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			Πρόλογος

			Στην εποχή μας έννοιες όπως «βιοκαύσιμα», «βιομάζα», «βιοαιθανόλη», «βιοντήζελ», συχνά προκαλούν αμηχανία όχι μόνο στο ευρύτερο κοινό, αλλά πολλές φορές και στην ίδια την επιστημονική κοινότητα.

			Έτσι, οι σημειώσεις αυτές και στα πλαίσια του μαθήματος «Βιοτεχνολογία και Περιβάλλον» αποτελούν μια πρώτη προσπάθεια να δώσουν στους φοιτητές μας τα εφόδια ώστε να χρησιμοποιούν τους όρους αυτούς όχι αφηρημένα αλλά ως εργαλεία της επιστήμης της Χημικής Μηχανικής που πάντα αναζητά να δώσει λύσεις φιλικές προς το περιβάλλον, προσαρμοζόμενη σε απαιτήσεις όχι μόνο επιστημονικές αλλά και ταυτόχρονα κοινωνικές.  

			Τέλος, ευχόμαστε ότι οι σημειώσεις αυτές θα αποτελέσουν το έναυσμα ώστε πολλοί από τους φοιτητές μας να αποτελέσουν τους πρωταγωνιστές της μεταστροφής της κοινωνίας μας προς τη χρησιμοποίηση αειφόρων και ενεργειακά καθαρών πρακτικών. 

		

	
		
			1. Εισαγωγή

			Τα βιοκαύσιμα είναι καύσιμα των οποίων η πρώτη ύλη, που ονομάζεται βιομάζα, περιλαμβάνει οποιοδήποτε υλικό προέρχεται από ζωντανούς οργανισμούς. Ειδικότερα, η βιομάζα για ενεργειακούς σκοπούς, περιλαμβάνει κάθε τύπο που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή στερεών, υγρών και/ή αέριων καυσίμων.

			Στην πράξη υπάρχουν δύο τύποι βιομάζας: οι υπολειμματικές μορφές και η βιομάζα που παράγεται από ενεργειακές καλλιέργειες.

			Οι υπολειμματικές μορφές βιομάζας διακρίνονται στις παρακάτω κατηγορίες:

			
					Αγροτικά υπολείμματα (άχυρα, κλαδέματα κ.ά.).

					Δασικά υπολείμματα (υλοτομία, καθαρισμοί).

					Υπολείμματα γεωργικών/δασικών βιομηχανιών (πυρηνόξυλο, πριονίδια, απόβλητα τυροκομείου κ.ά.).

					Απόβλητα κτηνοτροφίας (κοπριές, απόβλητα σφαγείων).

					Αστικά απόβλητα.

					Οργανικό κλάσμα απορριμμάτων.

			

			Οι ενεργειακές καλλιέργειες περιλαμβάνουν:

			
					Παραδοσιακές καλλιέργειες που μπορούν να χρησιμοποιηθούν και για την παραγωγή βιοκαυσίμων/ενέργειας (π.χ. τεύτλα, σιτάρι, ηλίανθος, ευκάλυπτος).

					Φυτά που δεν καλλιεργούνται, προς το παρόν, εμπορικά και το τελικό προϊόν τους προορίζεται για την παραγωγή βιοκαυσίμων/ενέργειας (π.χ. σόργο, ελαιοκράμβη, κενάφ).

			

			Υπάρχουν πολλά είδη βιοκαυσίμων (Σχήμα 1.1), αλλά εκείνα στα οποία η τεχνολογία έχει επικεντρωθεί, είναι η βιοαιθανόλη και το βιοντήζελ.
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			Σχήμα 1.1: Είδη βιοκαυσίμων.

			Περίπου 1,3 lt αιθανόλης ισοδυναμεί ενεργειακά με 1 lt βενζίνης. Ο πρώτος που αναφέρθηκε στη δυνατότητα της χρήσης της αιθανόλης ως καύσιμο ήταν ο Φορντ (ο ιδρυτής της γνωστής αυτοκινητοβιομηχανίας) το 1890. Η βιοαιθανόλη, είτε αναμιγνύεται αυτούσια με τη βενζίνη, είτε μετατρέπεται πρώτα σε αντικροτικό πρόσθετο (αιθυλο-τριτοταγης-βουτυλαιθέρας - ΕΤΒΕ). Παράγεται με αλκοολική ζύμωση από σακχαρούχα φυτά (σακχαροκάλαμο, σακχαρότευτλα κ.ά.) ή αμυλούχα φυτά (πχ. το καλαμπόκι) καθώς και από την αξιοποίηση του μη εδώδιμου λιγνινοκυτταρινούχου κλάσματος της φυτικής βιομάζας (στελέχη, κορμοί). 

			Το βιοντήζελ είναι η εμπορική ονομασία των μεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων, που χρησιμοποιείται ως υποκατάστατο του ορυκτού ντήζελ και παράγεται από ελαιούχα φυτά (σόγια, ηλίανθος, ελαιοκράμβη κ.ά.), ζωικά λίπη, προϊόντα σφαγίων και χρησιμοποιημένα μαγειρικά λίπη και έλαια. Προορίζεται για χρήση σε κινητήρες εσωτερικής καύσης, είτε ως καθαρό είτε ως μίγμα. Αλκοόλες παράγονται επίσης και από εξαερωμένη λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα. Προς το παρόν οι τεχνολογίες αυτές βρίσκονται σε ερευνητικό ή πιλοτικό επιδεικτικό στάδιο.

		

	
		
			2. Πλεονεκτήματα παραγωγής βιοκαυσίμων

			Τα βιοκαύσιμα παρέχουν πολλά πλεονεκτήματα και μπορούν να συμβάλουν καταρχήν στη μείωση της ρύπανσης του περιβάλλοντος ελαττώνοντας κυρίως τις εκπομπές διοξειδίου του άνθρακα. Επίσης, μειώνουν την εξάρτηση από το πετρέλαιο συμβάλλοντας έτσι στην ασφάλεια του ενεργειακού εφοδιασμού και ταυτόχρονα παρέχουν και εναλλακτικές πηγές εισοδήματος στους αγρότες. Τα παραπάνω πλεονεκτήματα αναλύονται διεξοδικά στις επόμενες παραγράφους. 

			2.1 Ελάττωση περιβαλλοντικής ρύπανσης 

			2.1.1 Μείωση εκπομπών αερίων του θερμοκηπίου που σχετίζονται με την ενέργεια που χρησιμοποιείται για την παραγωγή του καυσίμου 

			2.1.1.1 Φαινόμενο του θερμοκηπίου

			Πριν τη βιομηχανική επανάσταση η τιμή της συγκέντρωσης του διοξειδίου του άνθρακα  (CO2) στην ατμόσφαιρα της Γης ήταν 280 ppm. Ο ανθρώπινος πολιτισμός θέλοντας να αναπτυχθεί βιομηχανικά, άντλησε από την γη κοιτάσματα πετρελαίου και άνθρακα και τα χρησιμοποίησε ως πρώτη ύλη για να κινήσει τον βιομηχανικό πολιτισμό. Καίγοντας αυτά τα κοιτάσματα προσθέτει επιπλέον ποσότητα διοξειδίου του άνθρακα στην ατμόσφαιρα από αυτήν που φυσιολογικά υπάρχει στο φαινόμενο της αναπνοής ζώων και φυτών. Η υπερφόρτωση της ατμόσφαιρας με το διοξείδιο του άνθρακα, καθώς και με άλλα βιομηχανικά αέρια, προκαλεί υπερθέρμανση του πλανήτη.

			Σε απόσταση 25 km από την επιφάνεια της γης, στη στρατόσφαιρα, υπάρχει ένα λεπτό στρώμα από αέρια κυρίως διοξείδιο του άνθρακα, το οποίο δρα όπως το γυαλί ενός θερμοκηπίου, δηλαδή ενώ επιτρέπει την είσοδο της θερμότητας που μεταφέρει η υπεριώδης ακτίνοβολία του ήλιου, εμποδίζει την έξοδο της θερμότητας προς το διάστημα, σχηματίζοντας το φαινόμενο του θερμοκηπίου. Και τούτο διότι η υπεριώδης ακτινοβολία θερμαίνει την επιφάνεια της γης, η οποία εξαναγκάζεται σε εκπομπή όχι υπεριώδους ακτινοβολίας αλλά υπέρυθρου, της οποίας ένα μέρος μπορεί να διέλθει από το στρώμα αυτό. Έτσι, η επιφάνεια της γης κρατά ένα ποσό θερμότητας και διατηρεί σταθερή τη μέση θερμοκρασία της περίπου στους 15 οC. Με αυτή την θερμοκρασία μπορεί να διατηρείται η ζωή πάνω στην επιφάνεια της. Η γήινη ατμόσφαιρα συμπεριφέρεται με τον τρόπο αυτό ως μία δεύτερη - μαζί με τον Ήλιο- πηγή θερμότητας. 

			Πιο αναλυτικά, η Γη δέχεται συνολικά ηλιακή ακτινοβολία, που αντιστοιχεί σε ροή περίπου 1366 Watt ανά τετραγωνικό μέτρο, στο όριο της ατμόσφαιρας (Σχήμα 2.1). Ένα μέρος αυτής απορροφάται από το σύστημα Γης-ατμόσφαιρας, ενώ το υπόλοιπο διαφεύγει στο διάστημα. Περίπου το 30% της εισερχόμενης ηλιακής ακτινοβολίας ανακλάται, σε ποσοστό 6% από την ατμόσφαιρα, 20% από τα νέφη και 4% από την επιφάνεια της Γης. Το 70% της ηλιακής ακτινοβολίας απορροφάται, κατά 16% από την ατμόσφαιρα (συμπεριλαμβανομένου και του στρατοσφαιρικού στρώματος του όζοντος), κατά 3% από τα νέφη και κατά το μεγαλύτερο ποσοστό (51%) από την επιφάνεια και τους ωκεανούς.
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			Σχήμα 2.1: Κατανομή ηλιακής ακτινοβολίας στη γήινη ατμόσφαιρα και έδαφος.

			Η συσσώρευση καυσαερίων στο στρώμα ανάκλασης της υπέρυθρης ακτινοβολίας που εκπέμπει η γη λόγω της θερμοκρασίας που έχει η επιφάνεια της, αναγκάζει την ακτινοβολία αυτή να παγιδεύεται μεταξύ στρώματος καυσαερίων και εδάφους. Μόνο ένα πολύ μικρό ποσό της ακτινοβολίας αυτής διέρχεται από το στρώμα. Έτσι, η επιφάνεια και η ατμόσφαιρα της γης δε ψύχονται πλέον, αλλά αντίθετα θερμαίνονται λόγω της παγιδευμένης υπέρυθρης ακτινοβολίας που αυξάνει τη μέση θερμοκρασία του εδάφους και της ατμόσφαιρας.

			Όλα τα αέρια συστατικά της ατμόσφαιρας που συμβάλλουν στο φαινόμενο του θερμοκηπίου, αναφέρονται συνολικά με τον όρο αέρια του θερμοκηπίου. Απορροφούν την μεγάλου μήκους κύματος υπέρυθρη γήινη ακτινοβολία και επανεκπέμπουν θερμική ακτινοβολία θερμαίνοντας την επιφάνεια. Ορισμένα αέρια, όπως το όζον, παρουσιάζουν αδιαφάνεια και στην ηλιακή ακτινοβολία, με αποτέλεσμα να απορροφούν ένα μέρος της, συμβάλλοντας σε ένα βαθμό και στην ψύξη της γήινης επιφάνειας.

			Περίπου το 86% της κατακρατούμενης από την ατμόσφαιρα γήινης ακτινοβολίας, οφείλεται στην παρουσία υδρατμών (H2O), διοξειδίου του άνθρακα (CO2) και νεφών. Οι υδρατμοί αποτελούν το πλέον ενεργό συστατικό, κατά ποσοστό 60%, ενώ μικρότερη συνεισφορά έχουν και τα αέρια μεθανίου (CH4), οξειδίου του αζώτου (N2O) και όζοντος (O3) (περίπου 8%).

			2.1.1.2 Επίδραση ανθρωπογενούς δραστηριότητας

			Το φαινόμενο του θερμοκηπίου είναι φυσικό, ωστόσο ενισχύεται από την ανθρώπινη δραστηριότητα, η οποία συμβάλλει στην αύξηση της συγκέντρωσης των αερίων του θερμοκηπίου καθώς και στην έκλυση άλλων ενώσεων, όπως οι χλωροφθοράνθρακες (CFC’s) (Σχήμα 2.2). Τα τελευταία χρόνια, καταγράφεται μία αύξηση στη συγκέντρωση αρκετών αερίων του θερμοκηπίου, και έτσι τα επίπεδα των θερμοκηπικών αερίων στην ατμόσφαιρα είναι τα υψηλότερα των τελευταίων 500.000 ετών. Ειδικότερα στην περίπτωση του διοξειδίου του άνθρακα, οι εκπομπές του αυξήθηκαν σε ποσοστό 80% τα τελευταία 40 χρόνια. Τα τρία τέταρτα της ανθρωπογενούς παραγωγής διοξειδίου του άνθρακα, οφείλεται σε χρήση ορυκτών καυσίμων, ενώ το υπόλοιπο μέρος προέρχεται από αλλαγές που συντελούνται στο έδαφος, κυρίως μέσω της αποψίλωσης των δασών. Είναι εκπληκτικό το γεγονός ότι μέσα σε λίγες δεκαετίες η ανθρωπογενής παρέμβαση κατέστρεψε τόσο όζον στη στρατόσφαιρα, όσο παρήγαγε η φύση μέσα σε ένα δισεκατομμύριο χρόνια, ενώ απελευθέρωσε τόσο διοξείδιο του άνθρακα, όσο απορρόφησε η φύση με τη φωτοσύνθεση περίπου στο πρώτο ενάμισι δισεκατομμύριο χρόνια από τη δημιουργία. 
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			Σχήμα 2.2: Συμμετοχή των ανθρωπογενών ρύπων στο φαινόμενο θερμοκηπίου.

			Οι θερμοκρασίες στην επιφάνεια της Γης αυξάνονται κατά μέσο όρο κατά 0,17 βαθμούς Κελσίου ανά δεκαετία, ενώ εξαιτίας της υπερθέρμανσης τουλάχιστον ένα δισ. άνθρωποι πρόκειται να εξαναγκασθούν να μεταναστεύσουν έως το 2050. Οι σημαντικότερες συνέπειες του φαινομένου αυτού στον πλανήτη παρατίθενται ακολούθως:

			
					Στη διάρκεια των επόμενων είκοσι ετών, εκατοντάδες εκατομμύρια άνθρωποι δεν θα έχουν αρκετό νερό για να ικανοποιήσουν τις ανάγκες τους. Μεταξύ αυτών θα είναι Αφρικανοί και Λατινοαμερικανοί. Από το 2050, περισσότεροι από ένα δισεκατομμύριο άνθρωποι θα αντιμετωπίσουν παρόμοιο πρόβλημα στην Ασία. Από το 2080, η έλλειψη νερού θα αναγκάσει σε μετανάστευση 1,1 έως 3,2 δισεκατομμύρια ανθρώπους. 

					Οι θάνατοι στα φτωχά στρώματα του πληθυσμού από ασθένειες που θα σχετίζονται με την υπερθέρμανση του πλανήτη όπως διάρροια και υποσιτισμός, θα αυξηθούν από το 2030, ενώ η ελονοσία και ο δάγκειος πυρετός πιθανότατα να γνωρίσουν έξαρση. 

					Οι μικροί παγετώνες της Ευρώπης θα εξαφανισθούν, ενώ πολλοί από τους μεγάλους θα συρρικνωθούν δραματικά, έως το 2050. 

					Το 50% της χλωρίδας της Ευρώπης θα κινδυνεύσει με εξαφάνιση ή θα αφανισθεί ως το 2100.

					Περίπου 100 εκατομμύρια άνθρωποι θα μένουν κάθε χρόνο άστεγοι λόγω των πλημμυρών από το 2080 και μετά. 

					Περίπου 200 ως 600 εκατομμύρια άνθρωποι θα βρεθούν αντιμέτωποι με το φάσμα της πείνας έως τα τέλη του 21ου αιώνα. 

					Το νέφος στις πόλεις θα διογκωθεί και οι θάνατοι που θα σχετίζονται με την τρύπα του όζοντος θα αυξηθούν κατά 4,5% στα μέσα της δεκαετίας του 2050 σε σχέση με τα επίπεδα της δεκαετίας του 1990.

					Η αύξηση της μέσης θερμοκρασίας της επιφάνειας του πλανήτη επηρεάζει σημαντικά το κλίμα. Προβλέπεται πως οι θερμές περίοδοι του έτους θα είναι ξηρότερες στις περισσότερες ηπειρωτικές περιοχές μέσου γεωγραφικού πλάτους, με αποτέλεσμα να αυξηθεί η συχνότητα των φαινομένων ξηρασίας και της υποβάθμισης του εδάφους. Περισσότερα από 3 δισ. εκατ. εκτάρια εύφορων και γόνιμων εδαφών ανά τον κόσμο έχουν υποστεί καταστροφική υποβάθμιση. Οι χώρες που απειλούνται περισσότερο από την ερημοποίηση βρίσκονται στην υποσαχάρια Αφρική, την Κεντρική Ασία και την Ευρώπη, συμπεριλαμβανομένης και της Ελλάδας. 

					Τέλος, από το 2050 και έπειτα πολλά ζώα που διαβιούν σε ψυχρά κλίματα, όπως οι πολικές αρκούδες, θα συναντώνται μόνο σε ζωολογικούς κήπους, καθώς οι φυσικές  κατοικίες τους θα έχουν καταστραφεί. 

			

			2.1.2 Περιστολή της εκπομπής διοξειδίου του άνθρακα με τη χρήση βιοκαυσίμων σαν καύσιμα μεταφοράς

			Στη θεωρία τα βιοκαύσιμα κατά την καύση τους ανακυκλώνουν το διοξείδιο του άνθρακα, καθώς το ποσό που εκλύεται έχει ήδη απομακρυνθεί από την ατμόσφαιρα με τη φωτοσύνθεση κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του φυτού. Αντίθετα, η καύση των πετρελαιοειδών διαχέει στην ατμόσφαιρα επιπλέον ποσότητες της ουσίας, οι οποίες βρίσκονταν θαμμένες υπόγεια για εκατομμύρια χρόνια. Στην πράξη όμως, η μείωση των εκπομπών από τα βιοκαύσιμα που προέρχονται από ενεργειακές καλλιέργειες είναι μικρότερη, γιατί η ανάπτυξη και η καλλιέργεια των φυτών απαιτεί τη χρήση συμβατικών καυσίμων. Έτσι, για την αποτελεσματική αξιολόγηση της παραγωγής ενός βιοκαυσίμου από μια συγκεκριμένη πρώτη ύλη πρέπει να υπολογίσει κάποιος και τον Συντελεστή Ορυκτής Ενέργειας (ΣΟΕ) που ορίζεται ως ο λόγος της ενέργειας που περιέχεται στο παραγόμενο καύσιμο (εκροή) προς την ενέργεια που προέρχεται από ορυκτά καύσιμα και χρησιμοποιείται για την παραγωγή του καυσίμου (εισροή). Όσο μεγαλύτερος υπολογίζεται ο ΣΟΕ για την παραγωγή κάποιου καυσίμου, τόσο πιο δραστική θα είναι και η μείωση των εκπομπών διοξειδίου του άνθρακα που θα επιτευχθούν με την χρησιμοποίηση του. Ο ΣΟΕ για τη βενζίνη και το πετρέλαιο ντήζελ είναι 0.8, για την αιθανόλη από καλαμπόκι είναι 1.36, για την αιθανόλη από σιτάρι και σακχαρότευτλα είναι 2, για την αιθανόλη από γλυκύ σόργο είναι 2.2, για βιοντήζελ από ελαιοκράμβη είναι 2.5, για βιοντήζελ από σόγια είναι 3, για την αιθανόλη από σακχαροκάλαμο είναι 8, για βιοντήζελ από φοινικέλαιο είναι 9 και για αιθανόλη από λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα είναι από 2 έως 36, ανάλογα με την μέθοδο παραγωγής. Ενδεικτικά η χρησιμοποίηση αιθανόλης από καλαμπόκι, αντί της βενζίνης, ως καύσιμο μεταφοράς, μειώνει τις εκπομπές των αερίων του θερμοκηπίου κατά 21%, της αιθανόλης από σακχαροκάλαμο κατά 56%, του βιοντήζελ από φυτικά έλαια κατά 68% και της αιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα κατά 91%. Τέλος, πρέπει να σημειωθεί ότι η παραγωγή ενός λίτρου βενζίνης προκαλεί την εκπομπή 2.44 λίτρων διοξείδιου του άνθρακα.

