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Биобутанол: Биотопливо следующего поколения?

Его рекламируют как превосходное возобновляемое топливо, но выпуск биобутанола в промышленном масштабе осложняется радом факторов. Сейчас, однако, Dupont и BP объединились с целью развития и коммерциализации этого вида топлива. Это стало возможным в связи с заявлением ученых об усовершенствовании технологий переработки и создании бактерий, направленных на повышение рентабельности массового производства.
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Конечно, это не абсолютная новость в процессе производства возобновляемого топлива. Фактически многие эксперты скажут, что ферментация сахаросодержащего сырья в бутанол значительно уступает этанолу. Во время первой и второй мировых войн заводы по производству биобутанола работали во многих странах, включая Соединенные штаты, Великобританию, Китай, Россию, Южную Америку и Индию. 
Эти заводы были созданы, чтобы использовать ферментирующие способности микроорганизмов в приготовлении ацетона из такого сырья как меласса и кукурузный крахмал. Ацетон использовался для производства бездымного пороха и ракетного топлива. Интересно, что ацетон был не единственным продуктом ферментации. Этанол производился в малых количествах, основным продуктом производства был бутанол.

 Начиная с 1960х годов развитие нефтяной промышленности и более дешевая стоимость производства бутанола из нефтепродуктов, по сравнению с возобновляемым сырьем, сделала производство бутанола на биооснове ненужным. Последний значимый рудимент той индустрии, завод в Южной Африке, прекратил свою деятельность в 1980х. Но повышающиеся цены на нефть и беспокойство о климатических изменениях и национальной безопасности способствовали возобновлению интереса к биобутанолу, возникновению исследований и развитию этой отрасли производства. Хотя первая цель использования спирта – это решение промышленных задач, биобутанол также имеет ряд преимуществ перед этанолом как моторное топливо. Так как молекула содержит четыре углерода по сравнению с этанолом, эти дополнительные химические связи выделяют больше энергии при сгорании. К тому же бутанол менее летуч по сравнению с этанолом, он может быть использован как 100% смесь без изменений в двигателях внутреннего сгорания, он не смешивается с водой, как этанол, соответственно, может транспортироваться по имеющемуся трубопроводу, и он более устойчив к низким температурам. «Бутанол - превосходное топливо», – говорит Насиб Куренши, инженер-химик исследовательской группы при министерстве сельского хозяйства США в Приори, Иллинойс. «Из-за растущих цен на топливо он кажется более эффективным, чем этанол, и более эффективным, чем бензин». 
Похоже некоторые влиятельные фигуры в энергетическом бизнесе с ним согласны. В 2006 BP и Dupont объявили о совместной деятельности по выпуску передового биотоплива, обозначив своей главной целью биобутанол. Прошедшей весной компании объявили о результатах тестирования топлива, включая данные о том, что 16% биобутаноловая смесь действует так же, как и 10% этаноловая смесь; что смеси с большим содержанием бутанола также показали себя с лучшей стороны; что плотность энергии биобутанола ближе к неэтилированному бензину; что биобутанол не смешивается с водой. «Биобутанол направлен на удовлетворение рыночного спроса на топливо, которое можно производить из внутренних возобновляемых ресурсов в больших объемах и по разумной цене; топливо, которое может быть использовано в существующих транспортных средствах и инфраструктуре; топливо, которое гарантирует потребителям хорошее качество; топливо, которое удовлетворяет потребности развивающейся техники», – говорит Франк Гэрри, менеджер биотопливных программ компании BP.

Ранее в этом году компании заявили, что в рамках партнерства велась разработка бутанола-1 и бутанола-2. (Последний называется изомером бутанола, потому что хотя он содержит 4 углерода, атомы спирта расположены в ином порядке.) Цель партнерства – разработать к 2010 году процесс биобутанолового производства экономически равный процессу производства этанола. В настоящий момент компании подали заявки на более чем 60 патентов в областях биологии, ферменто-обработке, химии и конечном использовании биобутанола.

