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Bioetanol iz lignoceluloznih sirovina: obnovljivi izvori
| enzimska tehnologija za odrzivu proizvodnju energije

Lignocelulozni otpaci poljoprivredne proizvodnje su Siroko dostupni kao obnovijivi potencijalni
izvori sirovina za proizvodnju tec¢nih biogoriva. Bioetanol proizveden iz obnoviljive lignocelulozne
sirovine mogao bi da dovede do smanjenja emisije gasova koji izazivaju efekt staklene baste, ali i
energetske krize izazvane ograniCenim rezervama fosilnih goriva. Medutim, sloZena struktura
lignocelulozne sirovine predstavija izvor mnogobrojnih problema u konverziji do bioetanola. Veliki
deo njih se odnosi na enzimsku hidrolizu tokom koje se polimeri sirovine, najéeSce celuloza,
razlazu do jednostavnih Secera. Obezbedivanje odgovarajuce interakcije izmedu celuloze i
celulaza, kao enzimskog kompleksa koji je razgraduje, je od kljucnog znalaja za efikasnost
enzimske hidrolize, a samim tim i za odrzivost i ekonomsku isplativost celokupne proizvodnje
bioetanola. Zbog toga se slobodno mozZe re¢i da razumevanje mehanizama enzimske
depolimerizacije lignoceluloznih materijala, zajedno sa proizvodnjom novih i poboljsanih enzima
moZe obezbediti globalnu upotrebu ove vredne obnovijive sirovine za proizvodnju etanola i

osigurati odrzivu i ekoloSki prihvatljivu proizvodnju energije.
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UvoD

Stalni rast svetske populacije kao i sve veéa
industrijalizacija, motorizacija i urbanizacija €ine da
potrebe CEovelanstva za energijom konstantno
rastu. Globalna potroSnja energije iz svih izvora
2008. godine je bila 514 EJ uz tendenciju porasta
do 1000 EJ do 2050. godine, ukoliko se nastavi
dosadasniji trend ekonomskog rasta. Danas se vise
od 80% svetske potrebe za energijom obezbeduje
sagorevanjem fosilnih goriva, od ¢ega se 60%
sagori u motorima transportnih vozila [1]. Medutim,
vrhunac eksploatisanja nafte ¢e se, prema pred-
vidanjima, najverovatnije desiti do 2030. godine
nakon €ega ¢e uslediti opadanje [2]. Prema tome,
potrebno je obezbediti alternativne izvore koji ¢e
nadomestiti buducu razliku izmedu potrebne ener-
gije i energije koju ¢e se dobijati iz fosilnih goriva.
Osim toga, teznja razvijenih zemalja da smanje
zavisnost od fosilnih goriva, koja uvoze, i zemalja u
razvoju za dobijanjem jeftine energije razlog su
velikih ulaganja u razvoj alternativnih goriva. Ako
se ovome doda i rastu¢a svest o uticaju sagore-
vanja fosilnih goriva na Zivotnu sredinu i Zivot na
planeti uopste, uvodenje alternativnih, osim finan-
sijske dobrobiti, trebalo bi da ima i viSestruku korist.

Zbog svega ovoga se moze re¢i da bi novi i
alternativni izvori energije trebalo da budu obno-
vljivi, odrzivi, ekonomski isplativi i ekoloSki prih-
vatljivi [1]. Veliki potencijal za ispunjenje ovih uslo-
va ima proizvodnja goriva iz biomase (biogoriva).
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Posebnu paznju medu biogorivima privlaci proiz-
vodnja bioetanola, kao jednog od najznacajnijih
biogoriva za transportni sektor.

Ovaj rad sagledava mogucnost proizvodnje
bioetanola iz lignoceluloznih sirovina, s posebnim
naglaskom na potencijal upotrebe lignoceluloznih
sirovina, kao i na znacCaj enzimske tehnologije u
celokupnom procesu konverzije lignoceluloze do
etanola.