			2.1.3 Μείωση τοξικών καυσαερίων εκπομπής οχημάτων μεταφοράς 

			Το πετρελαϊκό ντήζελ και η βενζίνη αποτελούνται από εκατοντάδες διαφορετικούς υδρογονάνθρακες, πολλοί από τους οποίους, όπως το βενζόλιο, τολουόλιο και ξυλένιο, είναι τοξικοί και πτητικοί και απελευθερώνονται κατά την διάρκεια της καύσης τους. Άλλες τοξικές ενώσεις που απελευθερώνονται είναι το μονοξείδιο του άνθρακα, τα οξείδια του αζώτου, τα οξείδια του θείου και αιωρούμενα σωματίδια.

			Η αιθανόλη είναι ένα καύσιμο υψηλού αριθμού οκτανίων (σχεδόν 113) και με υψηλή περιεκτικότητα σε οξυγόνο (~35% κατά βάρος). Έτσι αυτοαναφλέγεται σε πολύ μεγαλύτερη συμπίεση από την βενζίνη επιτρέποντας στους κινητήρες να αποδίδουν πολύ μεγαλύτερη ισχύ. Μπορεί επομένως να χρησιμοποιηθεί και ως πρόσθετο αύξησης του αριθμού οκτανίων της βενζίνης. Με την ανάμιξή της με βενζίνη επιτυγχάνεται επίσης και ο εμπλουτισμός του καυσίμου μίγματος σε οξυγόνο, με αποτέλεσμα μια πιο ολοκληρωμένη καύση και κατά συνέπεια μειωμένες εκπομπές επικίνδυνων καυσαερίων. Η συνεισφορά της στο σχηματισμό οξειδίων του αζώτου είναι ασήμαντη. Από την άλλη, η προσθήκη αιθανόλης στη βενζίνη έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση των πτητικών οργανικών ρυπαντών και τον σχηματισμό μεγαλύτερων αλδεϋδών. Το πρόβλημα αντιμετωπίζεται από τους τριοδικούς καταλύτες που διαθέτουν τα σύγχρονα οχήματα. 

			Η προσθήκη βιοντήζελ στο πετρέλαιο, μειώνει τις εκπομπές άκαυστων υδρογονανθράκων και μονοξειδίου του άνθρακα. Σχεδόν σε όλες τις περιπτώσεις μειώνονται οι εκπομπές καπνού και σωματιδίων. Αύξηση παρατηρείται, κυρίως σε χαμηλά φορτία και στροφές του κινητήρα. Η εκπομπή των οξειδίων του αζώτου έχει απασχολήσει πολλούς ερευνητές με πληθώρα αναφορών σχετικά με την αύξηση των εκπομπών αυτών. Η μείωση ή αύξηση των οξειδίων του αζώτου εξαρτάται από τον κύκλο οδήγησης, τον κινητήρα, και την παρουσία ή όχι καταλύτη. Η χρήση του βιοντήζελ μειώνει τις εκπομπές πολυκυκλικών αρωματικών υδρογονανθράκων, και αυξάνει τις εκπομπές ακρολεΐνης.

			2.2 Διεθνείς περιβαλλοντικές διασκέψεις

			Το 1997 στη διεθνή συνδιάσκεψη που πραγματοποιήθηκε στη Βραζιλία με θέμα το περιβάλλον, το Πρωτόκολλο του Κιότο επικυρώθηκε από περισσότερες από 150 χώρες. Tο Πρωτόκολλο του Κιότο είναι σε ισχύ από τις 16 Φεβρουαρίου 2005, θέτοντας διεθνείς περιορισμούς στις εκπομπές έξι αερίων του θερμοκηπίου. Στόχος του ήταν να μειωθούν στα ανεπτυγμένα κράτη οι εκπομπές των αερίων που προκαλούν τις κλιματικές αλλαγές κατά 5,2% μεταξύ 2008-2012 (ως προς τα επίπεδα εκπομπών του 1990). 

			H Συνδιάσκεψη στο Μπαλί (Νοέμβριο 2007) είχε ως σκοπό να επεκτείνει το Πρωτόκολλο του Κιότο, καταλήγοντας σε έναν «Οδικό Χάρτη» που προέβλεπε διαπραγματεύσεις δύο χρόνων, που ολοκληρώθηκαν στην Κοπεγχάγη το 2009 με τη συμφωνία που εφαρμόστηκε από το 2013 για τη μείωση των παγκόσμιων εκπομπών. Ο «Οδικός Χάρτης του Μπαλί» μάλιστα, υιοθετήθηκε κυριολεκτικά στο παρά πέντε, ύστερα από μια καθοριστική αλλαγή της στάσης των Η.Π.Α.. Από την τελική απόφαση, παρά τις εκκλήσεις των επιστημόνων του IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change) του ΟΗΕ, των περιβαλλοντικών ενώσεων και των μικρών κρατών που πλημμυρίζουν, απουσιάζει κάθε αναφορά σε συγκεκριμένες δεσμεύσεις ή στόχους για τη μείωση των εκπομπών κατά 25-40% το 2020, όπως επεδίωκε η ΕΕ, ή κατά 60-80% ως  το 2050. 

			Πιο συγκεκριμένα, σύμφωνα με την απόφαση του Μπαλί, η διεθνής κοινότητα:

			
					Αναγνώρισε -τουλάχιστον στα λόγια- ότι απαιτούνταν σημαντικές μειώσεις στις εκπομπές και οι ανεπτυγμένες χώρες έπρεπε να αναλάβουν κατάλληλες δεσμεύσεις ενώ ανάλογες δράσεις έπρεπε να αναλάβουν και οι αναπτυσσόμενες.

					Συμφώνησε να υπάρξουν κίνητρα και πόροι για τη μείωση της καταστροφής των δασών.

					Κάλεσε σε επείγουσα συνεργασία για την εφαρμογή μέτρων προστασίας στις φτωχότερες χώρες από τις επιπτώσεις της κλιματικής αλλαγής.

					Ανακοίνωσε ότι θα παράσχει κίνητρα για τη μεταφορά καθαρής τεχνολογίας προς τις αναπτυσσόμενες χώρες.

					Δεσμεύτηκε πως οι διαπραγματεύσεις θα ολοκληρώνονταν στη συνάντηση κορυφής στην Κοπεγχάγη το 2009.

			

			Είναι πράγματι απογοητευτικό, το γεγονός ότι δεν είχαμε μια συγκεκριμένη και δεσμευτική παγκόσμια συμφωνία, όπως απαιτεί η αντιμετώπιση της κλιματικής αλλαγής, παρά τον καταιγισμό στοιχείων για τη ραγδαία αλλαγή του κλίματος και τις επιπτώσεις που ήδη βιώνουμε. Έχουμε έναν «Οδικό Χάρτη» διαπραγματεύσεων και μια καταληκτική ημερομηνία, δυστυχώς, όμως, ο προορισμός δεν είναι ακόμα δεδομένος.

			Στη συνδιάσκεψη της Κοπεγχάγης (Δεκέμβρης 2009) το διακύβευμα ήταν να συμφωνηθεί η μείωση των ανθρωπογενών ρύπων του θερμοκηπίου όσο το δυνατόν ταχύτερα και σε αυτό το θέμα απογοήτευσε.

			Συμπερασματικά στη σύνοδο συμφωνήθηκε:

			
					Η αύξηση της παγκόσμιας θερμοκρασίας πρέπει να διατηρηθεί κάτω από τους 2oC. Εκπέμπουμε περίπου 47 δισ. τόνους αερίων του θερμοκηπίου, κυρίως διοξειδίου του άνθρακα, στην ατμόσφαιρα. Εάν πρόκειται να αποτρέψουμε την αύξηση της θερμοκρασίας πέραν των 2oC, οι εκπομπές ρύπων πρέπει να αρχίσουν να μειώνονται έως το 2020 και να πέσουν στους 35 δισ. τόνους έως το 2030 και στους 20 δισ. τόνους έως το 2050.

					Τα βιομηχανικά έθνη δεσμεύτηκαν να δημιουργήσουν ταμείο οικονομικής ενίσχυσης του αναπτυσσόμενου κόσμου, ύψους 30 δισ. δολαρίων, για τα επόμενα τρία έτη και να αυξήσουν την ετήσια οικονομική βοήθεια στα 100 δισ. έως το 2020, προκειμένου τα φτωχά κράτη να προσαρμοστούν στην πράσινη τεχνολογία. Γιατί αν λέμε ότι πρέπει να μειώσουμε στο ήμισυ τις εκπομπές αερίων του θερμοκηπίου, αυτό σημαίνει ότι και οι φτωχές χώρες οφείλουν να αλλάξουν τη στρατηγική ανάπτυξής τους. Ο δρόμος μέσω του οποίου όλες οι βιομηχανικές χώρες αναπτύχθηκαν, δηλαδή εκείνος της μαζικής χρήσης ορυκτών καυσίμων, κλείνει οριστικά. Για τις αναπτυσσόμενες χώρες δεν υπάρχει άλλος δρόμος. Κι αν υπάρχει άλλος δρόμος, αυτός περνά μέσα από τη μεταφορά τεχνολογιών και από την οικονομική ενίσχυση. Οι βραχυπρόθεσμες οικονομικές δεσμεύσεις από ανεπτυγμένες χώρες για την περίοδο 2010-2012 συμφωνήθηκε να είναι για την ΕΕ - 10,6 δισεκατομμύρια δολάρια, την Ιαπωνία - 11 δισ. δολάρια και για τις Ηνωμένες Πολιτείες - 3,6 δισ. Δολάρια.

					Η χρηματοδότηση των εθνών με δασικό πλούτο, προκειμένου να τον προστατέψουν από την υλοτομία και τη γεωργία

					Διατηρήθηκε σε ισχύ το Πρωτόκολλο του Κιότο, που επιβάλλει δεσμευτικούς περιορισμούς για τις εκπομπές ρύπων σε πλούσια κράτη. 

					Υπήρχαν όμως και πολλοί τομείς στους οποίους δεν κατορθώθηκε να επιτευχθεί συμφωνία. Έτσι: 

					Δεν ορίστηκαν στόχοι για τη μείωση των ρύπων ωστόσο, όλες οι χώρες δεσμεύονται να τα παρουσιάσουν εντός του 2010.

					Δεν τηρήθηκε η προθεσμία για την υπογραφή μιας νομικά δεσμευτικής συνθήκης όπως είχε οριστεί στο Μπαλί το 2007.

					Δεν συμφωνήθηκε νέο χρονοδιάγραμμα για την επίτευξη μιας νομικά δεσμευτικής συμφωνίας με στόχο τη μείωση των ρύπων.

					Επίσης δεν γίνεται αναφορά στην «επαλήθευση» των εκπομπών, κυρίως λόγω των αντιρρήσεων της Κίνας, η οποία αρνείται να τεθεί υπό διεθνή παρακολούθηση.  Στο θέμα της διαφάνειας υπάρχει πάντως συμφωνία για ένα «διεθνές σύστημα ανάλυσης», το οποίο δεν έχει ακόμα αποσαφηνιστεί.

			

			2.3 Μείωση της ενεργειακής εξάρτησης

			Ιστορικά η τιμή του πετρελαίου σημείωσε κατακόρυφη άνοδο την περίοδο 1979-1981 με την επανάσταση στο Ιράν οπότε σταδιακά έφτασε σχεδόν τα 40 δολάρια το βαρέλι (από τα 13), και στη συνέχεια ακολούθησε καθοδική πορεία για να πέσει στα 10 δολάρια το βαρέλι το 1985-1986. Στη συνέχεια, παρατηρήθηκε αυξητική πορεία, η οποία σταδιακά έφτασε τα  20 δολάρια και με διακυμάνσεις ανάμεσα στα 10-20 δολάρια υπερδιπλασιάστηκε με την εισβολή του Ιράκ στο Κουβέιτ το καλοκαίρι του 1990 και τον πόλεμο που ακολούθησε. Η τιμή επανήλθε σταδιακά στα 20 δολάρια το βαρέλι. Από το 2003 και μετά, η τιμή του πετρελαίου ακολουθεί ανοδική πορεία και πρόσφατα έφτασε πάνω από τα 100 δολάρια το βαρέλι. Η πρόσφατη άνοδος της τιμής του πετρελαίου υπήρξε εντυπωσιακή, αφού το αποπληθωρισμένο επίπεδο της τιμής του σε δολάρια βρίσκεται στο ίδιο ύψος με το ιστορικά υψηλό επίπεδο του 1980-81, κατά τη διάρκεια του πολέμου μεταξύ δύο πετρελαιοπαραγωγών χωρών, του Ιράν και του Ιράκ και είναι πενταπλάσιο σε σχέση με την περίοδο 1994-98 ή την περίοδο πριν το 1973 ( http://www.wtrg.com/prices.htm.).

			Αιτία της αύξησης τα τελευταία χρόνια δεν ήταν μοναχά κάποια συγκεκριμένη γεωπολιτική αστάθεια, που περιόρισε απότομα την προσφορά, όπως συνήθως συνέβαινε στο παρελθόν, όταν βλέπαμε μεγάλες και απότομες αυξήσεις στις τιμές. Ο κυριότερος παράγοντας της αύξησης προέρχεται από την πλευρά της ζήτησης λόγω των υψηλών ρυθμών ανάπτυξης των αναδυόμενων οικονομιών και ιδιαίτερα της Κίνας. Οι χώρες αυτές διανύουν μια περίοδο βιομηχανοποίησης και υψηλής ζήτησης πρώτων υλών, συμπεριλαμβανομένου και του πετρελαίου. Συγκεκριμένα, παγκοσμίως, ο μέσος ετήσιος ρυθμός μεταβολής της ζήτησης για πετρέλαιο αυξήθηκε από 1,55% την περίοδο 1993-2001 σε 2% την περίοδο 2002-2006. Αιτία της αύξησης είναι η ενισχυμένη συνεισφορά της Βραζιλίας, της Ρωσίας, της Ινδίας και της Κίνας (των λεγόμενων BRICs – Brazil, Russia, India, China), η οποία ενισχύθηκε από 9% την περίοδο 1993-2001 σε 48% την περίοδο 2002-2006. Η συνολική συνεισφορά στην αύξηση της ζήτησης των υπόλοιπων αναδυόμενων χωρών (που δεν είναι μέλη του Οργανισμού Οικονομικής Συνεργασίας και Ανάπτυξης, ΟΟΣΑ) επίσης αυξήθηκε από 51% σε 83%. Σημειώνεται ότι η αύξηση στην τιμή του πετρελαίου ξεκίνησε σταδιακά από το 2002 (Σχήμα 2.3), ταυτόχρονα, με την αύξηση της παγκόσμιας οικονομικής δραστηριότητας.

			2.4 Νομικό πλαίσιο – Εναρμόνηση με κοινοτικές οδηγίες

			Επίκεντρο της νέας Ευρωπαϊκής Ενεργειακής πολιτικής είναι ο κύριος στρατηγικός ενεργειακός στόχος ότι η ΕΕ θα πρέπει να μειώσει τις εκπομπές των αερίων θερμοκηπίου κατά 20% μέχρι το 2020, σε σύγκριση με τα επίπεδα του 1990. Για την επίτευξη του κεντρικού στρατηγικού στόχου, η Ευρωπαϊκή Επιτροπή προτείνει παράλληλα, την επίτευξη τριών σχετιζόμενων στόχων, με ορίζοντα το 2020 που αποτελεί και Εθνικό στόχο: βελτίωση της ενεργειακής απόδοσης κατά 20%; αύξηση του ποσοστού διείσδυσης των ανανεώσιμων μορφών ενέργειας στο ενεργειακό μείγμα στο επίπεδο του 20% και αύξηση του ποσοστού των βιοκαυσίμων στις μεταφορές στο 10%. Έτσι στις 14 Μαΐου 2003 η Ευρωπαϊκή Κοινότητα υιοθέτησε την Οδηγία  (2003/30/ΕΚ) σχετικά με την προώθηση βιοκαυσίμων στις μεταφορές, που αφορούσε στην αύξηση του ποσοστού των βιοκαυσίμων στην αγορά των καυσίμων σε 2% το 2005 και 5,75% το 2010. Στα ποσοστά αυτά το βιοντήζελ θα υποκαταστήσει το συμβατικό ντήζελ, ενώ η βιοαιθανόλη τη βενζίνη. Η κατανάλωση βενζίνης το 2010 στην Ελλάδα ήταν 4.169.000 τόνοι. Με βάση την παραπάνω Οδηγία απαιτούνταν 389.424 τόνοι βιοαιθανόλης. Η εναρμόνιση με την Οδηγία 2003/30/ΕΚ και η εισαγωγή  των βιοκαυσίμων στην ελληνική αγορά έγινε με την ένταξή τους στο ισχύον θεσμικό πλαίσιο για τα πετρελαιοειδή προϊόντα, με κατάλληλη συμπλήρωση και τροποποίηση του νόμου 3054/2002 με το νόμο 3423/2005 «Εισαγωγή στην Ελληνική Αγορά των βιοκαυσίμων και άλλων ανανεώσιμων καυσίμων». Με το νόμο 3423/2005 καθίσταται υποχρεωτική η παραλαβή εκ των διυλιστηρίων των ποσοτήτων αυτούσιων βιοκαυσίμων που προορίζονται για ανάμειξη με προϊόντα διύλισης αργού πετρελαίου, καθώς και η διάθεσή τους. Η εθνική νομοθεσία πρέπει άμεσα να εναρμονιστεί με τις νέες Οδηγίες, 2009/28/ΕΚ, 2009/30/ΕΚ που εισάγει πλέον κριτήρια αειφορίας για την παραγωγή βιοκαυσίμων και βιορευστών. Έτσι η τρέχουσα μείωση των εκπομπών αερίων θερμοκηπίου που επιτυγχάνεται με τη χρήση βιοκαυσίμων και βιορευστών, πρέπει να είναι τουλάχιστον 35%. Ενώ από την 1η Ιανουαρίου 2017, η μείωση των εκπομπών αερίων θερμοκηπίου που επιτυγχάνεται με τη χρήση βιοκαυσίμων και βιορευστών πρέπει να είναι τουλάχιστον 50%. Από την 1η Ιανουαρίου 2018 η συγκεκριμένη μείωση των εκπομπών αερίων θερμοκηπίου θα είναι τουλάχιστον 60% για τα βιοκαύσιμα και τα βιορευστά που παράγονται σε εγκαταστάσεις, οι οποίες θα λειτουργήσουν από την 1η Ιανουαρίου 2017 και μετά, όπως θα προκύπτει από την αντίστοιχη αδειοδότησή τους. Αυτό καθορίζει την πρώτη ύλη για τη βιοδιεργασία παραγωγής και αυτό αναλύεται στις παρακάτω παραγράφους.

