp.; mechanizm
w obu fermentacjach jest podobny: gazowy wodor jest wydzielany poprzez utlenianie
zredukowanej ferredoksyny. Zrelukowana ferredoksyna powstaje w wyniku



utleniania kwasu pirogronowego do acetylo-CoA Iub rozktadu kwasu mrowkowego.
Wydajno$¢ produkcji biowodoru jest w tym przypadku najwigksza.

4. Fotofermentacja -  fotosynteza  prowadzona  przez dkterie  beztlenowe
Rhodospirillaceae (bakterie purpurowe i zielone, siarkowe i bezsiarkowe) —
mechanizm wydzielane wodoru jest tutaj zwiazany 2z wiazaniem azotu
atmosferycznego oraz rozkladem kwasu mrowkowego; wydajno$¢ tych procesdw jest

przecigtna.

Doda¢ jeszcze nalezy, ze pewne ilo€i wodoru mozna uzyskiwa¢ z tego samego osadu
beztlenowego jak do produkcji metanu. Wodor pojawia si¢ w nim jako efekt dziatania bakterii
acetogennych. Problemem jest tylko zahamowanie metanogenezy, dla ktérej woddr jest
substratem (aubtroficzna metanogeneza). Dokonuje si¢ tego poprzez zakwaszgie
fermentowanej mieszaniny. Wydajno$¢ wodoru jest tutaj rOwniez przecigtna, gdyz wodor jest

silnie toksyczny dla acetogendw.

Podsumowanie

Chociaz teoretycznie istnieje wiele mozliwosci mikrobiologicznej produkcji biopaliw
ptynnych i gazowych, napotyka sig istotne ograniczenia na poziomie ich metabolizmu. Naleza
do nich toksycznos¢ pozadanych produktéow (biopaliw), czego przyktadem jest n-butanol i
wodor oraz ograniczenia w asymilacji niektorych substratdw, co jest prablem produkcji
bioetanolu drugiej generacji. Dlatego tez do tej pory z suk@sem na skalg przemystowa
wytwarzany jest bioetanol pierwszej generacji oraz biogaz bogaty w metan.
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