LIGNOCELULOZNI BIOETANOL

Od ukupne koli¢ine energije koja se dobija iz
fosilnih goriva, 60% se upotrebi u transportnom
sektoru, koji je ujedno odgovoran za viSe od 70%
svetske emisije ugljenik(ll)-oksida i 19% svetske
emisije ugljenik(IV)-oksida [3], gasova koji najvise
doprinose efektu staklene baste na planeti. Usled
toga, obezbedivanje alternativhog goriva za motor-
na vozila je jedan od prioriteta istraZivanja u oblasti
biogoriva.

Danas se vecina bioetanola proizvodi iz Secer-
nih sirovina i tako proizveden bioetanol se naziva
onim prve generacije. Ovo, medutim, predstavlja
problem s aspekta kompeticije sa izvorima hrane i
sada, ali pogotovu u buduénosti. Kao posledica
toga, razvoj proizvodnje bioetanola u poslednje
vreme biva usmeren ka proizvodnji iz nejestivih,
lignoceluloznih sirovina kroz tehnologije druge
generacije (bioloske i termohemijske).

Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih siro-
vina se odvija kroz Cetiri osnovna koraka — pret-
hodna obrada (eng. pretreatment) koja ima zadatak
da pripremi lignoceluloznu sirovinu za sledeci pro-
ces; proces enzimske hidrolize, tokom koje se
polimeri lignocelulozne sirovine prevode u fermen-
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tabilne Secere; potom se Seceri nastali enzimskom
hidrolizom lignoceluloznih polisaharida primenom
odgovaraju¢ih mikroorganizama metaboliSu do
etanola, koji se u poslednjem koraku preciscava i
koncentruje destilacijom [4].

Bioetanol se moze meSati sa naftom uz male
modifikacije motora sa unutrasnjim sagorevanjem,
ili koristiti kao Cisto gorivo. lako 1 litar etanola
sadrzi 66% energije u odnosu na 1 litar benzina, on
ima potpunije sagorevanje ¢ime se smanjuje emi-
sija ugljenik(ll)-oksida, nesagorenih ugljovodonika i
karcinogenih supstanci. Pored toga, bioetanol sa-
drZzi sumpor samo u tragovima, pa se njegovim
sagorevanjem znacajno smanjuje emisija sum-
por(lV)-oksida, glavne komponente kiselih kisa [3].
Na primer, pri prelasku sa benzina na meSavinu
benzina sa etanolom sa udelom od 10% (v/v)
(E10), emisija gasova staklene baste se moze
smanijiti za 15% [5], a meSavina sa 5% etanola se
moze koristiti bez modifikacije motora [4].

Smatra se da glavne karakteristike lignocelu-
loznih sirovina predstavljaju klju¢ za smanjenje tro-
Skova, potroSnje energije i zagadenja pri koris¢enju
bioetanola druge generacije [3]. Osim toga, za raz-
liku od fosilnih goriva, lignocelulozne sirovine su
ravhomerno rasporedene Sirom sveta, a njihova
upotreba zavisi samo od lokalne dostupnosti i eko-
nomije [6,7]. Iz ukupno dostupnih lignoceluloznih
sirovina, koje predstavljaju viSe od polovine ukupno
proizvedene biomase u svetu, godiSnje se moze
dobiti 442 milijarde litara bioetanola [5]. Pri koris-
¢enju bioetanola dobijenog iz Secerne repe i Se-
¢erne trske mozZe se smanijiti emisija gasova stak-
lene baste za 40%, odnosno za 90% [4]. U odnosu
na fosilna goriva, smanjenje emisije gasova se
ostvaruje i kroz Zivotni ciklus bioetanola. Naime,
odredena koli¢ina ugljenik(IV)-oksida, koja se emi-
tuje u atmosferu pri sagorevanju, je bila fiksirana u
procesu fotosinteze koji se odvijao u biljkama iz
koje se gorivo dobilo [8].