			Το 57% της συνολικής ζήτησης ενέργειας στην Ελλάδα καλύπτεται μέσω της κατανάλωσης του πετρελαίου. Μετά από τις δύο πετρελαϊκές κρίσεις της δεκαετίας του ΄70 και τις επιδράσεις τους στην ελληνική οικονομία, οι ενεργειακές πολιτικές που υιοθετήθηκαν είχαν ως στόχο τη μείωση της εξάρτησης του ενεργειακού συστήματος της χώρας από το πετρέλαιο. Βασικό στοιχείο αυτών των πολιτικών ήταν η αξιοποίηση των εγχώριων πηγών ενέργειας, όπως ο λιγνίτης και το υδροδυναμικό, η δημιουργία έργων υποδομής για την παραγωγή ηλεκτρισμού και τη διασύνδεση με τις γειτονικές χώρες και η διαφοροποίηση της προσφοράς ενέργειας με την εισαγωγή του φυσικού αερίου. Στην αξιοποίηση των εγχώριων πηγών ενέργειας ανήκει και η παραγωγή βιοκαυσίμων που θα συμβάλλει στη μείωση της εξάρτησης του ενεργειακού συστήματος της χώρας από το πετρέλαιο. 

			2.5 Ανάπτυξη Ελληνικής γεωργίας

			Με αφορμή τη σχετική Οδηγία της ΕΕ για προώθηση των βιοκαυσίμων στις μεταφορές, ανοίγεται ένα μεγάλο πεδίο επιχειρηματικής δράσης που μπορεί να προσφέρει μεγάλη προστιθέμενη αξία στη γη και την εργασία του Έλληνα αγρότη. Στην παραγωγή βιοκαυσίμων από ειδικές καλλιέργειες φυτών μπορεί να βασιστεί το μέλλον της ελληνικής γεωργίας. Η νέα τάση που «καθοδηγεί» την ελληνική γεωργία είναι οι ενεργειακές καλλιέργειες που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή βιοκαυσίμων. Κατά συνέπεια, οι παραδοσιακές καλλιέργειες μπορούν να μετατραπούν σε ενεργειακές. Το βιοντήζελ παράγεται από αγροτικά προϊόντα, όπως το ηλιέλαιο, το βαμβακέλαιο, ενώ το καπνέλαιο και το ντοματέλαιο αποτελούν πολλά υποσχόμενες εναλλακτικές πρώτες ύλες. Ο νόμος για τα βιοκαύσιμα είναι σαφής: προτεραιότητα για την κατανομή βιοκαυσίμων έχουν οι εταιρείες, οι οποίες χρησιμοποιούν ως πρώτη ύλη ελληνικά ενεργειακά φυτά. Για παράδειγμα, όσον αφορά στην κατανομή του 2007, ορίστηκε ότι στο τελευταίο τρίμηνο το 30% των βιοκαυσίμων που θα παραδώσουν οι εταιρείες αυτές, θα πρέπει να προέρχεται από ελληνικά ενεργειακά φυτά. Για την παρασκευή βιοαιθανόλης, σημαντικό ρόλο αναμένεται να παίξει το γλυκό σόργο, που έχει υψηλότερη στρεμματική απόδοση σε βιοαιθανόλη από το ζαχαρότευτλο, ενώ μετά από δοκιμαστικές καλλιέργειες δείχνει να ευδοκιμεί στην Ελλάδα.

			Η Ελλάδα βρίσκεται μπροστά σε ένα κρίσιμο σταυροδρόμι και από τις επιλογές της θα εξαρτηθεί εάν η αγορά των βιοκαυσίμων θα αναπτυχθεί στη χώρα μας προς όφελος του Έλληνα αγρότη ή εάν τα αναγκαία ποσοστά βιοκαυσίμων (2%-5,75%) θα καλυφθούν είτε από απευθείας εισαγωγές είτε από βιοκαύσιμα που θα παράγονται μεν σε ελληνικά εργοστάσια αλλά με εισαγόμενες πρώτες ύλες. Ανακοινώθηκε ότι η κρατική επιδότηση των καλλιεργειών ενεργειακών φυτών ανέρχεται σε 4,5€/στρέμμα στις περιπτώσεις συμβολαιακής γεωργίας (δηλαδή σύναψης συμφωνίας μεταξύ αγρότη – πρώτου μεταποιητή), ενώ ο πρώτος μεταποιητής (σπορελαιουργός) εγγυάται με 6€/στρέμμα για την παραλαβή των ελαιούχων σπόρων. Τούτο κατά τους ειδικούς σημαίνει ότι για να καλυφθούν οι ανάγκες της χώρας σε ενεργειακά φυτά θα πρέπει να καλλιεργηθούν με αυτά τουλάχιστον 3,7 εκατομμύρια στρέμματα.

			Ωστόσο, όπως έδειξε πρόσφατη μελέτη που πραγματοποίησε το Ινστιτούτο Αγροτικής και Συνεταιριστικής Οικονομίας (ΙΝΑΣΟ) της Πανελλήνιας Συνομοσπονδίας Ενώσεων Αγροτικών Συνεταιρισμών (ΠΑΣΕΓΕΣ), για να είναι βιώσιμη η ενεργειακή καλλιέργεια, χρειάζεται ισχυρή επιδότηση, αρκετά μεγαλύτερη των 4,5 ευρώ το στρέμμα που δίδεται τώρα από την ΕΕ. Κανείς αγρότης δεν θα καλλιεργήσει ενεργειακά φυτά από ευαισθησία και μόνο για την προστασία του περιβάλλοντος αν η καλλιέργεια δεν του εξασφαλίζει βιώσιμο εισόδημα. Τα 4,5 ευρώ στρεμματικής ενίσχυσης μπορεί να αρκούν στον Βούλγαρο αγρότη, όχι όμως και στον Έλληνα παραγωγό.

			Είναι προφανώς επιθυμητό, τα βιοκαύσιμα που θα διακινηθούν στην ελληνική αγορά να προέρχονται όχι απλώς από εγχώρια εργοστάσια αλλά και τα εργοστάσια αυτά να χρησιμοποιούν εγχώρια πρώτη ύλη. 

		

	
		
			3. Φυτική Βιομάζα: Πρώτη ύλη για την παραγωγή βιοκαυσίμων

			3.1 Διαθεσιμότητα

			Ετησίως η επιφάνεια της γης δέχεται από τον ήλιο 53000 TW ενέργειας. Μέσω της φωτοσύνθεσης 64 TW και 128 TW ενέργειας ενσωματώνονται ως οργανικός άνθρακας κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης της βιομάζας στους ωκεανούς και στην ξηρά, αντίστοιχα. Από τα 128 TW που ενσωματώνονται στην ετήσια εδαφική παραγωγή της βιομάζας, περίπου 44 TW χρησιμοποιούνται για τη διατήρηση της ποιότητας του εδάφους μέσω της αυτότροφης αναπνοής, καθώς και σε ανθρωπογενείς δραστηριότητες που περιλαμβάνουν την παραγωγή τροφίμων, παραγωγή χαρτομάζας, επίπλων κ.ά. Ακόμα και με το μικρό βαθμό μετατροπής της φωτοσύνθεσης, 44 TW, ενέργειας που αντιστοιχούν σε 1011 τόνους λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας, παραμένουν διαθέσιμοι για εφαρμογές και η παραγωγή βιοκαυσίμων είναι μια από αυτές (Σχήμα 3.1).
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			Σχήμα 3.1: Παγκόσμιο δυναμικό βιομάζας.

			3.2 Συμμετοχή βιομάζας στην παγκόσμια ενεργειακή κατανομή

			Όπως φαίνεται και στο Σχήμα 3.2, οι ανανεώσιμες πηγές ενέργειας αποτελούν μόλις το 10.9% της παγκόσμιας ενεργειακής παραγωγής με τα ορυκτά καύσιμα να συνεχίζουν να έχουν τον πρωτεύοντα ρόλο. 
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			Σχήμα 3.2: Παγκόσμια ενεργειακή εικόνα.

			Από τις ανανεώσιμες πηγές ενέργειας περίπου το 50% σχετίζεται με την βιομάζα (Σχήμα 3.3).
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			Σχήμα 3.3: Ενεργειακή εικόνα ανανεώσιμων πηγών.

			Η παραγωγή ενέργειας από βιομάζα γίνεται με δύο τρόπους: είτε με καύση του στερεού καυσίμου (με ή χωρίς μηχανική τροποποίηση) είτε με παραγωγή άλλου βιοκαυσίμου (συνήθως υγρού ή αέριου) και συνεπακόλουθη καύση (Σχήμα 3.4).

			Η στερεή βιομάζα μπορεί να καεί ως έχει (π.χ. καυσόξυλα, κλαδέματα, πυρηνόξυλο κ.ά.) ή μετά από μηχανική τροποποίηση (θρυμματισμό ή παραγωγή συσσωματωμάτων [pellets]). Η μηχανική τροποποίηση μετατρέπει τη βιομάζα σε καύσιμο με τυποποιημένα χαρακτηριστικά  για λόγους διαχείρισης (ευκολότερη μεταφορά και τροφοδοσία), που έχει μικρότερη φαινόμενη πυκνότητα (μεγαλύτερο βάρος ανά μονάδα όγκου) και μεγαλύτερη ενεργειακή πυκνότητα.
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			Σχήμα 3.4: Τρόποι χρήσης της βιομάζας για την παραγωγή ενέργειας.

			Η παραγωγή ενέργειας από στερεή βιομάζα ποικίλλει σε μέγεθος. Υπάρχουν:

			
					σόμπες και μικροί λέβητες αυτόματης ή μη τροφοδοσίας για τη  θέρμανση κατοικιών, 

					λέβητες αυτόματης τροφοδοσίας για τη θέρμανση μεγαλύτερων κτιρίων (σχολεία, νοσοκομεία, θερμοκήπια κ.ά.) , όπως επίσης και 

					μεγάλοι λέβητες για τη συμπαραγωγή θερμικής και ηλεκτρικής ενέργειας. (π.χ. πώληση της ηλεκτρικής ενέργειας στο δίκτυο της ΔΕΗ και χρήση της θερμικής ενέργειας σε σχήμα τηλεθέρμανσης ή σε βιομηχανία με θερμικές ανάγκες ή κάλυψη ιδίων αναγκών σε βιομηχανίες).

			

			Η παραγωγή άλλου βιοκαυσίμου (συνήθως υγρού ή αέριου) και η συνεπακόλουθη καύση γίνεται μέσω νέων βιοχημικών (ενζυμική υδρόλυση βιομάζας και ζύμωση παραγομένων σακχάρων προς παραγωγή βιοαιθανόλης) ή/και θερμοχημικών διεργασιών (πυρόλυση προς παραγωγή βιο-ελαίου, εξαερίωση προς παραγωγή αερίου σύνθεσης σε συνδυασμό με τη καταλυτική διεργασία Fischer-Tropsch προς παραγωγή βιοντήζελ και βενζίνης). Μέσω των διεργασιών αυτών, φυτικά παραπροϊόντα και υπολείμματα ανθρωπίνων/βιομηχανικών δραστηριοτήτων θα αξιοποιηθούν για την παραγωγή φιλικών προς το περιβάλλον καυσίμων.

			3.3 Πηγές βιομάζας για την παραγωγή βιοαιθανόλης

			Οι δυνατές πηγές βιομάζας που μπορεί να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή αιθανόλης, είναι διάφορα δασικά κατάλοιπα όπως καυσόξυλα, υπολείμματα καλλιέργειας των δασών (αραιώσεων, υλοτομίας), προϊόντα καθαρισμών για την προστασία τους από πυρκαγιές, καθώς και υπολείμματα επεξεργασίας του ξύλου, διάφορα αγροτικά παραπροϊόντα όπως υπολείμματα των γεωργικών καλλιεργειών (στελέχη, κλαδιά, φύλλα, άχυρο, κλαδοδέματα κ.λπ.) και υπολείμματα επεξεργασίας γεωργικών προϊόντων (υπολείμματα εκκοκκισμού βαμβακιού, πυρηνόξυλο, πυρήνες φρούτων κ.λπ.) και, τέλος, διάφορα ενεργειακά φυτά που διακρίνονται σε σακχαρούχα φυτά (σακχαρόκάλαμο, σακχαρότευτλο, σόργο), αμυλούχα φυτά (σπόροι σιτηρών), καθώς και ενεργειακά φυτά λιγνινοκυτταρινούχου σύστασης (ευκάλυπτος, ψευδακακκία, κενάφ, κυτταρινούχο σόργο, μίσχανθος, αγριαγκινάρα, switchgrass, καλάμι) (Σχήμα 3.5).
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			Σχήμα 3.5: Πηγές βιομάζας για την παραγωγή 2ης γενιάς βιοκαυσίμων.

			Ανάλογα με την πηγή της βιομάζας διαφοροποιείται και η ακολουθούμενη διεργασία για την παραγωγή αιθανόλης. Έτσι, όταν η πρώτη ύλη είναι ενεργειακά φυτά σακχαρούχου σύστασης, όπως το σακχαροκάλαμο, το σακχαρότευτλο ή το γλυκό σόργο, αυτά υπόκεινται, μετά από κατάλληλη φυσική προκατεργασία, σε άμεση ζύμωση για την παραγωγή αιθανόλης μιας και ο κύριος βιομηχανικός αιθανολοπαραγωγός μικροοργανισμός που είναι η ζύμη Saccharomyces cerevisiae, έχει τη δυνατότητα να παράγει το ένζυμο που υδρολύει την σακχαρόζη (ιμβερτάση) και έτσι ζυμώνει άμεσα την σακχαρόζη σε αιθανόλη (Σχήμα 3.6). 
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			Σχήμα 3.6: Διεργασίες παραγωγής αιθανόλης από διάφορες κατηγορίες βιομάζας.

			Όταν η πρώτη ύλη είναι ενεργειακά φυτά αμυλούχου σύστασης όπως οι σπόροι σιτηρών (καλαμπόκι, σιτάρι), απαιτείται πριν τη ζύμωση για την παραγωγή αιθανόλης ένα στάδιο υδρόλυσης με τη χρήση αμυλασών μιας και η ζύμη S. cerevisiae δεν έχει την δυνατότητα παραγωγής των ενζύμων αυτών (Σχήμα 3.6). 

			Τέλος, όταν η πηγή της βιομάζας είναι διάφορα δασικά κατάλοιπα λιγνινοκυτταρινούχου σύστασης, απαιτείται ένα στάδιο φυσικοχημικής και ενζυμικής προκατεργασίας που θα αναπτυχθεί λεπτομερώς στο κεφάλαιο 5, το οποίο κρίνεται απαραίτητο για τη μετατροπή της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας σε γλυκόζη που ζυμώνεται άμεσα από την ζύμη S. cerevisiae σε αιθανόλη (Σχήμα 3.6). 

			3.4 Σακχαρούχα φυτά που χρησιμοποιούνται για την παραγωγή αιθανόλης

			3.4.1 Σακχαροκάλαμο

			Σήμερα σχεδόν το 85% των αυτοκινήτων που πωλούνται στη Βραζιλία χρησιμοποιούν αιθανόλη. Κι αφού κάθε λίτρο αλκοόλης που χρησιμοποιείται κοστίζει κατά μέσο όρο 38 λεπτά φτηνότερα από τη βενζίνη, τα περισσότερα από αυτά τα αυτοκίνητα έχουν χρόνια να κινηθούν με συμβατικά καύσιμα. Το κλειδί για τη ραγδαία αύξηση της ζήτησης αιθανόλης στη Βραζιλία είναι το σακχαροκάλαμο, όχι η τεχνολογία των κινητήρων. Από αυτό το γλυκό, ταχείας ανάπτυξης τροπικό αγρωστώδες παράγεται η ζάχαρη, βασικό εξαγώγιμο προϊόν της χώρας από το 16ο αιώνα. Και ενώ το άμυλο από τους κόκκους του καλαμποκιού πρέπει να διαχωριστεί σε σάκχαρα με την προσθήκη αμυλασών προκειμένου να γίνει η ζύμωση, το 20% του καλαμιού στο σακχαροκάλαμο είναι ήδη ζυμώσιμο σάκχαρο και η ζύμωσή του ξεκινά σχεδόν αμέσως μετά τη συγκομιδή. Το 1 στρέμμα σακχαροκάλαμου αποδίδει 600-900 λίτρα αιθανόλη, υπερδιπλάσια από αυτή που παίρνουμε από το καλαμπόκι. Υπενθυμίζουμε δε, όπως σημειώθηκε και στο κεφάλαιο 2.1.2, ότι ο συντελεστής ορυκτής ενέργειας για την παραγωγή της αιθανόλης από σακχαροκάλαμο έχει την τιμή 8, δηλαδή η ενέργεια από ορυκτά καύσιμα για την παραγωγή του καυσίμου (εισροή) συγκριτικά με αυτήν που αποδίδει (εκροή) είναι 1 προς 8. Δηλαδή καταναλώνοντας μία μονάδα ορυκτών καυσίμων παράγουμε 8 μονάδες αιθανόλης. Επίσης, η παραγωγή και η καύση αιθανόλης από σακχαροκάλαµο προκαλεί 55-90% λιγότερες εκπομπές CO2 από ότι η βενζίνη. 

			Και το σακχαροκάλαµο, όμως, συνοδεύεται από τα δικά του προβλήματα. Τα περισσότερα φυτά στη Βραζιλία συλλέγονται µε τα χέρια. Πρόκειται για µια εργασία εξουθενωτική, καλοπληρωµένη, που γίνεται κάτω από σκληρές συνθήκες ζέστης και βρωµιάς. Κάθε χρόνο εργάτες χάνουν τη ζωή τους λόγω εξάντλησης. Επιπλέον για να εξοντωθούν τα φίδια και να διευκολυνθεί η κοπή του σακχαροκάλαµου, συνήθως γίνεται καύση των χωραφιών πριν τη συγκοµιδή. Έτσι, ο αέρας γεμίζει καπνιά, ενώ απελευθερώνονται µεθάνιο και πρωτοξείδιο του αζώτου. Ακόμη, οι εκτάσεις σακχαροκάλαμου προβλέπεται ότι θα διπλασιαστούν την επόμενη δεκαετία συμβάλλοντας έτσι στην αποψίλωση των δασών.

			3.4.2 Σακχαρότευτλο

			Τα σακχαρότευτλα είναι ένας διετής τύπος τεύτλου που καλλιεργείται εμπορικά λόγω της υψηλής περιεκτικότητας των ριζών του σε σάκχαρα. Στην Ελλάδα η καλλιέργεια των σακχαρότευτλων είναι διάσπαρτη σε όλη τη χώρα. Οι ελληνικές µέσες αποδόσεις σακχαρότευτλων ανέρχονται σε 6.3 τον./ στρέµµα. Τα τελευταία χρόνια τα σακχαρότευτλα χρησιμοποιούνται και ως πρώτη ύλη για παραγωγή βιοαιθανόλης. Από ένα στρέµµα σακχαρότευτλων παράγονται κατά µέσο όρο 600 λίτρα βιοαιθανόλης. Ο συντελεστής ορυκτής ενέργειας για την παραγωγή της αιθανόλης από σακχαρότευτλα έχει την τιμή 2, δηλαδή η ενέργεια από ορυκτά καύσιμα για την παραγωγή του καυσίμου (εισροή) συγκριτικά με αυτήν που αποδίδει (εκροή) είναι 1 προς 2.

			3.4.3 Γλυκό σόργο

			Το γλυκό σόργο είναι ένα µονοετές φυτό µε µεγάλη φωτοσυνθετική ικανότητα και υψηλές αποδόσεις σε βιομάζα. Προσαρμόζεται εύκολα σε διάφορα είδη εδαφών και σε ποικίλες κλιματικές συνθήκες. Το γλυκό σόργο µπορεί να καλλιεργηθεί από τις βορειότερες έως τις νοτιότερες περιοχές της Ελλάδας, σε εύφορα αλλά και υποβαθµισµένα εδάφη. Οι αποδόσεις µε βάση την παραγωγή φτάνουν τους 10 τόνους/στρέµµα. Μπορεί να εξασφαλιστεί, θεωρητικά, µέση παραγωγή 600 λίτρων αιθανόλης/στρέµµα. Ο συντελεστής ορυκτής ενέργειας για την παραγωγή της αιθανόλης από σακχαρότευτλα έχει την τιμή 2,2, δηλαδή η ενέργεια από ορυκτά καύσιμα για την παραγωγή του καυσίμου (εισροή) συγκριτικά με αυτήν που αποδίδει (εκροή) είναι 1 προς 2,2.