Проблема улучшения технологии процесса и микроорганизмов, которые осуществляют ферментацию, также являются движущей силой научных и правительственных исследований. Например, Куреши изучал процесс биобутанолового производства более 20 лет. Он приехал в Соединенные штаты из Новой Зеландии, чтобы разработать мембранный процесс для более эффективного получения бутанола из ферментационной среды. Он также работал над получением эффективных бутаноловых биореакторов. В последние годы, однако, его исследование получило новое направление. Оно сфокусировано на оптимизации процесса для более экономичных веществ, таких, как солома пшеницы, ячменя, проса, фураж. «Мы должны двигаться в сторону более экономичного сырья», – говорит Куреши, – «но это не так просто, как кажется». 
Прежде всего, в микробиологическом процессе ферментации бутанола есть одна парадоксальная особенность: хотя бутаноло-образующая бактерия создает энзимы, которые конвертируют простые сахара в алкоголь, сам бутанол токсичен для этих микробов. Результатом такого бутанолового ингибирования является низкая концентрация спирта в ферментирующей среде, что приводит к снижению выхода бутанола и увеличению издержек производства. Это проблемы, которые возникают при использовании высокоочищенного сырья. Когда используется более дешевое биосырье, дополнительные бактериальные ингибиторы вырабатываются на стадии предварительной обработки.

Развиваются стратегии по снижению токсичности бутанола и увеличению выхода, включая несколько интегрированных уровней в процессе управления микробиологическими культурами. «Мы достигли больших успехов с сырьем, а также в удалении ингибиторов и отделении продукта», – говорит Куреши. Общий процесс, который команда Куреши разработала для производства бутанола из сельскохозяйственных отходов, включает четыре этапа: первоначальная обработка, которая раскрывает оболочку клеточной структуры и удаляет лингин; гидролиз гемицеллюлозы и целлюлозы на простые гексозные и пентозные сахара, используя энзимы; ферментация простых сахаров в бутанол, используя чистую культуру Clostridium beijerinckii P206, анаэробные бактерии; получение бутанола. Уникальная характеристика процесса состоит в том, что последние три этапа сочетаются и осуществляются в одном реакторе. «Мы интегрировали процесс, и он оказался достаточно продуктивным с экономической точки зрения», – говорит Куреши. Его команда сейчас занимается получением патента на этот процесс. 
К тому же Куреши сотрудничает с Ларсом Ангенентом, специалистом в области окружающей среды Вашингтонского университета, также как и с другими специалистами Исследовательского подразделения министерства сельского хозяйства США, чтобы повысить рентабельность этапа гидролиза. Идея состоит в том, чтобы заменить необходимые энзимы, которые зачастую дорого стоят, на смешанную культуру микроорганизмов. «Принцип работы моей лаборатории – это изучение неопределенных смешанных культур и изучение того, что они могут сделать», – объясняет Ангенент. В сотрудничестве с Куреши, Ангенент будет использовать микробы, собранные из осадка в метантенке, и микробы из овечьего рубца, чтобы ферментировать предварительно обработанные волокна кукурузы в масляную кислоту – химический элемент, обнаруженный в прогорклом масле, сыре пармезан и рвотной массе. Полученное решение будет отправлено в лабораторию Куреши, где будет ферментировано в бутанол при помощи монокультуры Clostridium.

Сотрудничество находится еще в периоде становления, оно финансируется грантом в 425000 долларов, полученным от министерства сельского хозяйства США. В настоящее время команда Ангенента работает над оптимизацией производства масляной кислоты, изменяя такие условия, как pH и температура. «Мы стараемся заставить сообщество производить один продукт через другой», – объясняет он. Когда условия будут благоприятны для производства масляной кислоты в значительных количествах, Куреши примет руководство на себя. 
Создание бактерий, ферментирующих бутанол.