KARAKTERISTIKE LIGNOCELULOZNE
SIROVINE — PREDNOSTI | OGRANICENJA

Lignocelulozne sirovine obuhvataju Sumski i
poljoprivredni otpad, kao i razliite vrste trava, od-
nosno nejestive biljke ili njihove delove. Ligno-
celulozne sirovine su najrasprostranjeniji tip bio-
mase na svetu, sa godiSnjom proizvodnjom od 10"
Mt [9]. lako lignocelulozne sirovine najcesc¢e pred-
stavljaju otpadni materijal, njihov hemijski sastav i
karakteristike pruzaju moguénost za dobijanje
vrednih proizvoda, izmedu ostalih i bioetanola.
Potencijal lignoceluloznih sirovina za proizvodnju
bioetanola lezi u visokom sadrzaju polisaharida
(preko 60%) [10] koje, kao $to je ranije pomenuto,
nakon depolimerizacije do prostih 3eCera neki
mikroorganizmi mogu izmetabolisati do etanola.

U sastavu lignoceluloznih sirovina su domi-
nantne tri gradivne komponente — celuloza, hemi-
celuloza i lignin, Ciji sadrZzaj veoma zavisi od vrste
sirovine (slika 1). U celijskim zidovima visih biljaka,
lignin formira ¢vrst matriks sa hemicelulozom, u koji
su ugradena vlakna celuloze. Na ovaj nacin se
ojaCava celokupna struktura celijskih zidova i
dobija kompleks koji je veoma tesko razoriti. Zbog
toga, sastav lignocelulozne sirovine, od kog potice
potencijal za upotrebu za proizvodnju bioetanola,
istovremeno predstavlja i jednu od glavnih
prepreka koje treba prevazic¢i u ovom procesu.
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Slika 1 - ProseCan sastav pojedinih vrsta
lignoceluloznih sirovina [24]

Celuloza je linearni homopolimer biljnog pore-
kla koji se sastoji od velikog broja ostataka B-D-
glukoze i predstavlja glavnu sirovinu za konverziju
u etanol. Medutim, usled prisustva velikog broja
intermolekulskih vodoni¢nih veza, u odredenim de-
lovima se obrazuju strukture kristalne celuloze, ko-
ja je nerastvorna u vodi i veoma otporna na dejstvo
razli¢itih hemikalija i enzima. Visok stepen polime-
rizacije, rezistentna kristalna struktura i tesna
povezanost celuloze sa matriksom hemiceluloze i
lignina su najvazniji faktori koji otezavaju efikasnost
i visoku produktivnost enzimske hidrolize celuloze
iz lignoceluloznih sirovina [11].

Hemiceluloza je heteropolisaharid, koji se sas-
toji od pentoza, heksoza i Secernih kiselina. Hemi-
celuloza ima manju molekulsku masu od celuloze,
ali i kratke lance u bo¢nim granama, sastavljenim
od razli€itih Secera, koji se lako hidrolizuju. Hemi-
celuloza predstavlja vezu izmedu lignina i celu-
loznih vlakana i tako doprinosi krutosti i otpornosti
celokupne celuloza—hemiceluloza-lignin  strukture
¢elijskog zida [12].

Posle celuloze i hemiceluloze, lignin je najras-
prostranjeniji polimer u prirodi. To je amorfni hete-
ropolimer koji se sastoji od tri razliCite fenil-
propanske jednice. Glavna uloga lignina je da biljci
daje strukturnu potporu i ¢vrstinu, nepropustljivost i
zastitu od mirkoorganizama i oksidativhog stresa.
Bududéi da su celulozna vlakna ugradena u matriks
hemiceluloze i lignina, on predstavlja fizicku barije-
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ru za kontakt izmedu celuloliti¢kih enzima i supstra-
ta [11]. Pored toga, pokazano je da se celulolitiCki
enzimi neproduktivno vezuju za lignin, tj. enzim se
vezuje za supstrat koji ne moze hidrolizovati [11,
13]. Ove dve pojave za posledicu imaju povecéano i
neefikasno koriS§¢enje enzima, sto je, s obzirom na
njihovu visoku cenu [14], ekonomski neopravdano.