			3.5 Αμυλούχα φυτά

			3.5.1 Αραβόσιτος

			Το μεγαλύτερο ποσό της αιθανόλη που παράγεται στις ΗΠΑ προέρχεται από αραβόσιτο (18,4 δισεκατομμύρια λίτρα το 2006 με ένα κόστος παραγωγής 0,21 € το λίτρο). Στην Ελλάδα η συνολική καλλιεργούμενη έκταση είναι περίπου 2 εκ. στρέμματα με ετήσια παραγωγή περίπου 2 εκ. τόνους. Οι ελληνικές μέσες αποδόσεις αραβοσίτου κυμαίνονται από 600-1800 κιλά/στρέμμα. Από ένα στρέμμα αραβοσίτου παράγονται κατά μέσο όρο 300 λίτρα αιθανόλης. Ο συντελεστής ορυκτής ενέργειας για την παραγωγή της αιθανόλης από σακχαρότευτλα έχει την τιμή 1,3, δηλαδή η ενέργεια από ορυκτά καύσιμα για την παραγωγή του καυσίμου (εισροή) συγκριτικά με αυτήν που αποδίδει (εκροή) είναι 1 προς 1,3. Η χρησιμοποίηση αιθανόλης από καλαμπόκι αντί για τη βενζίνη ως καύσιμο μεταφοράς μειώνει τις εκπομπές των αερίων του θερμοκηπίου κατά 21%. Η συνεχής αύξηση της ζήτησης του αραβοσίτου για την παραγωγή αιθανόλης όμως διπλασίασε την τιμή του από 150 €/τόνο (2006) σε 300 €/τόνο (2007). 

			3.5.2 Σίτος και κριθή

			Το σιτάρι και το κριθάρι είναι ετήσια φυτά τα οποία ανήκουν στην οικογένεια των δημητριακών. Το σιτάρι θεωρείται παγκοσμίως ως το σημαντικότερο φυτό µεταξύ των άλλων δηµητριακών, µε συνολική περίπου παγκόσμια παραγωγή 600 εκατοµµυρίων τόνων. Το κριθάρι χρησιµοποιείται κυρίως ως ζωοτροφή, καθώς και στην παραγωγή αλκοολούχων ποτών. Η συνολική παγκόσµια παραγωγή φτάνει τους 150 εκατοµµύρια τόνους. 

			Το σιτάρι και το κριθάρι χρησιµοποιούνται ως πρώτη ύλη για την παραγωγή βιοαιθανόλης. Από ένα στρέµµα σιταριού παράγονται κατά µέσο όρο 150-800 κιλά σπόρων µε αντίστοιχη παραγωγή 45-240 λίτρα βιοαιθανόλης.

			3.5.3 Ανησυχίες από τη χρησιμοποίηση σακχαρούχων και αμυλούχων φυτών για παραγωγή αιθανόλης

			Σε έναν κόσμο όπου καθημερινά 25.000 άνθρωποι, οι περισσότεροι εκ των οποίων είναι κάτω των πέντε ετών, λιμοκτονούν είναι φανερό ότι παρά τα μεγάλα δυνητικά οφέλη, η ραγδαία αύξηση της παραγωγής βιοκαυσίμων από τα φυτά αυτά (σακχαρούχα και αμυλούχα) μπορεί να κλονίσει την τροφική ασφάλεια και να αυξήσει τις τιμές των τροφίμων. Ο μόνος τρόπος να εκμεταλλευτούμε τα πλεονεκτήματα των βιοκαυσίμων χωρίς να θέσουμε σε κίνδυνο τα αποθέματα τροφίμων είναι να πάψουμε να χρησιμοποιούμε εδώδιμα κλάσματα της φυτικής βιομάζας, όπως είναι το άμυλο και η ζάχαρη για την παραγωγή τους και να στραφούμε στο μη εδώδιμο κλάσμα της φυτικής βιομάζας που είναι η λιγνινοκυτταρίνη. Τα βιοκαύσιμα αυτά που προέρχονται από την αξιοποίηση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας, ονομάζονται βιοκαύσιμα δεύτερης γενιάς. 

			3.6 Λιγνινοκυτταρινούχες πηγές βιομάζας

			3.6.1 Αγροτικά παραπροϊόντα

			Τα κύρια αγροτικά παραπροϊόντα που μπορεί να χρησιμοποιηθούν σαν πρώτη ύλη για την παραγωγή βιοαιθανόλης είναι το άχυρο σίτου, με ετήσιο δυναμικό παραγωγής 150 εκ. τόνους στην Ευρώπη, 150 εκ. τόνους στην Ασία και 70 εκ. τόνους στη Β. Αμερική, το άχυρο ρυζιού με ετήσιο δυναμικό παραγωγής 660 εκ. τόνους στην Ασία και 20 εκ. τόνους στην Ν. Αμερική, τα στελέχη αραβοσίτου με ετήσιο δυναμικό παραγωγής 20 εκ. τόνους στην Ευρώπη, 20 εκ. τόνους στην Ασία και 120 εκ. τόνους στην Β. Αμερική και η βαγάσση των σακχαροκαλάμων με ετήσιο δυναμικό παραγωγής 60 εκ. τόνους στην Ασία και 80 εκ. τόνους στην Ν. Αμερική (Σχήμα 3.7).
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			Σχήμα 3.7: Παγκόσμιο δυναμικό παραγωγής αγροτοβιομηχανικών παραπροϊόντων.

			3.6.2 Λιγνινοκυτταρινούχα ενεργειακά φυτά

			3.6.2.1 Ετήσια γεωργικά

			Κυτταρινούχο Σόργο. Το κυτταρινούχο σόργο είναι ετήσιο φυτό με υψηλές αποδόσεις σε βιομάζα. Αντίθετα με το γλυκό, το κυτταρινούχο σόργο έχει σχετικά χαμηλή περιεκτικότητα σε διαλυτά σάκχαρα και το ενεργειακό δυναμικό του βασίζεται, κυρίως, στην υψηλή περιεκτικότητά του σε λιγνοκυτταρινούχα συστατικά. Στην Eλλάδα, οι αποδόσεις σε ξηρό βάρος φτάνουν τους 2,8 τόνους/στρέμμα. Aξίζει επίσης να σημειωθεί ότι το κυτταρινούχο σόργο παρουσιάζει μεγάλη αντοχή στο πλάγιασμα (ως πλάγιασμα θεωρείται η πτώση του στελέχους ενός φυτού από την κατακόρυφο η οποία προκαλείται από ανέμους αλλά και από άλλα αίτια όπως το χαλάζι και η βροχή), το οποίο αποτελεί φαινόμενο που επιφέρει σημαντικά προβλήματα στην καλλιέργεια του γλυκού σόργου.

			Κενάφ. Έχει αποδειχθεί πως καλλιεργώντας ένα στρέμμα κενάφ μπορούμε να παράγουμε 2,2 τόνους βιομάζας. Tο κενάφ είναι ένα ετήσιο φυτό μικρής ημέρας (υπάρχουν φυτά που δεν ανθίζουν αν δεν ελαττωθεί η φωτεινή περίοδος κάτω από μια κρίσιμη τιμή. Αυτά τα φυτά ονομάστηκαν φυτά μικρής ημέρας σε αντίθεση με εκείνα της μεγάλης ημέρας που δεν ανθίζουν εάν το διάστημα της φωτεινής περιόδου δεν υπερβεί μία κρίσιμη τιμή), με κυτταρίνες υψηλής ποιότητας. Oι αποδόσεις σε ξηρή βιομάζα κυμαίνονται από 0,7 έως 2,4 τόνους/στρέμμα. Oι υψηλότερες αποδόσεις τόσο σε χλωρή βιομάζα όσο και σε ξηρή ουσία καταγράφονται στις όψιμες ποικιλίες, οι οποίες καλλιεργήθηκαν κάτω από τη μεγαλύτερη πυκνότητα φυτών.

			3.6.2.2 Πολυετή γεωργικά

			Αγριαγκινάρα. H αγριαγκινάρα είναι ένα πολυτελές είδος αγκαθιού, που καλλιεργείται παραδοσιακά σε κάποιες περιοχές της μεσογειακής ζώνης. Από πειράματα που έχουν πραγματοποιηθεί τα τελευταία χρόνια, τόσο στην Iσπανία όσο και στην Eλλάδα, αποδεικνύεται ότι η αγριαγκινάρα είναι ένα φυτό με πολύ καλή προσαρμοστικότητα και υψηλές αποδόσεις. Σε πειράματα που διεξήχθησαν στην Eλλάδα, το τελικό ύψος του φυτού έφτασε τα 2,6 μέτρα. H παραγωγή ξηράς ουσίας ανάλογα με την πυκνότητα φύτευσης επί των γραμμών κυμάνθηκε από 1,7 έως 3,3 τόνους/στρέμμα.

			Μίσχανθος. O μίσχανθος είναι ένα αγροστώδες, πολυετές, ριζωματώδες φυτό που κατάγεται από τις χώρες της νοτιοανατολικής Aσίας και καλλιεργείται στην Ευρώπη εδώ και πολλά χρόνια, σαν καλλωπιστικό φυτό.
Στην Ελλάδα παρουσιάζει πολύ καλή προσαρμοστικότητα σε αρδευόμενες εκτάσεις, έχει καλές αποδόσεις και η περιεκτικότητά του σε υγρασία είναι σχετικά χαμηλή. Στην Ελλάδα, το ύψος της φυτείας μπορεί να φτάσει τα 3 μέτρα και η ετήσια παραγωγή ξηρής ουσίας κυμαίνεται από 0,8 έως 3 τόνους/στρέμμα.

			Καλάμι. Το καλάμι ανήκει στα αγροστώδη πολυετή. Συναντάται, συνήθως, κοντά σε ποτάμια και λίμνες, γενικά σε αγρούς με υψηλή περιεκτικότητα σε υγρασία, ωστόσο μπορεί να καλλιεργηθεί σε ευρεία κλίμακα εδαφικών και κλιματικών συνθηκών. Έχει επιβεβαιωθεί η δυνατότητα του φυτού να παράγει αξιόλογες ποσότητες βιομάζας. Oι αποδόσεις που καταγράφηκαν στο σύνολο των πειραματικών αγρών (στις ελληνικές εδαφοκλιματικές συνθήκες) κυμάνθηκαν από 0,5 έως και 3 τόνους ανά στρέμμα σε ξηρή ουσία. Ως πιθανές χρήσεις του φυτού εξετάζονται η παραγωγή θερμικής και ηλεκτρικής ενέργειας, χαρτοπολτού και δομικών υλικών.

			Switchgrass. Είναι ένα πολυετές αγροστώδες φυτό. Yπό κατάλληλες συνθήκες μπορεί να φτάσει σε ύψος 2,5 μέτρων. H εγκατάσταση του φυτού γίνεται με σπόρο και στην Eλλάδα λαμβάνει χώρα τον Mάιο, όταν η θερμοκρασία εδάφους ξεπεράσει τους 10 με 15 oC. H καλλιέργειά του παρουσιάζει αρκετά πλεονεκτήματα, αφού μπορούν να παραχθούν σημαντικές ποσότητες βιομάζας ακόμη και σε συνθήκες μειωμένων εισροών.

			3.6.2.3 Πολυετή δασικά

			Ευκάλυπτος. Oι φυτείες ευκαλύπτων χαρακτηρίζονται από γρήγορους ρυθμούς ανάπτυξης μετά τη συγκομιδή. Σε πειραματικές εφαρμογές αρδευόμενου διαχειριζόμενου με διετή περίτροπο χρόνο απέδωσε κατά μέσο όρο τριών διαδοχικών περιτροπών 64 τόνους/στρέμμα/έτος και 28 τόνους/στρέμμα/έτος χλωρής βιομάζας και ξηρής ουσίας αντίστοιχα. H πυκνότητα φύτευσης ήταν 1.000 και 2.000 φυτά ανά στρέμμα. Στο τέλος του τρίτου διετούς περίτροπου χρόνου οι αποδόσεις σε ξηρά ουσία κατέγραψαν υψηλές τιμές 25 τόνων/στρέμμα/έτος.

			Ψευδακακία. H ψευδακακία είναι φυτό ψυχανθές, πολυετές, δενδρώδες που χαρακτηρίζεται από ταχύτατη ανάπτυξη του υπέργειου μέρους, σημαντική παραγωγή βιομάζας και εξαιρετική αναβλάστηση μετά την κοπή. H ψευδακακία θεωρείται πολύ παραγωγικό φυτό σε βιομάζα. Aπό πειραματικές καλλιέργειες στην Ελλάδα ελήφθησαν αποδόσεις ξηρής ουσίας κατά τον πρώτο περίτροπο χρόνο 0,5 και 0,8 τόνοι/στρέμμα/έτος σε άγονο και γόνιμο έδαφος αντίστοιχα. Στον τρίτο περίτροπο ο μέσος όρος των αποδόσεων στο γόνιμο έδαφος έφτασε τους 1,7 τόνους ξηρής ουσίας/στρέμμα ανά έτος. H πυκνότητα φύτευσης ήταν 1.000 και 2.000 φυτά/στρέμμα κατά την εγκατάσταση, ο δε περίτροπος χρόνος 2 έτη.

			3.7 Φύση και σύσταση λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας

			Λιγνινοκυτταρίνη είναι ένας γενικός όρος που περιγράφει σαν σύνολο τα κύρια συστατικά των κυτταρικών τοιχωμάτων των φυτών που είναι: η κυτταρίνη, η ημικυτταρίνη και η λιγνίνη. Η κυτταρίνη είναι ένας πολυσακχαρίτης της γλυκόζης, οι ημικυτταρίνες είναι πολυσακχαρίτες που ο σκελετός τους αποτελείται από διαφορετικές εξόζες (γλυκόζη, μαννόζη, γαλακτόζη) και πεντόζες (ξυλόζη, αραβινόζη) και η λιγνίνη ένα πολύπλοκο δίκτυο από διαφορετικές μονάδες φαινυλπροπανίου [1].

			Τα φυτά χαρακτηρίζονται από ένα σύνολο, πραγματικά εντυπωσιακών, μηχανισμών προστασίας από τις διάφορες ασθένειες που τα απειλούν. Ο πιο σημαντικός μηχανισμός προστασίας από τους μικροοργανισμούς είναι η ύπαρξη του κυτταρικού τοιχώματος, το οποίο προστατεύει το ευαίσθητο εσωτερικό των φυτών από τους μικροοργανισμούς που προσπαθούν να εισβάλλουν. Το μέγεθος των πόρων του κυτταρικού τοιχώματος είναι τόσο μικρό που δεν επιτρέπει την είσοδο ούτε καν σε ιούς, οπότε τα μικρόβια προσβάλουν το φυτό διεισδύοντας είτε εκμεταλλευόμενα ευκαιριακά ‘κενά’ του κυτταρικού τοιχώματος είτε με ενζυμική αποικοδόμηση. 
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			Σχήμα 3.8: Δομή πρωτογενούς κυτταρικού τοιχώματος παρουσία της πλασματικής μεμβράνης και μεσοκυτταρικής στοιβάδας.

			Το κυτταρικό τοίχωμα είναι πολύ πιο παχύ από την κυτταρική μεμβράνη. Η ακριβής χημική σύστασή του διαφέρει στα διάφορα είδη των φυτών και στα διάφορα κύτταρα του ιδίου φυτού, αλλά κατά κύριο λόγο αποτελείται από μικροϊνίδια κυτταρίνης, που ενσωματώνονται μέσα σε μια μάζα από πρωτεΐνες και άλλους πολυσακχαρίτες όπως είναι οι ημικυτταρίνες. Η κατασκευή αυτή θυμίζει το οπλισμένο σκυρόδεμα των οικοδομών, με τα μικροϊνίδια της κυτταρίνης να παίζουν το ρόλο των ράβδων του σιδήρου και τη μάζα των πρωτεϊνών και των πολυσακχαριτών το σκυρόδεμα (Σχήμα 3.8).

			Δύο γειτονικά νεαρά φυτικά κύτταρα δημιουργούν πρώτα λεπτά και σχετικά ευλύγιστα τοιχώματα, τα πρωτογενή κυτταρικά τοιχώματα που αποτελούνται από κυτταρίνη και ημικυτταρίνη. Ένας άλλος πολυσακχαρίτης η πηκτίνη ως κολλώδης ουσία, συγκολλά και συγκρατεί τα γειτονικά κύτταρα στη θέση τους. Ορισμένα, όμως, κύτταρα δημιουργούν ένα δευτερογενές κυτταρικό τοίχωμα που αποτελείται από λιγνίνη, μεταξύ της κυτταρικής μεμβράνης και του πρωτογενούς τοιχώματος, που ισχυροποιεί επιπρόσθετα τη μηχανική υποστήριξη του φυτού (Σχήμα 3.9). Μετά τη νέκρωση των πιο πάνω κυττάρων δημιουργείται ο ξυλώδης κορμός των δένδρων. 
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			Σχήμα 3.9: Δομή φυτικών κυττάρων [2]. 

			Γενικά, η κυτταρίνη προσδίδει την ακαμψία στους φυτικούς ιστούς. Για να παρέχει όμως την ακαμψία π.χ σε έναν μίσχο λουλουδιού χρειάζονται και άλλα υλικά, που πρέπει να επικολληθούν και να συνδέσουν κολλώντας τους πολυσακχαρίτες μαζί. Η ημικυτταρίνη παρέχει το υλικό επικόλλησης ενώ η κόλλα είναι η λιγνίνη. Γενικά, μπορούμε να πούμε ότι  η κυτταρίνη προσδίδει υψηλή αντοχή σε αξονικό εφελκυσμό, ενώ οι ημικυτταρίνες και η λιγνίνη προσδίδουν αντοχή σε κάμψη, θλίψη και κρούση. 

			Μια γενική περιγραφή της σύστασης της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας είναι αυτή που φαίνεται στο παρακάτω σχήμα 3.10. Συνήθως το κύριο συστατικό είναι η κυτταρίνη, που ανάλογα και με την πηγή της φυτικής βιομάζας, μπορεί να αποτελεί και το 50% του λιγνινοκυτταρινούχου κλάσματος.
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			Σχήμα 3.10: Γενική σύσταση λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας.
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			4. Κύρια συστατικά της φυτικής βιομάζας

			4.1 Κυτταρίνη

			Η κυτταρίνη αποτελεί το σημαντικότερο συστατικό των πολυσακχαριτών των κυτταρικών τοιχωμάτων και ονομάστηκε έτσι από τον Anselme Payen (19ος αιώνας) που τον όρισε ως τον πολυσακχαρίτη που αποτελούσε στοιχειώδη και ομοιόμορφο συστατικό όλων των φυτικών κυττάρων και έτσι τον ονόμασε cellulose (cell = κύτταρο). Αποτελείται από ένα γραμμικό πολυμερές μονάδων D-γλυκόζης, συνδεδεμένων μεταξύ τους με β-1,4 γλυκοζιτικό δεσμό [1].

			Λόγω του δεσμού αυτού, ο δισακχαρίτης κελλοβιόζη αποτελεί την επαναλαμβόμενη δομική μονάδα της αλυσίδας της κυτταρίνης (Σχήμα 4.1). Ο βαθμός πολυμερισμού της κυτταρίνης έχει ένα εύρος από 7000 έως 15000 μονάδες γλυκόζης. 
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			Σχήμα 4.1: Δομική μονάδα κυτταρίνης. Εντός των αγκυλών απεικονίζεται η κελλοβιόζη.