В то время как исследование под руководством Куреши и Ангенента подразумевает оптимизацию бутанолового производства посредством микроорганизмов, которые производят его, группа химиков и биотехников из Калифорнийского университета, Лос Анжелес, недавно предложили новый подход. В последнем выпуске журнала «Nature» члены группы под руководством Джеймса Лиао описали, как они генетически модифицировали известную бактерию, кишечную палочку (Escherichia coli), в хорошо синтезированный бутанол, молекулу, которую она при обычных условиях не производит. 
Члены группы убеждают, что для выполнения этого они могут перенаправить процесс метаболита, осуществляемый кишечной палочкой для производства аминокислот, строительного материала для белка. Перенаправить на тот путь, чтобы в результате производился бутанол. «Процесс биосинтеза аминокислот хорошо изучен в кишечной палочке», – объясняет Лиао. Используя это знание, команда Лиао вводит два гена в геном кишечной палочки: один из бактерии, участвующей в производстве сыра, а другой из дрожжей. Эти гены ответственны за белки, которые конвертируют кетокислоты, компоненты метаболического пути биосинтеза аминокислот, в бутанол. В довершение к этому, через подавление проявления других генов и изменяя некоторые белки в процессе метаболизма, Лиао сумел довести эффективность процесса до возможности использовать его в промышленных масштабах. «Используя эти два приема, мы можем направить поток в желаемое русло», – говорит он. «Нам удалось получить изобутанол очень быстро и увеличить титр через несколько месяцев».

Эта технология такая многообещающая, что корпорация «Гево» (“Gevo”), компания по производству биотоплива, в Пенсильвании, Калифорния, объявила, что они приобрели эксклюзивную лицензию на коммерциализацию процесса Лиао. В настоящее время компания пропорционально увеличивает технологию и рассматривает вопрос, стоит ли развивать свои планы и строить завод по производству бутанола. 
Лиао тем временем работает над конвертированием целлюлозных отходов в изобутанол и пытается перенести разработанный подход на другие бактерии. «Мы очень воодушевлены перспективой проекта», – говорит он.
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Биобутанол – еще одно биотопливо  будущего?

Биобутанол  рекламируется  как один  из  прогрессивных  видов  возобновляемого  топлива,  но  исследования,  можно сказать,  «загнали  в  угол» его  промышленное  производство  на  коммерческой  основе.  Но,  тем  не  менее,  в  настоящее время, компании  Dupont и BP объединили свои  усилия  и  создали  команду  для  развития  и  коммерциализации  индустрии  биобутанола. В  основном  это  заключается  в  научных  разработках,  совершенствующих саму  технологию,  а  также  в  микробиологических  исследованиях. Все  эти  разработки и исследования  направлены   на  увеличение  экономической  эффективности  промышленного  производства  биобутанола. 

В  принципе,  биобутанол  не  является  чем-то  новым  для  индустрии  возобновляемых  топлив.  Фактически,  некоторые  эксперты  могут  сказать,  что  исторически  ферментация  сахаросодержащего  сырья   в  бутанол  занимает  второе  место  по  значимости  после  спиртового  брожения.  Биобутанольные  заводы  работали  во  многих  странах,  включая США, Великобританию,  Китай,  Россию,  ЮАР, Индию достаточно  долго,  начиная  с  Первой  Мировой  Войны  и вплоть  до  конца  Второй  Мировой.

Эти  заводы  в основе своей  технологии  использовали    способность  микроорганизмов  сбраживать  сахаросодержащее  сырье (такое,  как например,  меласса  или  пшеничный  крахмал) с получением  ацетона. Ацетон  широко  использовался  в  производстве  бездымного пороха  и  ракетного  топлива. Но,  что  интересно,  ацетон  не  был  единственным  продуктом  такой  ферментации. В  ходе  сбраживания  образовывалось  также  незначительное  количество  этанола,  но  основным  продуктом  ферментации  являлся  именно бутанол.