SlozZenost i otpornost ¢elijskog zida lignocelu-
loznih sirovina je uzrok potrebe za prethodnom
obradom ovih sirovina, a agresivnost uslova pri
kojima se ona radi znacajno je odreden tipom
sirovine. Kompromis izmedu uslova prethodne
obrade koji ¢e razoriti Celijski zid (i tako olak$ati
enzimsku hidrolizu), a neée dovesti do stvaranja
zagadenih otpadnih tokova je veoma znacajan za
efikasnu enzimsku hidrolizu i odrZivost celokupnog
procesa proizvodnje bioetanola [15-17].

ENZIMSKA HIDROLIZA LIGNOCELULOZNIH
SIROVINA

Enzimska hidroliza lignocelulozne sirovine
predstavlja kljuéni korak u celokupnoj proizvodnji
bioetanola, s obzirom da se u ovom procesu kon-
vertuju komponente biomase u supstrat za alko-
holnu fermentaciju. Naime, enzimskom hidrolizom
od sloZenih polisaharida lignocelulozne sirovine
nastaju prosti Seéeri koje ¢e proizvodni mikro-
organizam metabolisati do etanola.

lako je celuloza homopolimer, potreban je kom-
pleks enzima, koji saCinjavaju tri vrste hidrolaza, da
bi se razgradila. Endoglukanaze (EG) nasumicno
hidrolizuju unutradnje 3-1,4-glikozidne veze, egzo-
glukanaze ili celobihidrolaze (CBH I, CBH II) otcep-
ljuju celobiozne jedinice sa krajeva celuloznog
lanca (CHB | sa redukujuceg kraja, CHB Il sa nere-
dukujuéeg kraja), dok B-glukozidaze hidrolizuju
celobiozu do glukoze (slika 2).

Slika 2 - Sematski prikaz hidrolize celuloze
sinergisti¢kim delovanjem celulaza [7]

Delujuci sinergisticki, ove tri vrste enzima hidro-
lizuju celulozu do glukoze. Delovanjem endoglu-
kanaza stvaraju se nova mesta za vezivanje
egzoglukanaza i otcepljivanje celobioznih jedinica.
Zatim B-glikozidaze (BG) hidrolizuje celobiozu do
glukoze (slika 2), Sto je od presudnog znacaja, jer
je egzoglukanaza enzim podloZan inhbiciji proiz-
vodom, celobiozom, zbog €ega bi hidroliza celuloze

bila zna€ajno usporena [7,18]. Budu¢i da vecina
mikroorganizama koji se koristi za komercijalnu
proizvodnju celulaza ne sadrzi B—glikozidazu u
dovoljnoj koli€ini, ovaj enzim se Cesto posebno
dodaije prilikom razgradnje celuloze [19].

Ono Sto razlikuje celulaze od drugih klasa
enzima jeste sposobnost hidrolize nerastvornog
supstrata. U cilju obezbedivanja odgovarajuceg
kontakta i orijentacije izmedu katalitickog mesta i
supstrata, celobiohidrolaze i endoglukanaze imaju
celuloza—vezujuéi domen (domen koji nije katalitiCki
ve¢ sluzi za vezivanje za supstrat), Sto je od pre-
sudnog znacaja i za samu hidrolizu celuloze (slika
3). Pretpostavlja se da celuloza—vezujuéi domen,
postojanjem hipoteti¢kog proteina remeti strukturu
celuloznih vlakana (strelica na slici 2) i da razliciti
domeni u enzimima iniciraju hidrolizu celuloze sa
razli¢itih mesta [18]. Ove dve karakteristike celu-
lolitickih enzima su predmet mnogih istraZivanja i
veoma su znaajne za spoznavanje mehanizma
njihovog delovanja i unapredenje celolupnog pro-
cesa enzimske hidrolize celuloze.
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Slika 3 - Grada i mehanizam delovanja
celobiohidrolaza [25]