			Τα πολυμερή κυτταρίνης παρουσιάζονται ως διατεταγμένες δομές (μικροϊνίδια) και η κύρια λειτουργία τους είναι να εξασφαλίσουν την ακαμψία του κυτταρικού τοιχώματος των φυτών (Σχήμα 4.2). Τα μικροϊνίδια έχουν διάμετρο 2-20 nm και μήκους 100 - 40 000 nm και το καθένα περιέχει μέχρι 36 αλυσίδες κυτταρίνης. 
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			Σχήμα 4.2: Μικροϊνίδια κυτταρίνης.

			Η κυτταρίνη είναι ένας αδιάλυτος πολυσακχαρίτης που σχηματίζει κρυσταλλικές περιοχές. Αυτές σχηματίζονται από τους υδρογονικούς δεσμούς που σχηματίζονται μεταξύ μορίων γλυκόζης της ίδιας αλυσίδας κυτταρίνης (O3-H[image: ->]O5’ και O6[image: ->]H-O2’), καθώς και τους υδρογονικούς δεσμούς που σχηματίζονται μεταξύ μορίων γλυκόζης που ανήκουν σε διαφορετικές αλυσίδες κυτταρίνης (O6-H[image: ->]O3’) (Σχήμα 4.3).
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			Σχήμα 4.3: Περιπτώσεις υδρογονικών δεσμών που μπορεί να σχηματιστούν στην κυτταρίνη.

			Ένα μέρος της κυτταρίνης είναι άμορφο και παρεμβάλλεται μεταξύ των κρυσταλλικών περιοχών (Σχήμα 4.4). 
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Σχήμα 4.4: Άμορφες και κρυσταλλικές περιοχές στην κυτταρίνη.

			Οι υδρογονικοί δεσμοί διευθετούν τις αλυσίδες της κυτταρίνης σε παράλληλη επίπεδη διάταξη (Σχήμα 4.3) προκαλώντας ταυτόχρονα και τον σχηματισμό υδρογονικών δεσμών μεταξύ των παράλληλων επιπέδων κυτταρίνης, δημιουργώντας έτσι συμπαγείς και δύσκολα αποικοδομήσιμες, κρυσταλλικές περιοχές. Οι κρυσταλλικές περιοχές της κυτταρίνης έχουν έναν βαθμό κρυσταλλικότητας περίπου 70% (ποσοστό βάρους ή όγκου κρυσταλλικών περιοχών σε σχέση με το σύνολο του πολυμερούς το οποίο περιέχει και άμορφες περιοχές). Οι άμορφες περιοχές είναι πολύ υγροσκοπικές. Τέλος, η κυτταρίνη διογκώνεται απεριόριστα και διαλύεται πλήρως από θειικό οξύ, υδροχλωρικό οξύ και φωσφορικό οξύ. 

			4.2 Ημικυτταρίνη

			Ο όρος «ημικυτταρίνη» είναι λανθασμένος, αφού υπάρχουν πολλοί διαφορετικοί τύποι ημικυτταρινών. Μπορούμε να τις ορίσουμε σαν το μίγμα συμπολυμερών ουσιών που μαζί με την κυτταρίνη και τη λιγνίνη συγκροτούν τα κυτταρικά τοιχώματα των ξύλινων ιστών. Η παρουσία τους στη φύση είναι στενά συνδεδεμένη με την κυτταρίνη και τη λιγνίνη. 

			Το ποσοστό τους στα φυτικά είδη ποικίλλει εξαιρετικά (17-42%) ωστόσο σε ξύλο πλατυφύλλων υπάρχουν κατά κανόνα περίπου 30% περισσότερες ημικυτταρίνες απ’ ότι σε ξύλο κωνοφόρων. Είναι άμορφες (όχι κρυσταλλικές), έχουν χαμηλό βαθμό πολυμερισμού (150-300), είναι έντονα υγροσκοπικές και παρουσιάζουν υψηλή χημική δραστικότητα.

			Πιο αναλυτικά, η ημικυτταρίνη είναι ένα πλέγμα διασταυρωμένων φυτικών μη-κυτταρινικών πολυσακχαριτών, οι οποίοι αποτελούνται από πεντόζες όπως  D-ξυλόζη, L-αραβινόζη, L-ραμνόζη και L-φουκόζη, από εξόζες όπως D-μαννόζη, D-γλυκόζη, D-γαλακτόζη και ουρονικά οξέα όπως D-γλυκουρονικό οξύ, D-4-Ο-μεθυλ-γλυκουρονικό οξύ και D-γαλακτουρονικό οξύ. Η κατηγοριοποίηση των ημικυτταρινών συνήθως γίνεται με βάση το κυριότερο μονομερές σάκχαρο. Έτσι, οι ημικυτταρίνες διακρίνονται σε γλυκάνες,  μαννάνες, αραβινάνες, γαλακτάνες και ξυλάνες. Στη φύση, οι ημικυτταρίνες σπάνια αποτελούνται από ένα μόνο τύπο μονοσακχαρίτη. Συνήθως έχουν μια πολύπλοκη δομή που περιλαμβάνει πάνω από έναν τύπο πολυσακχαριτών, όπως η γλυκουρονοξυλάνη (ξυλόζη και ουρονικό οξύ), η αραβινογλυκουρονοξυλάνη (αραβινόζη, ξυλόζη και ουρονικό οξύ), η γλυκομαννάνη (ετεροπολυμερές γλυκόζης και μαννόζης), η αραβινογαλακτάνη (ετεροπολυμερές αραβινόζης και γαλακτόζης), η ξυλογλυκάνη (ετεροπολυμερές ξυλόζης και γλυκόζης) και η γαλακτογλυκομαννάνη  (ετεροπολυμερές γαλακτόζης, γλυκόζης και μαννόζης).  

			Η ξυλάνη αποτελεί το κυριότερο συστατικό της ημικυτταρίνης  και αποτελεί τον δεύτερο πιο άφθονο πολυσακχαρίτη στη φύση μετά την κυτταρίνη. Περίπου το ένα τρίτο της ανανεώσιμης πηγής άνθρακα στον πλανήτη βρίσκεται στη μορφή της ξυλάνης. 

			4.2.1 Ξυλάνη

			Η ξυλάνη βρίσκεται στα ξύλα των φυλλοβόλων δέντρων (αγγειόσπερμα), σε μεγάλη περιεκτικότητα (15 με 30% του συνολικού ξηρού βάρους τους), στα ξύλα των κωνοφόρων (γυμνόσπερμα) σε μικρότερη περιεκτικότητα που κυμαίνεται από 7 έως 12% του ξηρού βάρους τους και στα μονοετή φυτά με περιεκτικότητες που φτάνουν το 30%. Εντοπίζεται κυρίως στην ενδιάμεση περιοχή ανάμεσα στην κυτταρίνη και τη λιγνίνη των δευτεροταγών κυτταρικών τοιχωμάτων τους, αν και περιέχεται και στα πρωτοταγή κυτταρικά τους τοιχώματα, κυρίως στα μονοκοτυλήδονα.

			Ανεξάρτητα από το είδος του κυτταρικού τοιχώματος στο οποίο βρίσκεται, η ξυλάνη αλληλεπιδρά με τα άλλα δομικά συστατικά του και συγκεκριμένα με μικροϊνίδια κυτταρίνης, πρωτεΐνες, πηκτινικούς πολυσακχαρίνες, με άλλα μη κυτταρινικά πολυμερή και τις περισσότερες φορές με λιγνίνη. Συνήθως συνδέεται με ομοιοπολικούς δεσμούς με τη λιγνίνη μέσω φαινολικών οξέων και με μη ομοιοπολικούς δεσμούς (δεσμούς υδρογόνου) με τους άλλους πολυσακχαρίτες. Οι ξυλάνες ουσιαστικά λειτουργούν ως συνδετικός ιστός ανάμεσα στην κυτταρίνη και τη λιγνίνη ώστε να εξασφαλιστεί η συνεκτικότητα και η ακεραιότητα των κυτταρικών τοιχωμάτων . 

			Η ξυλάνη αποτελείται από μια κεντρική αλυσίδα μορίων D-ξυλοπυρανόζης ενωμένων μεταξύ τους με β-1,4-γλυκοζιτικούς δεσμούς. Σε αντίθεση με την κυτταρίνη, η δομή της ξυλάνης έχει εξαιρετική ποικιλομορφία και εξαρτάται από την πηγή προέλευσής της. Η δομή της μπορεί να είναι από μια απλή, σχεδόν γραμμική, μη υποκατεστημένη αλυσίδα, όπως σε μερικά ποώδη φυτά, μέχρι ένα πολύπλοκο σύμπλεγμα ετεροπολυσακχαριτών με πολύ υψηλό βαθμό διακλαδώσεων, όπως αυτή που περιέχεται στους σπόρους των δημητριακών. Στο Σχήμα 4.5 παρουσιάζεται σχηματικά η δομή της φυτικής ξυλάνης, στην οποία φαίνονται τα κύρια δομικά χαρακτηριστικά της. 
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			Σχήμα 4.5: Σχηματική απεικόνιση της ξυλάνης των ημικυτταρινών.

			Οι σακχαρικοί υποκαταστάτες συνδέονται με τον κύριο κορμό της ξυλάνης, μέσω γλυκοζιτικών δεσμών, στους άνθρακες 2 και 3 των ξυλοπυρανοζών της. Η κύρια αλυσίδα συνήθως είναι υποκατεστημένη σε ποικίλο βαθμό από μονάδες μορίων 4-O-μέθυλ-D-γλυκουρονικού οξέος, D-γλυκουρονικού οξέος, ή L-αραβινοφουρανόζης που σε μερικές περιπτώσεις είναι εστεροποιημένες με ομάδες οξικού οξέος. Σε ορισμένες περιπτώσεις, υποκατεστημένες μονάδες L-αραβινοφουρανοζών μπορεί να είναι εστεροποιημένες με κινναμικά (φαινολικά) οξέα. Το φερουλικό και το π-κουμαρικό οξύ  συνδέονται μέσω εστερικών δεσμών στον άνθρακα  C(O)-5 της αραβινόζης. 

			4.2.2 Είδη ξυλανών

			Οι κύριες δομές της ξυλάνης που έχουν βρεθεί σε φυτά έχουν μελετηθεί εκτενώς. Ο βαθμός πολυμερισμού της κυμαίνεται από 150 έως 200 ξυλόζες στα φυλλοβόλα δέντρα και από 70 έως 130 στα κωνοφόρα. Οι ξυλάνες μπορούν να κατηγοριοποιηθούν, με βάση τη φύση των υποκαταστατών της κύριας αλυσίδας, σε πέντε οικογένειες, τις ομοξυλάνες, τις γλυκουρονοξυλάνες, τις αραβινοξυλάνες, τις αραβινογλυκουρονοξυλάνες και τις γλυκουρονοαραβινοξυλάνες. Στα ξύλα των φυλλοβόλων δέντρων, η ξυλάνη βρίσκεται κυρίως ως Ο-ακετυλ-4-Ο-μέθυλ-D-γλυκουρονοξυλάνη, στα ξύλα των κωνοφόρων δέντρων ως  αράβινο-4-Ο-μέθυλ-D-γλυκουρονοξυλάνη, ενώ στο γρασίδι και στα μονοετή φυτά ως αραβινοξυλάνη. 

			Η οικογένεια των γραμμικών ομοξυλανών δεν περιλαμβάνει υποκαταστάτες στην κύρια αλυσίδα. Γραμμικές ομοξυλάνες ενωμένες με β-1,3 γλυκοζιδικούς δεσμούς περιέχονται στα κυτταρικά τοιχώματα πράσινων φυκών (Caulerpa sp.), όπου συμμετέχουν στην κυτταρική αρχιτεκτονική και αντικαθιστούν ουσιαστικά την κυτταρίνη, ενώ γραμμικές ομοξυλάνες που περιέχουν στην κύρια αλυσίδα τους τόσο  β-1,3 όσο και β-1,4 γλυκοζιτικούς δεσμούς, αποτελούν συστατικά μέρη των κυτταρικών τοιχωμάτων στα κόκκινα θαλάσσια φύκη των οικογενειών Palmariales (Rhodymenia palmata) και Nemaliales. Στα ανώτερα χερσαία φυτά, η ύπαρξη γραμμικών ξυλανών είναι πολύ σπάνια. Γραμμικές ξυλάνες ανώτερων φυτών έχουν απομονωθεί μόνο από τους φλοιούς σπόρων γκουάρ, από χλόη esparto και από μίσχο καπνού. Η ξυλάνη από το φυτό esparto είναι ένα γραμμικό πολυμερές με β-1,4 γλυκοζιδικούς δεσμούς.

			Στην οικογένεια των αραβινοξυλανών η κύρια αλυσίδα αποτελείται από μονάδες β-1,4-D-ξυλοπυρανόζης και είναι υποκατεστημένη μόνο με α-L-αραβινοφουρανοζυλικές ομάδες. Οι αραβινοξυλάνες μπορεί να φέρουν είτε μια α-L-αραβινοφουρανόζη στον άνθρακα 3 κάποιων β-1,4-D-ξυλοπυρανοζών με α-1,3 γλυκοζιτικούς δεσμούς, είτε  δύο α-L-αραβινοφουρανόζες στους άνθρακες 2 και 3 με  α-1,2 και α-1,3 γλυκοζιτικούς δεσμούς αντίστοιχα, είτε τέλος ένα συνδυασμό των παραπάνω. Οι αραβινοξυλάνες αποτελούν την κύρια ξυλάνη των δημητριακών. Έχουν βρεθεί σε σιτάρι, σίκαλη, κριθάρι, βρώμη, ρύζι, σόργο, καθώς επίσης και σε μερικά άλλα φυτά όπως χλόη pangola, βλαστούς μπαμπού και χλόη σίκαλης. Οι ξυλάνες των αγρωστωδών φυτών περιέχουν εστεροποιημένο οξικό οξύ σε συγκέντρωση 2-5% (w/w) και 1-2% (w/w) φαινολικών (κινναμικών) οξέων, εστεροποιημένων στον C-5 άνθρακα των πλευρικών ομάδων της αραβινόζης. Στις πηκτίνες της πούλπας ζαχαρότευτλου, το φερουλικό οξύ είναι εστεροποιημένο στο υδροξύλιο του δεύτερου άνθρακα της αραβινόζης, ενώ στο πίτυρο σίτου, ένα στα 150 μόρια ξυλοζών είναι υποκατεστημένο με αραβινόζη, η οποία είναι εστεροποιημένη με φερουλικό οξύ.

			Η οικογένεια των γλυκουρονοξυλανών φέρει ως υποκαταστάτες το α-D-γλυκουρονικό οξύ και το 4-Ο-μεθυλο-αιθερικό παράγωγό του, στις θέσεις 2 ή 3 των ξυλοπυρανοζών της κεντρικής αλυσίδας. Στις ξυλάνες των φυλλοβόλων δέντρων (αγγειόσπερμα), οι πλευρικές αλυσίδες είναι συνδεδεμένες μέσω α-1,2-γλυκοζιτικών δεσμών και η αναλογία ξυλόζης προς ουρονικό οξύ κυμαίνεται από 4:1 έως 16:1. Οι ξυλάνες αυτές φέρουν επίσης και ένα μεγάλο αριθμό υποκαταστάσεων (70–80%) από ακετυλομάδες στις θέσεις 2 και/ή 3 του άνθρακα της ξυλόζης, παρέχοντας σε αυτές μερική διαλυτότητα στο νερό. Επειδή η μετακίνηση των οξικών ομάδων ανάμεσα στα υδροξύλια των θέσεων 2 και 3 γίνεται εύκολα, είναι δύσκολο να προσδιορισθεί η ακριβής κατανομή των εστερικών δεσμών μεταξύ αυτών των δύο θέσεων. Στα δικοτυλήδονα φυτά, τα οποία ανήκουν στο υψηλότερο εξελικτικό επίπεδο, περιέχεται μόνο 4-O-μέθυλ-α-D-γλυκουρονοξυλάνη.

			Η οικογένεια των γλυκουρονοαραβινοξυλανών, που συνήθως απαντάται στα κωνοφόρα, έχει παρόμοια δομή με την γλυκουρονοξυλάνη, αλλά ανά δέκα ξυλοπυρανόζες έχει μια υποκατάσταση α-L-αραβινοφουρανόζης μέσω α-1,3-γλυκοζιτικού δεσμού. Στη θέση των οξικών ομάδων περιέχονται μόρια L-αραβινοφουρανοζών ενωμένα. Αυτές οι ξυλάνες δεν είναι ακετυλιωμένες και εξαιτίας της φουρανοζικής δομής τους οι πλευρικές αλυσίδες της αραβινόζης υδρολύονται εύκολα από τα οξέα. Το ποσοστό των μεθυλογλυκουρονικών ομάδων στις γλυκουρονοαραβινοξυλάνες είναι μεγαλύτερο από ότι στις γλυκουρονοξυλάνες. Η αναλογία ξυλόζης:ουρονικό οξύ στα διάφορα είδη είναι 3:1 έως 6:1 και η αναλογία ξυλόζης:αραβινόζης 6:1 έως 10:1. 

			Η οικογένεια των αραβινογλυκουρονοξυλανών διαφέρει από την οικογένεια των γλυκουρονοαραβινοξυλανών μόνο στο ότι οι αραβινοφουρανοζικοί υποκαταστάτες είναι σημαντικά περισσότεροι από τους υποκαταστάτες των ουρονικών οξέων. Αυτός ο τύπος της ξυλάνης απαντάται στα κωνοφόρα και στους λιγνινοκυτταρικούς ιστούς των χόρτων και των μονοετών φυτών. Οι ξυλάνες των ποωδών φυτών περιέχουν μικρότερα ποσοστά ουρονικών οξέων, αλλά ο βαθμός υποκατάστασης τους με μόρια αραβινοφουρανοζών είναι μεγαλύτερος.

			4.3 Λιγνίνη

			Η λιγνίνη είναι ένα από τα σπουδαιότερα και πιο άφθονα συστατικά της φυτικής βιομάζας. Η παρουσία της στη φύση είναι στενά συνδεδεμένη με την κυτταρίνη. Δεν βρίσκεται όμως σ’ όλα τα φυτικά είδη (π.χ. βρύα, λειχήνες, φύκη). Το ποσοστό της στα είδη ξύλου ποικίλλει (17-35%), ωστόσο, σε ξύλο κωνοφόρων υπάρχει κατά κανόνα περίπου 20-30% περισσότερη λιγνίνη απ’ ότι σε ξύλο πλατυφύλλων. Είναι άμορφη και έχει πολύ υψηλό βαθμό πολυμερισμού (100.000-300.000). Είναι πολύπλοκο τρισδιάστατο πολυμερές με βασική δομική μονάδα το φαινυλοπροπάνιο. Στη λιγνίνη υπάρχουν τρία διαφορετικά φαινυλοπροπάνια κι αυτό κάνει τη χημική διαφορά μεταξύ κωνοφόρων και πλατυφύλλων (Σχήμα 4.6). Πρέπει να σημειωθεί ότι είναι  έντονα υδρόφοβη ουσία αδιάλυτη στο νερό. Η λιγνίνη στα κωνοφόρα έχει 2 έως 5 φορές μεγαλύτερο βαθμό πολυμερισμού απ’ ότι στα πλατύφυλλα. Οι δεσμοί στη λιγνίνη είναι αιθερικοί δεσμοί καθώς και δεσμοί άνθρακα – άνθρακα (Σχήμα 4.7). Η λιγνίνη ενώνεται με χημικούς δεσμούς και με τις ημικυτταρίνες και με την κυτταρίνη. Η διόγκωσή της είναι χαμηλή. Υδρολύεται δύσκολα κυρίως με αλκαλικά διαλύματα σε υψηλές θερμοκρασίες (150-180οC). Τέλος πρέπει να σημειωθεί όπως αναφέρθηκε και παραπάνω ότι η λιγνίνη προσδίδει υψηλή αντοχή σε κάμψη, θλίψη και κρούση.
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			Σχήμα 4.6: Τα φαινυλοπροπάνια της λιγνίνης.
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			Σχήμα 4.7: Μοντέλο λιγνίνης.
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			5. Προκατεργασία και υδρόλυση λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας

			Όλες οι μελέτες καταλήγουν ότι από το 2015 και μετά η παραγωγή της αιθανόλης θα γίνεται κυρίως από την λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα . Αυτό μπορεί να γίνει με δύο τρόπους: πρώτον με την υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας και την μετέπειτα βιομετατροπή της σε αιθανόλη και δεύτερον με θερμοχημική της κατεργασία. 