Начиная  с  60-х годов  прошлого  века  рост  нефтяной  отрасли в  целом,  а  также   более  дешевая  цена  производства  бутанола  из  нефти (по сравнению  с  возобновляемыми  источниками  сырья) в  частности,  привели  к  упадку  биобутанольных  заводов. Последний  из  оставшихся  крупных  заводов  - в  ЮАР – прекратил  свое существование  в  начале  1980-х. Но  рост  цен  на нефть,  борьба  с  изменением   климата, а  также  политика  национальной  безопасности  во многих  ведущих странах явились  толчком  к  повышению  интереса  к  биобутанолу, возобновлению исследовательской  деятельности  и  новому  развитию  отрасли.

  Хотя  бутанол в  основном  используются  в  промышленности  в  качестве  растворителя,  есть  несколько  преимуществ  при  использовании  его  в качестве  моторного  топлива  по  сравнению с  этанолом. Молекула  бутанола  состоит  из  четырех  атомов  углерода (по  сравнению  с  двумя  атомами  в  этаноле), соответственно,  более  развитый  углеродный  скелет  молекулы  дает  больше  энергии  при  сжигании  вещества.  Кроме  этого,  бутанол  менее летуч  по  сравнению с  этанолом,  поэтому  его  смеси  могут  на  100%  использоваться  в  двигателях  внутреннего  сгорания  без  какой-  либо  их  модификации. Бутанол не настолько  гигроскопичен,  как  этанол,  поэтому  может транспортироваться  по  существующим  трубопроводным  сетям,  и  он менее  чувствителен к  пониженным  температурам. «Бутанол – отличное  топливо»,  сказал Nasib Qureshi,  инженер  химических процессов USDA Agricultural Research Service в  Пеории,  штат Иллинойс. «Поскольку  цены  на  бензин  растут,  бутанол  становится  все  более  и  более  эффективным  по  сравнению с  этанолом  и  бензином».

Некоторые ведущие  компании в  энергетике  согласны  с  этим  высказыванием. В 2006 г компании  ВР и DuPont объявили  о  создании  совместного  проекта,  направленного  на  развитие  биотопливной  индустрии,  первоначальной  целью которого  будет  биобутанол.  Прошлой  весной  были  обнародованы  результаты  топливных тестов,  включающих  в себя следующее: 

- 16%-ная  бутанольно-бензиновая  смесь  по своим  характеристикам  аналогична  10%-ной  этанольной;

-  бутанольно–бензиновые  смеси  с  более  высокими  концентрациями  бутанола  также  показали   положительные  результаты; 

- удельная  энергия  биобутанола аналогична  этому  же  показателю  для  бензинов; 

- бутанольно-бензиновые  смеси  не  дают  фазового  разделения  в  присутствии  воды. 

«Биобутанол предназначенный  для  топливного  рынка   может  быть  произведен  из местного возобновляемого сырья в  больших  количествах  и  по  вполне  разумной  цене; топливо  с  добавлением  биобутанола  может  быть  использовано  в  существующих  двигателях    и  без  изменений  существующей  инфраструктуры; топливо на  основе  биобутанола   будет  выгодным  для  потребителей; биобутанольное  топливо  удовлетворяет  практически  всем  требованиям  современных  двигателей» - сказал  в  интервью  Frank Gerry, менеджер BP Biofuels program. 

В начале  этого  года  компании  объявили,  что  их  совместное  сотрудничество  направлено  на  разработку  биокаталитических  процессов,  позволяющих  получать  как  1-бутанол,  так  и  2-бутанол (последний  так  называемый  изомер  бутанола,  хотя  и содержащий  также  4 атома  углерода,  но  с  другой  ориентацией  гидроксильного  остатка). Целью сотрудничества  является  доведение  экономический  эффективности  производства  бутанола  до  эквивалентной  с  этанольной  к  2010 году.  В  настоящее  время  компании заявили  более  60 патентов  в  области  биологии,  процессов  ферментации,  химии и в  области  использования  биобутанола.