Razumevanje mehanizma delovanja celulaza
dodatno oteZavaju faktori koji su vezani za hetero-
genu hidrolizu, a koji se ne mogu izolovati kako bi
se pojedina¢no proudili, pa ne Cudi 5to se degra-
dacija lignoceluloze ne pokorava Michaelis—Men-
ten—ovoj kinetici. [18]. | pored brojnih napora, kine-
tika celulaza ostaje velikim delom nepoznanica, sto
veoma oteZava odredivanje optimalnih uslova za
njihovo delovanje, ili bar predvidanje ponaSanja
pod odredenim uslovimaa [20].

Poznavanje mehanizma depolimerizacije ligno-
celulozne sirovine je tesno povezano sa uslovima
pri kojima se ovaj proces odvija. Izbor vrste enzima
i koncentracije, kao i uslova u kojima ¢e se vrsiti
hidroliza, klju¢ni su za dobijanje dobrog prinosa
Seéera, a samim tim i bioetanola. Imaju¢i u vidu
uzak opseg vrednosti pH i temperature pri kojima
enzimi ispoljavaju maksimalnu aktivnost, ovi para-
metri se pazljivo moraju odabrati i kontrolisati pri-
likom procesa. Ovo narolito moZe biti proble-
matiCno kada se za razgradnju obnovljivih sirovina

56 ZASTITA MATERIJALA 55 (2014) broj 1



D. IVETIC, M. ANTONOV

BIOETANOL IZ LIGNOCELULOZNIH SIROVINA: OBNOVLJIVI ...

koriste smeSe viSe enzima, kao Sto su celulaze,
hemicelulaze i pektinaze.

Kada je re€ o dva osnovna parametra svakog
enzimskog procesa, koncentraciji enzima i koncen-
traciji supstrata, njihova optimizacija je pri enzim-
skoj hidrolizi lignocelulozne sirovine, narodito sa
stanovidta buduce industrijalizacije, od presudnog
znacaja. Niske koncentracije enzima i supstrata
daju niske koncentracije dobijenih 8ecera i znatno
produZavaju vreme potrebno za postizanje zado-
voljavajuceg stepena hidrolize. S druge strane, vi-
soke koncentracije supstrata omogucéavaju obradu
vece koli¢ine biomase tokom jednog ciklusa, ali
mogu dovesti do smanjenja prinosa hidrolize usled
problema vezanih za difuzione limitacije izazvane
smanjenim sadrZajem vode i problemima u posti-
zanju homogenosti smeSe enzim-supstrat [21,22].
Visoke koncentracije enzima mogu dovesti do ne-
produktivne upotrebe enzima, jer povecanje koli€i-
ne enzima nije proporcionalno prinosu Secera koji
nastaju kao rezultat delovanja enzima [21]. Dakle,
jedan od osnovih izazova enzimske hidrolize
celuloze iz lignocelulozne sirovine jeste dostizanje
balansa izmedu dovoljno visoke koncentracije sup-
strata, ali ne previsoke da se ne bi javile difuzione
limitacije, i dovoljno visoke koncetracije enzima da
bi hidroliza bila brza i efikasna, a da ne dode do
neproduktivne upotrebe enzima.

Karakteristike lignocelulozne sirovine — vrsta,
poreklo i sastav znac¢ajno diktiraju pravac istrazi-
vanja i razvoja tehnologije njene enzimske hidroli-
ze. Kao $&to je ranije pomenuto stepen polimeriza-
cije i kristalicnosti celuloze, sadrZzaj hemiceluloze,
kao i sadrzaj i distirbucija lignina predstavljaju
dodatne informacije koje treba uzeti u obzir pri iz-
boru svih uslova procesa enzimske hidrolize [12,
23]. Zbog raznovrsnosti lignoceluloznih sirovina
kao supstrata, nemoguée je utvrditi univerzalan
metod za proces enzimske hidrolize. Potrebni en-
zimi i odnosi u kojima se oni me&aju, pronalazenje
uslova u kojima ¢e svaki od njih moéi da ispolji
svoju aktivnost, kao i utvrdivanje optimalnih koli¢ina
enzima i supstrata se moraju odrediti za svaki
lignocelulozni supstrat pojedinacno [8].