			5.1 Υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας 

			Στο παρελθόν έχουν προταθεί πολλές διαφορετικές διεργασίες για την υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας. Σήμερα δύο διεργασίες κυριαρχούν, η όξινη υδρόλυση και η προκατεργασία που προηγείται της ενζυμικής υδρόλυσης που επακολουθεί. 

			5.1.1 Όξινη υδρόλυση

			Με τη χρήση αραιού οξέος. Η υδρόλυση της βιομάζας με αραιό οξύ αποτελεί την παλαιότερη τεχνολογία μετατροπής βιομάζας σε αιθανόλη. Η  πρώτη απόπειρα για εμπορευματοποίηση της παραγωγής αιθανόλης από ξυλεία έγινε στη Γερμανία το 1898 και περιελάβανε την χρήση αραιού οξέος για την υδρόλυση της κυτταρίνης σε γλυκόζη. Με την παραπάνω διεργασία επιτεύχθηκε παραγωγή 7.6 λίτρων αιθανόλης από 100 κιλά ξύλου. Η χρησιμοποίηση χαμηλών συγκεντρώσεων οξέων (<1%) απαιτεί τη χρησιμοποίηση υψηλών θερμοκρασιών (180-230οC) και πιέσεων που εφαρμόζονται για ένα σύντομο χρονικό διάστημα μερικών δευτερολέπτων έως ολίγων λεπτών, γεγονός που επιτρέπει και τη συνεχή λειτουργία της διεργασίας. Το οξύ που χρησιμοποιείται συνήθως είναι το θειικό οξύ, λόγω της χαμηλότερης τιμής και των λιγότερων προβλημάτων διάβρωσης που παρουσιάζει το συγκρινόμενο με άλλα οξέα όπως π.χ. το υδροχλωρικό οξύ. Έτσι, με τη χρησιμοποίηση 1% θειικού οξέος σε αντιδραστήρα συνεχούς ροής, με χρόνο παραμονής 0,22 min και θερμοκρασία 510 Κ επιτυγχάνεται μετατροπή της καθαρής κυτταρίνης σε 50% σάκχαρα. Μεγάλο μειονέκτημα της μεθόδου αποτελεί η καταστροφή του μεγαλύτερου μέρους των πεντοζών που προέρχονται από την ημικυτταρίνη καθώς και ενός μέρους των εξοζών που προέρχονται από την κυτταρίνη λόγω της εφαρμογής υψηλών θερμοκρασιών. Επίσης, παράγονται και παρεμποδιστές που αναστέλλουν τη μικροβιακή ανάπτυξη των ζυμωτικών μικροοργανισμών καθώς και τη δράση των ενζύμων που μπορεί να χρησιμοποιηθούν σαν μέρος της προκατεργασίας. Έτσι, στις ημέρες μας πλέον η κατεργασία με αραιό οξύ εφαρμόζεται ως διεργασία δύο βημάτων. Στο πρώτο η ημικυτταρίνη διαλυτοποιείται σε ηπιότερες συνθήκες σε θερμοκρασίες 170-190οC και συγκεντρώσεις οξέων 0,5-1,2% (w/w). Στο δεύτερο στάδιο το παραμένον στερεό υπόλοιπο που αποτελείται κυρίως από κυτταρίνη, υδρολύεται σε θερμοκρασίες 200-230οC με τη χρήση μεγαλύτερων συγκεντρώσεων οξέων (μέχρι 2,5% (w/w)). Με την παραπάνω διεργασία δύο βημάτων επιτυγχάνονται αποδόσεις ανάκτησης 50-60% της γλυκόζης και έως 90% των σακχάρων που προέρχονται από την ημικυτταρίνη (ξυλόζη, αραβινόζη, μαννόζη, γαλακτόζη). 

			Με τη χρήση πυκνού οξέος. Η πρώτη εμπορική εφαρμογή υδρόλυσης της κυτταρίνης που βασιζόταν στη χρήση πυκνού οξέος (41% υδροχλωρικό οξύ), πραγματοποιήθηκε κατά τη διάρκεια του 2ου Παγκόσμιου Πολέμου από τους Γερμανούς. Σήμερα, για την υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας χρησιμοποιείται 30-40% (w/w) θειικό οξύ σε ήπιες θερμοκρασίες (30-35οC), και κανονικές πιέσεις για μερικές ώρες. Η διεργασία αυτή έχει σαν αποτέλεσμα την ανάκτηση του 85-90% του συνόλου των εξοζών και πεντοζών με την ταυτόχρονη παραγωγή ελάχιστων παρεμποδιστών. Το μεγάλο μειονέκτημα αυτής της διεργασίας αποτελεί το γεγονός ότι για να θεωρηθεί οικονομικώς βιώσιμη πρέπει να ανακυκλωθεί το μεγαλύτερο μέρος του χρησιμοποιούμενου οξέος. Επίσης απαιτείται κατάλληλος υψηλού κόστους εξοπλισμός για την αποφυγή της διάβρωσης που προκαλείται από τη χρησιμοποίηση τόσο υψηλών συγκεντρώσεων οξέων.  

			5.1.2 Προκατεργασία και ενζυμική υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας

			Όταν χρησιμοποιούνται ένζυμα για τη σακχαροποίηση της κυτταρίνης, είναι απαραίτητο να προηγηθεί μια προκατεργασία (φυσική ή/και χημική) που θα αυξήσει την επιδεκτικότητα του πολυσακχαρίτη στις διάφορες ενζυμικές δράσεις, απομακρύνοντας ταυτόχρονα την ημικυτταρίνη και τη λιγνίνη που αποτελούν τα φυσικά εμπόδια της αποικοδόμησης της κυτταρίνης (Σχήμα 5.1). 
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			Σχήμα 5.1: Προκατεργασία λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας [1].

			Επίσης, με την προκατεργασία μπορεί να ελαττωθεί και ο δείκτης κρυσταλλικότητας της κυτταρίνης με αποτέλεσμα την περαιτέρω διευκόλυνση της υδρόλυσής της. Η προκατεργασία έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή δύο ρευμάτων, ένα υγρό και ένα στερεό. Το υγρό ρεύμα περιέχει τη διαλυτοποιημένη ημικυτταρίνη η οποία έχει υδρολυθεί σε ένα μίγμα που αποτελείται απο ολιγοσακχαρίτες και μονοσακχαρίτες (ξυλόζη, μαννόζη, αραβινόζη, γαλακτόζη) καθώς και ένα μικρό ποσοστό της κυτταρίνης που υδρολύεται επίσης σε γλυκόζη.  Το στερεό ρεύμα περιέχει τη λιγνίνη και τη μη υδρολυμένη κυτταρίνη. Το υγρό ρεύμα φιλτράρεται και χρησιμοποιείται σαν ζωοτροφή ή προωθείται για ζύμωση για την παραγωγή αιθανόλης. Το στερεό ρεύμα προωθείται για ενζυμική υδρόλυση και μετατρέπεται σε γλυκόζη. Το μίγμα που προκύπτει μετά την υδρόλυση διαχωρίζεται σε υγρό και στερεό κλάσμα. Το υγρό κλάσμα προωθείται για ζύμωση και παραγωγή αιθανόλης ενώ το στερεό κλάσμα που αποτελείται από λιγνίνη μπορεί να τροφοδοτήσει έναν λέβητα παραγωγής θερμότητας.

			5.2 Προκατεργασία Λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας 

			5.2.1 Θερμική προκατεργασία

			Στη θερμική προκατεργασία, η πρώτη ύλη θερμαίνεται σε περίπου 150-180 °C για να διασπασεί η ημικυτταρίνη και η λιγνίνη. Στις υψηλότερες θερμοκρασίες (επάνω από 250°C), σχηματίζονται φαινολικές ενώσεις που δρουν παρεμποδιστικά στη διεργασία της ζύμωσης. Έξι διεργασίες χρησιμοποιούνται συνήθως για την ολοκλήρωση της θερμικής προκατεργασίας:

			α. Προκατεργασία με ατμό/έκρηξη ατμού συνδυαζόμενη με αυτοϋδρόλυση

			Στην παρούσα διεργασία το λιγνινοκυτταρινούχο υλικό θερμαίνεται με ατμό υψηλής πίεσης σε θερμοκρασίες 160-240οC, για μια χρονική περίοδο μερικών δευτερολέπτων έως και μερικών λεπτών. Μετά, το υλικό υφίσταται μια εκτονωτική αποσυμπίεση, που σε συνδυασμό με την αυτοϋδρόλυση που προκαλείται από τον σχηματισμό διάφορων οργανικών οξέων από τα προϋπάρχοντα οξικά οξέα του υλικού λόγω της θερμοκρασίας, προκαλείται μερική υδρόλυση και διαλυτοποίηση της ημικυτταρίνης, με ταυτόχρονη βελτίωση του δυναμικού αποικοδόμησης της κυτταρίνης (Σχήμα 5.2). Η διαφορά μεταξύ των προκατεργασιών ατμού και έκρηξης ατμού είναι η γρήγορη ελάττωση της πίεσης και η ψύξη της βιομάζας στο τέλος της προκατεργασίας της έκρηξης ατμού που αναγκάζει το νερό που περιέχεται στη βιομάζα να εκραγεί [2]. Μειονέκτημα αυτής της διεργασίας αποτελεί η αποικοδόμηση των σακχάρων λόγω της υψηλής θερμοκρασίας και του μεγάλου χρόνου κατεργασίας. 
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			Σχήμα 5.2: Διάταξη προκατεργασίας έκρηξης ατμού του Εργαστηρίου Πράσινης Χημείας και Βιοδιύλισης του Luleå Technical University, Σουηδία. 

			β. Προκατεργασία με ατμό/έκρηξη  ατμού συνδιαζόμενη με την προσθήκη όξινου καταλύτη

			Η προσθήκη ενός όξινου καταλύτη στην προηγούμενη διεργασία αυξάνει τη δυνατότητα υδρόλυσης της κυτταρίνης. Έτσι το λιγνινοκυτταρινούχο υλικό πριν την προκατεργασία με εκτόνωση ατμού εμποτίζεται με 0,5-6% (w/w) θειικού οξέος ή διοξειδίου του θείου. Κατά τη διάρκεια της παροχής ατμού το διοξείδιο του θείου μετατρέπεται σε θειικό οξύ που αποτελεί και τον όξινο καταλύτη. Η χρήση του διοξειδίου του θείου πλεονεκτεί σε σύγκριση με αυτή του θειικού οξέος, μιας και έχει τη δυνατότητα να εμποτίζει καλύτερα και γρηγορότερα το υλικό. Οι συνθήκες που μπορεί να θεωρηθούν άριστες για την αύξηση του δυναμικού υδρόλυσης της κυτταρίνης, καθώς και την μεγιστοποίηση ανάκτησης της ημικυτταρίνης είναι: η χρησιμοποίηση 0,5-6% (w/w) θειικού οξέος ή διοξειδίου του θείου και θερμοκρασία ατμού 175-215οC για 2-10 λεπτά. Στο παρακάτω Βίντεο 5.1 περιγράφεται η διεργασία προκατεργασίας με ατμό/έκρηξη ατμού με προσθήκη όξινου καταλύτη H2SO4 υπολειμμάτων αραβοσίτου (corn stover) που περιλαμβάνει τη διαβροχή του υλικού, την εισαγωγή του στη διάταξη και επίδραση με ατμό για 10 min και τέλος την εκτόνωση ατμού και παραλαβή του προκατεργασμένου υλικού.

			
				
					
						
							
						
					

				

			

			Βίντεο 5.1: Επίδειξη της διεργασίας προκατεργασίας με ατμό/έκρηξη ατμού υπολειμμάτων αραβοσίτου (corn stover) από τον ερευνητή κ. Μάτσακα, Εργαστήριο Πράσινης Χημείας και Βιοδιύλισης, Luleå Technical University, Σουηδία. 

			Σε αυτές τις συνθήκες προκατεργασίας ανακτώνται 65-80% του συνόλου των εξοζών και πεντοζών. Για να αποφύγουμε τον σχηματισμό παρεμποδιστών και να μεγιστοποιήσουμε ταυτόχρονα την ανάκτηση των σακχάρων, μπορούμε να εφαρμόσουμε διεργασίες δύο βημάτων. Στο πρώτο στάδιο, και σε σχετικά ήπιες συνθήκες (θερμοκρασία χαμηλότερη των 180 οC), διαλυτοποιείται αρχικά το κλάσμα της ημικυτταρίνης. Επακολουθεί ένα δεύτερο στάδιο, όπου στο κλάσμα της κυτταρίνης εφαρμόζεται εκτόνωση ατμού σε υψηλότερη θερμοκρασία (μεγαλύτερη των 210 οC). Για την εφαρμογή της προκατεργασίας με ατμό/έκρηξη ατμού είναι σημαντικό η λιγνινοκυτταρινούχος πρώτη ύλη να μην περιέχει υπερβολικό ποσό υγρασίας. Εάν οι πόροι περιέχουν νερό ο ατμός δεν μπορεί να διεισδύσει και η μεταφορά θερμότητας γίνεται μέσω αγωγής, γεγονός που καθυστερεί την έναρξη της αυτοϋδρόλυσης. Τα πλεονεκτήματα της χρήσης ατμού είναι η μικρή απαίτηση ενέργειας και οι αμελητέες περιβαλλοντικές επιπτώσεις. Στα μειονεκτήματα συγκαταλλέγονται η καταστροφή ενός μέρους της ημικυτταρίνης, η ατελής διάλυτοποίηση της λιγνίνης, καθώς και η παραγωγή ενώσεων που αναστέλλουν την ζύμωση η οποία θα ακολουθήσει.

			γ. Υδροθερμική προκατεργασία

			Η υδροθερμική προκατεργασία περιλαμβάνει την προκατεργασία της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας με νερό υψηλής θερμοκρασίας. Η μέθοδος είναι παρόμοια με εκείνη της προεπεξεργασίας ατμού, με τη διαφορά ότι χρησιμοποιούνται συνήθως χαμηλότερες θερμοκρασίες καθώς επίσης και μικρότερες συγκεντρώσεις της προκατεργασμένης βιομάζας. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την αποτελεσματικότερη ανάκτηση των σχηματιζόμενων πολυσακχαριτών και ολιγοσακχαριτών. Ένας καταλύτης, όπως ένα οξύ, μπορεί να προστεθεί, καθιστώντας τη μέθοδο παρόμοια με την προκατεργασία αραιού οξέος. Δεδομένου ότι η περιεκτικότητα σε νερό είναι πολύ υψηλότερη απ’ ότι στην προκατεργασία ατμού, το προκύπτον, από την προκατεργασία, σακχαροδιάλυμα είναι αραιωμένο, καθιστώντας τις περαιτέρω διεργασίες περισσότερο ενεργοβόρες. 

			δ. Έκρηξη αμμωνίας

			Η έκρηξη αμμωνίας είναι επίσης μια αλκαλική μέθοδος προκατεργασίας βιομάζας η οποία όπως και η προκατεργασία ατμού, λειτουργεί σε καθεστώς υψηλών πιέσεων. Η βιομάζα κατεργάζεται με την υγρή αμμωνία για περίπου 10-60 min σε ήπιες θερμοκρασίες (κάτω από 100°C) και σε συνθήκες υψηλής πίεσης (πάνω από  3 Mpa). Περίπου 2 kg αμμωνίας χρησιμοποιούνται ανά kg ξηράς βιομάζας [3]. Η αμμωνία ανακυκλώνεται μετά από την προκατεργασία και μείωση της πίεσης, δεδομένου ότι είναι πολύ πτητική όταν βρίσκεται στα επίπεδα της ατμοσφαιρικής πίεσης. Ένα από τα πλεονεκτήματα της μεθόδου είναι ότι κατά τη διάρκεια της προκατεργασίας, μόνο ένα μικρό ποσοστό της στερεάς βιομάζας διαλυτοποιείται και πρακτικά η ημικυτταρίνη και λιγνίνη μένουν ανέπαφες. Επίσης, σημαντικό πλεονέκτημα αποτελεί η απουσία δημιουργίας παρεμποδιστών. Η μέθοδος αυτή προκατεργασίας είναι αποτελεσματική για υλικά που περιέχουν μικρό ποσοστό λιγνίνης. 

			ε. Έκρηξη CO2

			Παρόμοια με την προκατεργασία έκρηξης ατμού και αμμωνίας, η έκρηξη CO2 χρησιμοποιείται επίσης για την προκατεργασία λιγνινοκυτταρινούχων πρώτων υλών. Το CO2 μεγιστοποιεί την πίεση, ενώ σε υψηλές θερμοκρασίες αντιδρά με το συμπύκνωμα ατμού προς παραγωγή καρβονικού οξέος (H2CO3), το οποίο ενισχύει την αυτοϋδρόλυση. Έχει διαπιστωθεί ότι η έκρηξη του CO2 είναι οικονομικώς πιο αποδοτική από την έκρηξη αμμωνίας και αποτρέπει το σχηματισμό παρεμποδιστικών ενώσεων [4].

			ζ. Υγρή προκατεργασία οξείδωσης

			Η υγρή προκατεργασία οξείδωσης περιλαμβάνει την κατεργασία της βιομάζας με νερό και αέρα, ή και καθαρό οξυγόνο, σε θερμοκρασίες μεγαλύτερες από 120°C, μερικές φορές με την προσθήκη και ενός αλκαλικού καταλύτη [5]. Μια συνηθισμένη συνθήκη προκατεργασίας υγρής οξείδωσης περιλαμβάνει την κατεργασία της βιομάζας σε θερμοκρασίες από 170οC έως 200οC και σε πιέσεις από 10 έως 12 bar οξυγόνου για 10-15 min. Αυτή η μέθοδος αρμόζει στα υλικά με χαμηλή περιεκτικότητα σε λιγνίνη, μιας και το μεγαλύτερο μέρος αυτής (μέχρι 60-70%) οξειδώνεται και διαλυτοποιείται. Η χρησιμοποίηση της αλκαλικής υγρής προκατεργασίας οξείδωσης στην περίπτωση του άχυρου σίτου είχε σαν αποτέλεσμα την ανάκτηση του 70% της ημικυτταρίνης και του 96% της κυτταρίνης. Με περαιτέρω ενζυμική υδρόλυση το 65% της κυτταρίνης μπορεί να υδρολυθεί σε γλυκόζη. 

			5.2.2 Προκατεργασία με αραιό οξύ σε ήπιες συνθήκες

			Η υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας με αραιό οξύ που αναπτύχθηκε στην παράγραφο 5.1.1, μπορεί να θεωρηθεί σαν προκατεργασία όταν πραγματοποιείται σε ήπιες συνθήκες, όπως π.χ. συμβαίνει στην περίπτωση του πρώτου σταδίου της κατεργασίας, όπου η υδρόλυση γίνεται με διεργασίες δύο βημάτων. Έτσι, η προκατεργασία αφορά συγκεντρώσεις οξέων 0,5-1,2% (w/w) και θερμοκρασίες 170-190οC. Το οξύ πρέπει να αφαιρεθεί ή να εξουδετερωθεί πριν από τη ζύμωση. Γενικά για την εξουδετέρωση του μέσου χρησιμοποιείται ασβέστης (CaOH) και επομένως γύψος (CaSO4) παράγεται ως υποπροϊόν.