Задача  улучшить  технологию процесса и  получить  более  эффективные  штаммы  микроорганизмов  для  бутанольной  ферментации в  свою  очередь  двигает  вперед и  академические и  государственные  исследовательские  программы. Qureshi,  например,  занимается  исследованиями  в  области производства  биобутанола  более  20 лет. Он переехал  в  США  и  Новой  Зеландии   для  участия  в  исследованиях по  развитию мембранных  процессов для повышения  эффективности  извлечения  бутанола из ферментационных субстратов. Также  он работал над  увеличением  эффективности  бутанольных  биореакторов. Последние  несколько  лет,  тем не менее,  основная  его  деятельность  сфокусирована  на  различных направлениях,  одно  из  них - это оптимизация  технологических процессов  под  более  экономичные  сырьевые  субстраты (стебли  злаковых, проса и кукурузы).  «Мы  должны  двигаться  к  применению более  экономически  выгодных сырьевых субстратов», - говорит Qureshi,  «Но  это  не  так  просто,  как  может показаться  со  стороны».

Во первых,  существует  присущий  именно  бутанольной  ферментации  парадокс: хотя  микроорганизмы-продуценты  бутанола и синтезируют  ферментные  комплексы,  преобразующие  сахара в  бутанол,  бутанол  сам по себе  является   токсичным  для  микроорганизмов. Результатом  такого  ингибирования  бутанолом  и  является  низкая концентрация  бутанола  в  сбраживаемых субстратах,  и,  следовательно,  низкий  выход  биобутанола  и  высокие  затраты  на  его  выделение  и  очистку. И  эта  проблема  возникает  при  переработке  высокочистого  углеводсодержащего  сырья.  Если  же  будут  использоваться  более  дешевые  субстраты  (соответственно,  и  менее  чистые), то  в  ходе  подготовки  сырья  к сбраживанию  образуются и  другие  ингибиторы,  негативно  влияющие  на  жизнедеятельность  микроорганизмов, продуцирующих  бутанол.

Стратегия  по снижению  токсичного  эффекта  бутанола  и  увеличению  выходов,  включающая в  себя  совершенствование  технологии  и   подбор  более  совершенных  культур микроорганизмов в  настоящее  время  находится  в  фазе  активной  разработки. «Мы достигли  значительного  прогресса  в  работе  с  сырьем,  удалении  из процесса  ингибиторов  и  разделении  продуктов  и полупродуктов  биохимических процессов» - говорит  Qureshi. В  целом процесс,  разработанный  командой Qureshi  и направленный  на получение  бутанола  из  сельскохозяйственных  отходов,   включает  в  себя  четыре  основных стадии: подготовка  сырья,  в  ходе которой  ослабляется  структура  клеточных  стенок  и  удаляется  лигнин,  гидролиз  гемицеллюлоз и  целлюлоз  до  элементарных  гексоз и пентоз,  сбраживание  сахаров  чистой  культурой  анаэробных  бактерий  Clostridium beijerinckii P206,  выделение,  очистка и концентрирование  бутанола. Уникальность  процесса  в  том,  что  последние   три  стадии протекают  в  одном  реакторе. «Мы  интегрировали  процесс  и  вполне вероятно,  что  он  будет    экономически весьма  эффективным» - заявляет Qureshi.  В  настоящее  время  его  команда  занимается  оформлением  патента  на   разработанную  технологию.