Tokom poslednje decenije se ulazu znacajni
napori u smeru poboljSanja postojecih i identifikaciji
novih i efikasnijih, kako enzima, tako i mikroorga-
nizama koji ih proizvode [18]. Osim toga, Sirom
sveta se radi na optimizaciji smeSa enzima i pro-
cesnih parametara za pojedinacne, lokalno dostup-
ne, lignocelulozne sirovine. | pored svih nepozna-
nica na polju enzimske hidrolize lignoceluloznih
sirovina, moze se reci da je ona trenutno najper-
spektivnije resenje od kojeg se ocCekuje da, u
godinama koje slede, proizvodnju bioetanola ucini
odrzivom i ekonomski isplativom.

ZAKLJUCAK

Sve veca potreba CoveCanstva za energijom,
ograniCene rezerve fosilnih goriva, kao i uticaj nji-
hovog sagorevanja na Zivotnu sredinu su glavna
pokretacka sila za razvoj alternativnih goriva. Medu
gorivima koja se mogu dobiti iz obnovljive biomase,
od posebnog znacaja je bioetanol kao potencijalno
biogorivo za motore sa unutradnjim sagorevanjem.
Razvoj proizvodnje bioetanola se usmerava ka do-
bijanju iz otpadnih, lignoceluloznih sirovina. Karak-
teristike lignoceluloznih sirovina koje se odnose na
njihov sastav i Siroku dostupnost su glavni razlozi
koji ih Cine obecéavaju¢im u pogledu proizvodnje
bioetanola. S druge strane, karakteristike lignocelu-
loznih sirovina istovremeno postavljaju velike iza-
zove pred klju¢ni proces u konverziji do etanola -
proces enzimske hidrolize. Dublje poznavanje me-
hanizma delovanja celulolitickih enzima je od pre-
sudnog znacaja za unapredenje enzimske hirolize
i, stoga, efikasnost celokupnog procesa proizvod-
nje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina. Dakle,
proizvodnjom bioetanola iz obnovljivih lignocelu-
loznih sirovina uz razvoj tehnologije njihove en-
zimske hidrolize moze se obezbediti odrzivo, si-
gurno, ekonomski isplativo i ekoloSki prihvatljivo
gorivo za motorna vozila Sirom sveta.
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BIOETHANOL FROM LIGNOCELLULOSIC BIOMASS: RENEWABLE SOURCES
AND ENZYME TECHNOLOGY FOR SUSTAINABLE ENERGY PRODUCTION

Renewable sources, available globally in the form of residual agricultural biomass, i.e.
lignocellulosic feedstock, can be transformed into liquid biofuels. Bioethanol produced from
renewable lignocellulosic feedstock has great potential to reduce greenhouse gasses emissions
and energy crisis, related to the combustion of fossil fuels. However, the complex structure of
lignocellulosic feedstock imposes many problems to its conversion to bioethanol. Many of those
problems are addressed to the enzymatic hydrolysis during which biomass polymers, primarily
cellulose, are degraded to simple sugars. Achieving proper interaction between cellulose and
cellulases, enzyme complex degrading cellulose, is crucial for efficient biomass hydrolysis, and
thus viable and cost effective overall bioethanol production. Therefore, understanding of
mechanisms of enzymatic depolymerization of lignocellulosic feedstock along with production of
new and improved enzymes may provide global usage of this valuable renewable source for
bioethanol production and ensure sustainable energy supply which is environmentally beneficial.
Key words: bioethanol; lignocellulosic feedstock; enzymatic hydrolysis.
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