			5.2.3 Αλκαλική προκατεργασία

			Στην αλκαλική προκατεργασία χρησιμοποιούνται βάσεις όπως το υδροξείδιο νατρίου ή το υδροξείδιο ασβεστίου. Όλη η λιγνίνη και ένα μέρος της ημικυτταρίνης αφαιρούνται, και έτσι η ικανότητα της κυτταρίνης για την ακολουθούμενη υδρόλυση αυξάνεται σημαντικά. Οι μέθοδοι που βασίζονται στην προκατεργασία με αλκάλεα είναι γενικά αποτελεσματικότερες στη διαλυτοποίηση ενός μεγαλύτερου μέρους λιγνίνης ενώ διατηρούν σχεδόν ανέπαφο και αδιαλυτοποίητο το μεγαλύτερο μέρος της ημικυτταρίνης.

			5.2.4 Οξειδωτική προκατεργασία

			Στην οξειδωτική προκατεργασία, οξειδωτικά όπως το υπεροξικό οξύ ή το υπεροξείδιο υδρογόνου χρησιμοποιούνται για την κατεργασία λιγνινοκυτταρινούχων υλικών ευρισκομένων εν αιωρήσει σε υδατικό περιβάλλον.  Διαπιστώθηκε ότι χρήση του υπεροξικού οξέος σε θερμοκρασία περιβάλλοντος αύξησε την παραγωγή αιθανόλης κατά περίπου 98% [6]. Στη διεργασία αυτή, ένας οργανικός διαλύτης ή ένα υδατικό μίγμα οργανικών διαλυτών με την παρουσία ανοργάνων όξινων καταλυτών (υδροχλωρικό οξύ ή θειικό οξύ) χρησιμοποιείται για να διασπάσει τους εσωτερικούς δεσμούς της λιγνίνης και ημικυτταρίνης. Οργανικοί διαλύτες που μπορεί να χρησιμοποιηθούν σε αυτή τη διεργασία είναι η μεθανόλη, η αιθανόλη, η ακετόνη, το αιθυλένιο, η γλυκόλη, η τριαιθυλενική γλυκόλη και η τετραϋδροφουρφουρυλική γλυκόλη. 

			5.2.5 Βιολογική προκατεργασία

			Οι βιολογικές μέθοδοι προκατεργασίας χρησιμοποιούν μύκητες που προκαλούν καστανή λευκή και μαλακή σήψη για την αποικοδόμηση της λιγνίνης και της ημικυτταρίνης καθώς και τη μείωση του βαθμού πολυμερισμού της κυτταρίνης. Στα πλεονεκτήματα των βιολογικών μεθόδων προκατεργασίας συγκαταλλέγονται η φιλικότητα τους προς το περιβάλλον καθώς και οι μικρές ενεργειακές απαιτήσεις. Στα μειονεκτήματα συγκαταλλέγονται ο πολύ αργός ρυθμός υδρόλυσης απο τα ένζυμα που παράγονται απο τους μύκητες που χρησιμοποιούνται, η παρεμπόδιση ανάπτυξης των μικροοργανισμών από παράγωγα της λιγνίνης και η σημαντική απώλεια ξυλάνης και μαννάνης (πολυμερές της μαννόζης). Οι βιολογικές μέθοδοι μπορούν να θεωρηθούν αποδοτικές ως προς το κόστος εάν συνδυαστούν με άλλες φυσικές ή χημικές μεθόδους.

			5.3 Ενζυμική υδρόλυση

			Το αδιάλυτο κλάσμα που απομένει μετά την προκατεργασία των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών, αποτελείται κυρίως από κυτταρίνη και λιγνίνη, καθώς το μεγαλύτερο μέρος του κλάσματος των ημικυτταρινών έχει διαλυτοποιηθεί. Έτσι, η πιο σημαντική ενζυμική δράση που είναι αναγκαία για την υδρόλυση της προκατεργασμένης βιομάζας είναι εκείνη των κυτταρινασών. Βέβαια, και η παρουσία των ημικυτταρινασών θεωρείται απαραίτητη, μιας και το ημικυτταρινούχο κλάσμα μπορεί να συνεισφέρει σημαντικά σε ζυμώσιμα σάκχαρα και να ελαττωθεί σημαντικά το κόστος παραγωγής της βιοαιθανόλης.

			5.3.1 Κυτταρινάσες

			Ενώ η χημεία για την παραγωγή σακχάρων από λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα έχει ιστορία σχεδόν δύο αιώνων έρευνας και ανάπτυξης, η χρήση των ενζύμων για την υδρόλυση της βιομάζας αποτελεί προσπάθεια των τελευταίων 50 χρόνων. Η έρευνα πάνω στην υδρόλυση της κυτταρίνης με τη χρήση βιοκαταλυτών ξεκίνησε στο δεύτερο Παγκόσμιο Πόλεμο όταν η Αμερικανική Στρατιωτική Υπηρεσία χρηματοδότησε ένα πρόγραμμα βασικής έρευνας με στόχο να κατανοήσει τις αιτίες αποσύνθεσης του στρατιωτικού ρουχισμού και εξοπλισμού στις ζούγκλες του Νότιου Ειρηνικού. Αποτέλεσμα του προσεκτικού ελέγχου χιλιάδων δειγμάτων, ήταν η ταυτοποίηση του μικροοργανισμού που προκαλούσε την φθορά στον κυτταρινικής σύστασης ρουχισμό και εξοπλισμό (βαμβακερής προέλευσης) και που επρόκειτο να αποτελέσει στο μέλλον τον σημαντικότερο μικροοργανισμό για την παραγωγή και εφαρμογή των  κυτταρινασών, του Trichoderma reesei  (που στη συνέχεια μετονομάστηκε σε Hypocrea jecorina). Η ειρωνεία είναι ότι ενώ η έρευνα στις κυτταρινάσες ξεκίνησε με στόχο να αποφευχθεί η «επιθετική τους δραστικότητα», που είχε σαν αποτέλεσμα την υδρόλυση και καταστροφή της κυτταρίνης του στρατιωτικού ρουχισμού και εξοπλισμού, σήμερα εν αντιθέσει η έρευνα που σχετίζεται με αυτά τα ένζυμα έχει σαν στόχο την αύξηση της υδρολυτικής τους ενεργότητας.  

			Έως το 1979, με την γενετική βελτίωση του T. reesei, επιτεύχθηκε 20 φορές μεγαλύτερη παραγωγικότητα συγκριτικά με το αρχικό φυσικό άγριο στέλεχος του μικροοργανισμού που απομονώθηκε από τη Νέα Γουινέα. Εδώ και 20 περίπου χρόνια, οι κυτταρινάσες που προέρχονταν από υγρές καλλιέργειες μυκητών είναι πλέον διαθέσιμες στο εμπόριο. Εκτός από την εφαρμογή τους για την υδρόλυση της βιομάζας, οι κυτταρινάσες έχουν κύρια εμπορική εφαρμογή στον τομέα της υφαντουργίας, όπου χρησιμοποιούνται κυρίως για το πετροπλύσιμο των τζιν παντελονιών, που αποτελούνται από ύφασμα τύπου ντένιμ (3,9 δις. μέτρα υφάσματος παράγονται στον κόσμο). Στη βιομηχανία τροφίμων χρησιμοποιούνται στην παραγωγή και διάυγαση χυμών φρούτων και λαχανικών (ως ενζυμικό κοκτέιλ από κυτταρινάσες, ξυλανάσες, πηκτινάσες), καθώς και στην παραγωγή ελαιόλαδου.

			5.3.2 Δράση και συνεργητισμός μεταξύ των κυτταρινασών

			Το σύστημα κυτταρίνης-κυτταρινάσης είναι ένα πολύπλοκο σύστημα που περιλαμβάνει διαλυτά ένζυμα που δρουν σε αδιάλυτα υποστρώματα, όπως είναι η κυτταρίνη. Το ένζυμο με την ονομασία ΄΄κυτταρινάση΄΄ είναι στην ουσία ένα σύνθετο σύστημα ενζύμων που δρουν συνεργιστικά για να αποικοδομήσουν την κυτταρίνη. Το 1950, η συνεργιστική αυτή δράση περιγράφτηκε ως ένα σύστημα που αποτελείται από ένα ένζυμο γνωστό ως ΄΄C1΄΄ που διασπά την κρυσταλλική δομή, ακολουθούμενο από ένα μίγμα υδρολυτικών ενζύμων γνωστών ως ΄΄Cx΄΄, που διασπά την κυτταρίνη σε  απλούστερα σάκχαρα. Η πραγματική εικόνα είναι διαφορετική και σήμερα αναγνωρίζεται από όλους ότι τρεις διαφορετικές ενζυμικές δράσεις συμμετέχουν στην υδρόλυση της κυτταρίνης:

			
					Οι ΄΄ένδο-1,4-β-γλουκανάσες΄΄ (EC 3.2.1.4), οι οποίες υδρολύουν τυχαία εσωτερικούς 1,4-β-D-γλυκοζιτικούς δεσμούς της κυτταρίνης. 

					Οι ΄΄έξω-1,4-β-D-γλουκανάσες΄΄ (EC 3.2.1.74) που απελευθερώνουν μόρια κελλοβιόζης από τα άκρα της κυτταρίνης.

					Οι ΄΄β-γλυκοζιδάσες΄΄ (EC 3.2.1.21) οι οποίες δρουν απελευθερώνοντας D-γλυκόζη από την κελλοβιόζη.  

			

			Είναι πλέον αποδεκτό, ότι οι τρεις παραπάνω ενζυμικές δράσεις δρουν συνεργιστικά για την αποτελεσματική υδρόλυσης της κυτταρίνης [7].

			Αρχικά, η ενδογλουκανάση δρα τυχαία στις άμορφες περιοχές της κυτταρινικής αλυσίδας, δημιουργώντας νέα «ελεύθερα  άκρα», όπου μπορεί να δράσει η εξωγλουκανάση, απελευθερώνοντας μόρια κελλοβιόζης. Η κελλοβιόζη τελικά υδρολύεται σε γλυκόζη με την δράση της β-γλυκοζιδάσης (Σχήμα 5.3).  Η δράση της β-γλυκοζιδάσης είναι πολύ σημαντική, καθώς η κελλοβιόζη είναι πολύ ισχυρότερος παρεμποδιστής της εξωγλουκανάσης από την γλυκόζη. Για το ακατέργαστο ενζυμικό παρασκεύασμα του μικροοργανισμού T. reesei, η σταθερά παρεμπόδισης ki υπολογίστηκε στα 3,3 g L-1 για την κελλοβιόζη και στα 69 g L-1 για την γλυκόζη. Η συσσώρευση της κελλοβιόζης μπορεί να επηρεάσει αρνητικά τη συνολική υδρολυτική απόδοση του συστήματος των κυτταρινασών.
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			Σχήμα 5.3: Συνεργιστική δράση ημικυτταρινασών για την πλήρη υδρόλυση της κυτταρίνης σε γλυκόζη.

			5.3.3 Μοριακή δομή κυτταρινασών

			Περισσότερες από 90 οικογένειες γλυκοζυλ-υδρολασών έχουν περιγραφεί σύμφωνα με τη βάση δεδομένων CAZy (Carbohydrate Active enZYmes, http://www.cazy.org/). Αυτό το σύστημα κατηγοριοποίησης συνδυάζει τα δομικά και καταλυτικά χαρακτηριστικά των ενζύμων, καθώς τόσο η δομή τους όσο και οι καταλυτικοί μηχανισμοί τους, σχετίζονται άμεσα με την πρωτοταγή τους δομή. Τα ένζυμα της ίδιας οικογένειας εμφανίζουν παρόμοια τριτοταγή δομή και παρόμοιους καταλυτικούς μηχανισμούς, ενώ έχει προταθεί ότι μπορεί να εμφανίζουν παρόμοια εξειδίκευση ως προς μικρά, διαλυτά, τεχνητά υποστρώματα. Οι κυτταρινάσες είναι μέλη των οικογενειών: 1, 3, 5, 6, 7, 9, 10, 12, 16, 44, 45, 48, 51, 61, 74 [7].

			Η μοριακή διαμόρφωση των ενδογλουκανασών και εξωγλουκανασών είναι σημαντική για την καταλυτική τους ενεργότητα και εξειδίκευση. Και τα δύο ένζυμα εκτός από ελάχιστες εξαιρέσεις είναι δομικά οργανωμένα σε δύο υπομονάδες. Η μία, η οποία είναι και η μεγαλύτερη, είναι η καταλυτική υπομονάδα που υδρολύει τους γλυκοζιδικούς δεσμούς της αλυσίδας της κυτταρίνης, ενώ η μικρή υπομονάδα δεν έχει κάποιο καταλυτικό ρόλο. Απλά προσδένεται στη κυτταρίνη και έτσι διατηρεί προσδεμένη και την καταλυτική υπομονάδα αυξάνοντας τον χρόνο επαφής της με το αδιάλυτο κυτταρινούχο υπόστρωμα. Η μικρή υπομονάδα ονομάζεται υπομονάδα πρόσδεσης σακχάρων (carbohydrate binding domain, CBD) και συνδέεται με την καταλυτική υπομονάδα μέσω μιας πεπτιδικής αλυσίδας, που αποτελείται συνήθως από 50-60 αμινοξέα.   
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			Σχήμα 5.4: Απεικόνιση μορίου κυτταρινάσης [8].

			5.3.3.1 Διαμόρφωση καταλυτικής υπομονάδας ενδογλουκανασών.

			Όπως φαίνεται και στο Σχήμα 5.4 το ενεργό κέντρο της ενδογλουκανάσης έχει μια ανοικτή διαμόρφωση, που επιτρέπει την προσέγγιση των αλυσίδων της κυτταρίνης χωρίς κάποια παρεμπόδιση και έτσι το ένζυμο καταλύει την υδρόλυση των γλυκοζιδικών δεσμών σε τυχαίες θέσεις του πολυσακχαρίτη.
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			Σχήμα 5.5: Ενδογλουκανάση Cel5A από τον Bacillus agaradhaerens παρουσία του υποστρώματος της της κελλοτριόζης (PDB: 1HF6). 

			5.3.3.2 Διαμόρφωση καταλυτικής υπομονάδας εξωγλουκανασών. 

			Σε αντίθεση με τις ενδογλουκανάσες το ενεργό κέντρο των εξωγλουκανασών ευρίσκεται στο εσωτερικό ενός τούνελ όπου υπάρχουν τουλάχιστον 6 θέσεις πρόσδεσης σακχάρων (Σχήματα 5.6, 5.7). Το τούνελ είναι υπεύθυνο για τη σωστή τοποθέτηση της αλυσίδας της κυτταρίνης στο ενεργό κέντρο του ενζύμου και τα σημεία πρόσδεσης εξασφαλίζουν την παραμονή της κυτταρίνης στο τούνελ μετά από κάθε καταλυτική δράση του ενζύμου, το οποίο συνεχίζει την υδρόλυση της κυτταρινικής αλυσίδας με έναν παραγωγικό τρόπο δράσης.

			[image: Macintosh SSD:Users:vtopakas:Dropbox:ΚΑΛΛΙΠΟΣ-Συγγραμμα:ΚΕΙΜΕΝΟ - ΠΑΡΑΔΟΤΕΑ:source material:images:Figure 5_6.png]

			Σχήμα 5.6: Μηχανισμός καταλυτικής δράσης των εξωγλουκανασών.
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			Σχήμα 5.7: Εξωγλουκανάση I από τον Trichoderma reesei παρουσία του υποστρώματος της της κελλοεξαόζης (PDB: 7CEL). 

			5.3.3.3 Τεχνολογικά χαρακτηριστικά της ενζυμικής υδρόλυσης της κυτταρίνης. 

			Το τρέχον κόστος των κυτταρινασών υπολογίζεται σε 0,03 με 0,08 € ανά λίτρο παραγομένης αιθανόλης. Μελλοντικός στόχος είναι η μείωση κατά 10 φορές του κόστους των κυτταρινασών. Για παράδειγμα, απαιτείται ενζυμικό φορτίο περίπου 25 mg μυκητιακής κυτταρινάσης για την υδρόλυση 1g προκατεργασμένης κυτταρίνης, ενώ η δοσολογία για την υδρόλυση αντίστοιχων ποσών αμύλου απο αμυλάσες είναι 100 φορές μικρότερη. Ο στόχος είναι οι κυτταρινάσες να βελτιωθούν καταλυτικά ώστε να υδρολύουν την ίδια ποσότητα κυτταρίνης χρησιμοποιώντας το 1/10 του ενζυμικού φορτίου. Βέβαια τα τελευταία 8 χρόνια επιτεύχθηκε μια δραματική μείωση του κόστους των κυτταρινασών (τουλάχιστον 10 φορές), με αποτέλεσμα να μην αποτελούν πλέον τον απαγορευτικό παράγοντα από πλευράς κόστους για την παραγωγή αιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά (Σχήμα 5.8).
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			Σχήμα 5.8: Εξέλιξη ενζυμικού κόστους στη διεργασία παραγωγής βιοαιθανόλης.

			Η υδρόλυση των λιγνινοκυτταρινούχων υποστρωμάτων πραγματοποιείται με συγκεντρώσεις υποστρωμάτων χαμηλότερες του 10-15% (w/v), λόγω των προβλημάτων ανάμιξης που δημιουργούνται σε υψηλές συγκεντρώσεις στερεών. Τελευταία δοκιμάζονται με επιτυχία αναμικτήρες ελευθέρας πτώσεως (free fall mixer) παρόμοιοι με αυτούς που χρησιμοποιούνται στην ανάμειξη σκυροδέματος (Σχήμα 5.9) και έχουν πραγματοποιηθεί υδρολύσεις χρησιμοποιώντας συγκεντρώσεις υποστρωμάτων έως 28%-30% (w/v). Αυτές οι υψηλές συγκεντρώσεις υποστρωμάτων είναι απαραίτητες γιατί βασιζόμενοι σε μία μέση σύσταση της ξυλώδους βιομάζας, που θεωρητικά περιέχει 42% κυτταρίνη, η χρήση τους επιτρέπει αποδόσεις παραγωγής αιθανόλης κοντά στο 5,5-6% (w/v) που είναι απαραίτητες για ένα αποδεκτό κόστος της διεργασίας. Υπάρχουν πολλοί παράμετροι που επιδρούν στη μείωση της ενζυμικής δραστικότητας των χρησιμοποιούμενων κυτταρινασών και συνυπάρχουν στη διεργασία της ενζυμικής υδρόλυσης. Η χρησιμοποίηση του λιγνινοκυτταρινούχου υλικού αμέσως μετά την προκατεργασία, μπορεί να ελαττώσει την απόδοση των ενζύμων λόγω παρεμπόδισης από τα ήδη παραχθέντα από την προκατεργασία σάκχαρα. Επιπλέον, η τυχόν ύπαρξη παρεμποδιστών που μπορεί να παραχθούν από την προκατεργασία, είναι επίσης δυνατόν να μειώσουν την ενεργότητα των ενζύμων. Έτσι, τις περισσότερες φορές συνίσταται η έκπλυση του στερεού υπολείμματος πριν την ενζυμική υδρόλυση, παρά την προκαλούμενη αύξηση του κόστους της διεργασίας. 
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			Σχήμα 5.9. Αναμικτήρας ελευθέρας πτώσεως που κατασκευάστηκε στο Εργαστήριο Βιοτεχνολογίας της Σχολής Χημικών Μηχανικών ΕΜΠ που χρησιμοποιείται για την ενζυμική υδρόλυση λιγνινοκυτταρινούχων υλικών όπως είναι το άχυρο σίτου.