Кроме  этого, Qureshi совместно  с  Ларсом Ангенентом,  инженером - экологом  из  Вашингтонского  Университета,  также  как  и  другие исследователи  из  USDA-ARS,   проводят  исследования  в  плане  улучшения  экономического  эффекта  для  процессов  гидролиза. Идея в  том,  чтобы  заменить  ферментные  препараты,  которые,  как  правило,  достаточно  дорогие,  на  смесь  из  определенных  бактериальных  культур.  «Один из  основных  принципов  нашей  работы – это  изучение  различных  произвольных смесей  бактериальных  культур  и  оценка  их  возможностей» - объясняет  Л. Ангенент. В  сотрудничестве  с  Qureshi Ангенент использует  в  своих исследованиях микробные  культуры, полученные   из  иловых  остатков анаэробных  реакторов,  также  композиции  микробных  культур желудка  овцы и с  помощью  этих микроорганизмов  ферментирует предварительно  подготовленную  кукурузную  клетчатку   до  бутиловой  кислоты,  которая  обнаружена в  таких продуктах,  как   прогоркшее сливочное    масло,  сыр  пармезан,  рвотные массы. Именно  такое  решение,  с  промежуточным  получением  бутиловой  кислоты,  было  найдено  в  ходе  проведения  экспериментальных ферментаций   этой  кислоты в  бутанол  с помощью  чистой  культуры Clostridium.
Совместное  сотрудничество  находится  сейчас  в  начальной  своей  стадии и  финансируется   грантом  в  425000$ от  USDA. В настоящее время  команда  Ангенента   работает  над  оптимизацией  производства  бутиловой  кислоты, подбирая  различные  условия,  как,  например,  рН и  температура. «Мы пытаемся  «приучить» наш  биоценоз  вырабатывать  одного  продукта  больше,  чем всех остальных» - объясняет  Ангенент.  Как  только  будут  подобраны  условия,  в  которых производство  бутиловой  кислоты будет поддерживаться  на  значительном  уровне, основная  нагрузка  по  дальнейшим  исследованиям  и  разработкам  ляжет  уже  на   Qureshi и  его команду.

Биобутанол: технология – проблемы  с  ферментацией

Хотя направление,  возглавляемое  Qureshi и  Ангенентом, включает в себя  оптимизацию   технологических процессов  за счет  микроорганизмов,  которые   и  в естественных   условиях  производят  бутанол,  команда  химиков и    специалистов  в бимолекулярной  инженерии  из Калифорнийского  университета, Лос Анжелес,  недавно  заявила  о своих  достижениях  в  несколько другом  направлении. В  последнем номере журналя  Nature исследовательская  группа,  возглавляемая  James Liao  описывает,  каким  образом  они провели  генетическую модификацию  хорошо  известной  бактерии Escherichia coli для  обеспечения  эффективного  синтеза  бутанола,  который  в  нормальных условиях этим  микроорганизмом не  синтезируется.

Для  этого, по  их  мнению,  необходимо  отвести  некоторые  метаболиты,  которые  E. Coli использует  для  синтеза   аминокислот,  на  такой  метаболический «маршрут», результатом  которого  будет синтез  бутанола. «Биосинтез аминокислот  очень  хорошо  изучен  у  E. Coli»,  объясняет Liao. Используя  эти  знания Liao  и его  команда  ввели  два  новых  гена  в  геном E. Coli: один  -  от  культур,  используемых при производстве  сыров,  другой – от  дрожжей. Эти  гены отвечают  за  синтез протеинов,  с  помощью  которых  кетокислоты,  компоненты  реакций  аминокислотного  синтеза,  преобразуются  в  бутанол. Дополнительно  к  этому,  с  помощью ингибирования  других генов  и  изменения  существующих  протеинов  в  метаболических реакциях,  Liao удалось  увеличить  эффективность  процесса до  такого  уровня,  который  позволяет  говорить  уже  о  промышленном  использовании. «С   помощью  этих  двух приемов мы можем  направить  процесс в  желательном направлении»,  сказал   Liao. «Мы уже  можем  производить  изобутанол  достаточно   быстро  и  улучшим  наши результаты  в течение ближайших месяцев».

Технология  уже  разрабатывается  Gevo Inc., биотопливной компанией  из  Пасадены, Калифорния. В  настоящее время  эта  компания  приобретает  эксклюзивную  лицензию на коммерциализацию технологического процесса,  разработанного Liao. Сейчас  компания  занимается  увеличением  масштабов  технологии и  рассматривает  возможность  строительства  собственного  биобутанольного  завода.

В  это  же время  Liao работает  над  проблемой  синтеза изобутанола  из целлюлозных  отходов с вовлечением  в процесс и  других микроорганизмов. «Обещание  реализации  проекта  в  промышленных масштабах весьма  вдохновило  нас»,  сказал он.

Jessica Ebert ,  штатный корреспондент   Biomass Magazine . 
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