			Ο πολτός της υδρόλυσης πρέπει να αναδεύεται ήπια, καθώς έντονη ανάδευση προκαλεί απενεργοποίηση ενζύμων λόγω των διατμητικών δυνάμεων. Με την πάροδο του χρόνου το ιξώδες του συστήματος μειώνεται μέχρι την πλήρη ρευστοποίηση και σακχαροποίηση του λιγνινοκυτταρινούχου υλικού (Σχήμα 5.10). Ο αρχικός ρυθμός της υδρόλυσης είναι υψηλός, αλλά η παραγωγή ανασταλτικών ενδιάμεσων και τελικών προϊόντών (κελλοβιόζη, γλυκόζη) καθώς και η μειούμενη δραστικότητα των ενζύμων που σχετίζεται με το χρόνο της αντίδρασης έχει σαν αποτέλεσμα τη μείωση του αρχικού ρυθμού. Η κελλοβιόζη αποτελεί τον κύριο ανασταλτικό παράγοντα των κυτταρινασών. Για το ακατέργαστο ενζυμικό παρασκεύασμα του μικροοργανισμού T. reesei, η σταθερά παρεμπόδισης ki υπολογίστηκε στα 3,3 g L-1 για την κελλοβιόζη και στα 69 g L-1 για την γλυκόζη. Είναι φανερό ότι η συσσώρευση της κελλοβιόζης μπορεί να επηρεάσει αρνητικά τη συνολική υδρολυτική απόδοση του συστήματος των κυτταρινασών. Έτσι στις διεργασίες διαλείποντος έργου (batch) προστίθεται επιπλέον ποσότητα β-γλυκοσιδάσης ώστε να μετατραπεί η κελλοβιόζη στη λιγότερο ανασταλτική γλυκόζη. Σε διεργασίες ημιδιαλείποντος έργου (fed-batch), η χρήση της υπερδιήθησης επιτρέπει την αφαίρεση των ανασταλτικών σακχάρων. Ένας άλλος παράγοντας μείωσης της χρησιμοποιούμενης ενζυμικής δραστικότητας είναι η μη αναστρέψιμη απορρόφηση των κυτταρινασών από την κυτταρίνη. Για να αντιμετωπιστεί το φαινόμενο αυτό συχνά χρησιμοποιούνται επιφανειοδραστικές ουσίες (surfactants) οι οποίες τροποποιούν τις ιδιότητες της επιφάνειας της κυτταρίνης ώστε να μειωθεί η δέσμευση των ενζύμων. Το ενζυμικό φορτίο που απαιτείται για την ενζυμική υδρόλυση εξαρτάται άμεσα από την διεργασία υδρόλυσης, καθώς και την πεπτικότητα του υποστρώματος. Συνήθως χρησιμοποιούνται ενζυμικές δραστικότητες μεταξύ 10 και 33 FPU (Filter Paper Unit, ενζυμική δραστικότητα που απαιτείται για την υδρόλυση ορισμένης ποσότητας χαρτιού φιλτραρίσματος) ανά g κυτταρίνης. Η πλέον συνηθισμένη ενζυμική δραστικότητα που χρησιμοποιείται στις βιομηχανικές διεργασίες είναι εκείνη των 15 FPU ανά g κυτταρίνης. Τα πιο γνωστά εμπορικά ενζυμικά διαλύματα που χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία είναι τα  Celluclast 1.5 L και Novozym 188 που χρησιμοποιούνται ταυτοχρόνως σε μια αναλογία 1:3, αντίστοιχα. Το Celluclast 1.5 L περιέχει κυτταρινάσες απο τον μύκητα T. reesei, ενώ το Novozym 188 (Nov), είναι ένα παρασκεύασμα β-γλυκοσιδάσης από τον μύκητα Aspergillus niger.
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			Σχήμα 5.10: Ενζυμική ρευστοποίηση λιγνινοκυτταρινούχου πολτού με χρήση αναμικτήρα ελευθέρας πτώσεως του Εργαστηρίου Βιοτεχνολογίας της σχολής Χημικών Μηχανικών, ΕΜΠ.

			 5.3.4 Ημικυτταρινάσες

			Όπως φαίνεται και από τον Πίνακα 5.1, ένα μεγάλο ποσοστό από τις διαθέσιμες λιγνινοκυτταρινούχες πηγές που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή αιθανόλης περιέχουν ένα σημαντικό ποσό ημικυτταρίνης. Όταν η ημικυτταρίνη χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή αιθανόλης, τότε η απόδοση της διεργασίας μπορεί να αυξηθεί μέχρι και 80% (Σχήμα 5.11). Άρα, είναι σημαντικό να μελετήσουμε τους παράγοντες που εμπλέκονται στην υδρόλυση της ημικυτταρίνης, που είναι απαραίτητη για την αποτελεσματική βιομετατροπή της σε αιθανόλη.
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			Πίνακας 5.1: Αγροτοβιομηχανικά λιγνινοκυτταρινούχος βιομάζα.

			[image: ethanolyields]

			Σχήμα 5.11: Απόδοση αιθανόλης από σάκχαρα στελέχους αραβοσίτου.

			Η πλήρης ενζυμική υδρόλυση των ημικυτταρινών και κατ’ επέκταση των ξυλανών, απαιτεί μια μεγάλη ποικιλία ενζύμων τα οποία δρουν συνεργιστικά, όπως συμβαίνει και για την αποικοδόμηση της κυτταρίνης [9]. Στο Σχήμα 5.12 απεικονίζεται το ξυλανολυτικό σύστημα το οποίο είναι αναγκαίο για την πλήρη αποικοδόμηση της ξυλάνης.
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			Σχήμα 5.12: Ενζυμική υδρόλυση της ξυλάνης.

			5.3.4.1 Ξυλανάσες. 

			Οι ξυλανάσες μέχρι σήμερα αποτελούν μέλη των οικογενειών 5, 7, 8, 10, 11 και 43 της ευρύτερης ομάδας των γλυκόζυλ-υδρολασών (GH), σύμφωνα με την τράπεζα δεδομένων CAZY (http://www.cazy.org/).

			Η βιοαποικοδόμηση της κύριας αλυσίδας της ξυλάνης επιτυγχάνεται με τη δράση δύο ενζύμων. Τις ενδοξυλανάσες (EC 3.2.1.8), οι οποίες έχουν τη δυνατότητα να διασπούν την αλυσίδα της ξυλάνης σε μικρότερους ολιγοσακχαρίτες, οι οποίοι μπορούν με τη σειρά τους να αποικοδομηθούν περαιτέρω σε ξυλόζη από τις β-ξυλοσιδάσες (EC 3.2.1.37) (Σχήμα 5.12). 

			Οι δύο κυριότερες οικογένειες ξυλανασών είναι οι 10 και 11. Οι διαφορές ανάμεσα στα μέλη της πρώτης και της δεύτερης οικογένειας είναι πολύ σημαντικές. Τα μέλη της πρώτης οικογένειας έχουν την ικανότητα να προσβάλλουν την κύρια αλυσίδα της ξυλάνης και τους δεσμούς που βρίσκονται πιο κοντά σε υποκατεστημένα μόρια, σε αντίθεση με τα μέλη της οικογένειας 11, στα οποία η ύπαρξη πλευρικού υποκατάστατη δρα προστατευτικά για τους παρακείμενους δεσμούς. Ως αποτέλεσμα, η δράση των ξυλανασών της οικογένειας 10 στα διάφορα είδη ξυλάνης παράγει προϊόντα που έχουν γενικά μικρότερο μοριακό βάρος από τα αντίστοιχα προϊόντα των ξυλανασών της οικογένειας 11 (Σχήμα 5.13).  
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			Σχήμα 5.13: Τρόπος δράσης ξυλανασών που ανήκουν στις οικογένειες γλυκοζυλ-υδρολασών 10 και 11.

			Στο Σχήμα 5.14 απεικονίζονται οι κρυσταλλικές δομές δυο ξυλανασών που ανήκουν στις οικογένειες 10 και 11, αντίστοιχα. Οι ξυλανάσες της οικογένειας 11 είναι μικρές πρωτεΐνες, το καταλυτικό κέντρο των οποίων βρίσκεται σε μια σχισμή (cleft) που μπορεί να χωρέσει μια αλυσίδα ξυλανοπυρανοζών, μήκους 5 με 7 μονομερών. Η τριτοταγής διαμόρφωση των ξυλανασών της οικογένειας 10 έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός σχήματος που μοιάζει με ανοικτό δοχείο. Το υπόστρωμα προσδένεται σε ένα ρηχό αυλάκι στον πάτο του δοχείου, που έχει μικρότερο βάθος από τη σχισμή που δένεται το υπόστρωμα στην οικογένεια 11 των ξυλανασών. 

			Αυτό το χαρακτηριστικό, μαζί με μια μεγαλύτερη ευελιξία διαμόρφωσης που έχουν τα μεγαλύτερα ένζυμα, μπορεί να εξηγήσει τη μικρότερη καταλυτική εξειδίκευση και τη μεγαλύτερη καταλυτική προσαρμοστικότητα που παρουσιάζουν οι ξυλανάσες της οικογένειας 10.
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			Σχήμα 5.14: Ξυλανάσες της οικογένειας 10 από το θερμόφιλο μύκητα Thermoascus aurantiacus (PDB: 2BNJ, Α) και της οικογένειας 11 από το θερμόφιλο μύκητα Thermobifida fusca (PDB: 3ZSE, Β).

			5.3.4.2 α-L-Αραβινοφουρανοσιδάσες. 

			Τα μόρια της αραβινόζης μπορούν να υδρολυθούν με τη δράση των ενζύμων α-L-αραβινοφουρανοζιδάσης (EC 3.2.1.55) της αραβινοξυλάνης. Οι α-L-αραβινοφουρανοζιδάσες ειδικότερα, καταλύουν την υδρόλυση πλευρικών μονάδων L-αραβινόζης, οι οποίες είναι συνδεδεμένες με α-L-1,2-, α-L-1,3- και α-L-1,5- δεσμούς με μονάδες ξυλοπυρανόζης διαφόρων ολιγο- και πολυσακχαριτών ξυλάνης. 

			5.3.4.3 α-Γλυκουρονοζιδάσες. 

			Οι α-γλυκουρονοζιδάσες (EC 3.2.1.131) μπορούν να απομακρύνουν τις μονάδες του γλυκουρονικού οξέος και των αντίστοιχων 4-μεθυλο αιθέρων τους από την κύρια αλυσίδα της ξυλάνης. 

			5.3.4.4 Ακετυλο-εστεράσες. 

			Οι ακετυλο-εστεράσες ή εστεράσες του οξικού οξέος (EC 3.1.1.72), απελευθερώνουν ακετυλο ομάδες οι οποίες αποτελούν υποκαταστάτες της κύριας αλυσίδας των πολυμερών της ξυλάνης του κυτταρικού τοιχώματος των φυτών. 

			5.3.4.5 Εστεράσες του φερουλικού και π-κουμαρικού οξέος. 

			Οι εστεράσες του φερουλικού οξέος (E.C. 3.1.1.73) αποτελούν υποομάδα των καρβοξυλ-εστερασών (E.C. 3.1.1.1), οι οποίες έχουν την ιδιότητα να υδρολύουν τον εστερικό δεσμό μεταξύ υδροξυ-κινναμικών οξέων (φερουλικό ή π-κουμαρικό οξύ) ή διϋδρο-διμερών μορφών του φερουλικού οξέος και των κύριων πολυμερών αλυσίδων της ξυλάνης που υπάρχουν στο κυτταρικό τοίχωμα των φυτών. Η δράση αυτή των εστερασών διευκολύνει την πρόσβαση των γλυκοζυλ-υδρολασών στους κύριους πολυσακχαρίτες του κυτταρικού τοιχώματος, για την αποτελεσματική αποικοδόμησή τους από τους μικροοργανισμούς. Για το λόγο αυτό, οι περισσότερες εστεράσες του φερουλικού οξέος δρουν συνεργιστικά με ξυλανάσες και κυτταρινάσες στην αποικοδόμηση του κυτταρικού τοιχώματος των φυτών.

			5.3.4.6 Συνεργιτισμός μεταξύ ξυλανολυτικών ενζύμων. 

			Έχουν αποκαλυφθεί διάφοροι τύποι συνεργιστικής δράσης των ξυλανολυτικών ενζύμων. Ο πιο σημαντικός τύπος περιλαμβάνει τη συνεργασία μεταξύ των ενζύμων που διασπούν την κύρια αλυσίδα και των ενζύμων που απελευθερώνουν τους υποκαταστάτες πλευρικών αλυσίδων, όπως μονάδες φερουλικού ή οξικού οξέος και L-αραβινόζης. Η καταλυτική δράση της ξυλανάσης απελευθερώνει υποκατεστημένους ξυλοολιγοσακχαρίτες, οι οποίοι διαχέονται ευκολότερα και αποτελούν πιο ευνοϊκά υποστρώματα για τα βοηθητικά ένζυμα. Από την άλλη μεριά, η απομάκρυνση πλευρικών αλυσίδων από τα βοηθητικά ένζυμα, δημιουργεί νέες θέσεις στην κύρια αλυσίδα και βοηθά την πρόσδεση της ξυλανάσης. Για τη δράση μερικών βοηθητικών ενζύμων είναι απαραίτητη η υδρόλυση της κύριας αλυσίδας.

			5.4 Θερμοχημική μετατροπή

			Στη θερμοχημική μετατροπή, τα συστατικά της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας μετατρέπονται αρχικά σε αέριο σύνθεσης (syngas) υπο την επίδραση έντονης θέρμανσης και μερικής παροχής αέρα στο εσωτερικό ενός αεροποιητή. Το αέριο σύνθεσης μετατρέπεται ακολούθως σε αιθανόλη μέσω ζυμωτικής ή καταλυτικής διεργασίας. 

			5.4.1 Αεριοποίηση: Ζυμωτική παραγωγή αιθανόλης

			Η λιγνινοκυτταρινούχος πρώτη ύλη πλένεται για να αφαιρεθεί οποιαδήποτε ακαθαρσία και έπειτα τεμαχίζεται στο επιθυμητό μέγεθος. Κατόπιν ξηραίνεται για να επιτευχθεί ένα επιθυμητό επίπεδο υγρασίας (5-20% w/w). Στο εσωτερικό ενός αεροποιητή ρευστοποιημένης κλίνης ένα στρώμμα κοκκώδους υλικού (κλίνη) που συνήθως είναι άμμος θερμαίνεται στους 550°C. Ερχόμενο σε επαφή με το θερμό κοκκώδες υλικό, η λιγνινοκυτταρινούχος πρώτη ύλη αποικοδομείται και σχηματίζεται το αέριο σύνθεσης. Το αέριο σύνθεσης συλλέγεται καθαρίζεται απο την πίσσα και την τέφρα και χρησιμοποιείται για ζύμωση ώστε να παραχθεί αιθανόλη. 

			Πολλοί μικροοργανισμοί έχουν χρησιμοποιηθεί για την επιτυχή βιομετατροπή του αερίου σύνθεσης σε αιθανόλη και οξικό οξύ, όπως οι Clostridium carboxidivorans P7, Clostridium ljungdahlii και Clostridium autoethanogenum.

			5.4.2 Αεριοποίηση: Καταλυτική παραγωγή αιθανόλης

			Στην καταλυτική παραγωγή αιθανόλης όλες οι διαδικασίες είναι παρόμοιες μέχρι το στάδιο που το αέριο εισέρχεται στον ζυμωτήρα. Πριν εισέλθει το αέριο θερμαίνεται στους 300°C σε μια πίεση 69 bar. Το αέριο αναμιγνύεται επίσης με νερό και μεθανόλη για να βελτιωθεί η απόδοση στη σύνθεση ανώτερων αλκοολών. Το μίγμα διέρχεται μέσω του συνθετικού καταλύτη (δισουλφίδιο του μολυβδαίνιου) για να παραληφθεί μεθανόλη, η αιθανόλη, και οι ανώτερες γραμμικές αλκοόλες μέχρι και πεντανόλη, νερό, μεθάνιο και μικρές ποσότητες από άλλα παραπροϊόντα υδρογονοανθρακικής προέλευσης. Το ρεύμα εκροής τελικά ψύχεται στους 43°C και οδηγείται για απόσταξη και ανάκτηση της αιθανόλης. 
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			6. Διεργασίες παραγωγής αιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά

			Κατά τη διεργασία παραγωγής αιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά, η ενζυμική υδρόλυση και η ζύμωση της γλυκόζης μπορεί να διεξαχθούν ξεχωριστά σε διαφορετικούς αντιδραστήρες (SHF, Separate Hydrolysis and Fermentation: διακριτή υδρόλυση και ζύμωση) ή ταυτόχρονα στον ίδιο αντιδραστήρα (SSF, Simultaneous Saccharification and Fermentation: ταυτόχρονη σακχαροποίηση και ζύμωση, CBP, consolidated bioprocess: ενοποιημένη βιοδιεργασία) [1].

			6.1 Διακριτή υδρόλυση και ζύμωση (SHF)

			Τα ένζυμα απελευθερώνουν στο πρώτο στάδιο μονομερή σάκχαρα και ακολούθως κατά τη διάρκεια του δεύτερου σταδίου, ο μικροοργανισμός που χρησιμοποιείται για τη ζύμωση, μετατρέπει τα σάκχαρα αυτά σε αιθανόλη. 

			Στην διεργασία διακριτής υδρόλυσης και ζύμωσης (Σχήμα 6.1), εφαρμόζονται οι άριστες συνθήκες και για τις δύο διεργασίες, δηλαδή αυτές της ενζυμικής υδρόλυσης και της ζύμωσης.Έτσι, τα ένζυμα είναι δυνατόν να δρουν σε υψηλές θερμοκρασίες, εμφανίζοντας μάλιστα αυξημένη καταλυτική δραστικότητα, ενώ οι μικροοργανισμοί ζυμώνουν τα σάκχαρα ευχερέστερα σε ήπιες θερμοκρασίες, αυξάνοντας το δυναμικό χρησιμοποίησης τους.

			Όταν επιδιώκεται και η αξιοποίηση των πεντοζών, απαιτείται ένας ξεχωριστός αντιδραστήρας γιατί οι μικροοργανισμοί που ζυμώνουν παράλληλα τις εξόζες και τις πεντόζες το κάνουν με ρυθμούς πολύ μικρότερους από εκείνους τους μικροοργανισμούς που ζυμώνουν αποκλειστικά και μόνο τις εξόζες. Το ρεύμα πεντοζών που προέρχεται από στάδια επεξεργασίας, που συνήθως διαλυτοποιούν την ημικυτταρίνη, συχνά περιέχουν και πολλούς παρεμποδιστές, οι οποίοι πρέπει να απομακρυνθούν.
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			Σχήμα 6.1: Διεργασία Διακριτής Υδρόλυσης και Ζύμωσης (SHF).

			6.2 Ταυτόχρονη σακχαροποίηση και ζύμωση (SSF)

			Η διεργασία ταυτόχρονης σακχαροποίησης και ζύμωσης πραγματοποιείται σε έναν αντιδραστήρα υπό συνθήκες όσο το δυνατόν άριστες τόσο για τα ένζυμα που χρησιμοποιούνται για την υδρόλυση, όσο και για τον μικροοργανισμό που χρησιμοποιείται για τη ζύμωση. Τα σάκχαρα που υδρολύονται από τα ένζυμα, μετατρέπονται άμεσα σε αιθανόλη από τον μικροοργανισμό της ζύμωσης, διατηρώντας τη συγκέντρωση των σακχάρων στον αντιδραστήρα σε χαμηλά επίπεδα. 

			Η διεργασία αυτή έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή μεγαλύτερων αποδόσεων παραγωγής αιθανόλης, ενώ απαιτούνται και μικρότερες ποσότητες ενζύμων. Αυτό συμβαίνει διότι η πιθανή ενζυμική παραμπόδιση από την παραγωγή της γλυκόζης και κελλοβιόζης που σχηματίζονται κατά τη διάρκεια της ενζυμικής υδρόλυσης, αντιμετωπίζεται από την άμεση κατανάλωση τους κατά την διάρκεια της ζύμωσης.

			Το μεγαλύτερο μειονέκτημα της διεργασίας ταυτόχρονης σακχαροποίησης και ζύμωσης είναι οι διαφορετικές άριστες συνθήκες (κυρίως το pH και η θερμοκρασία) που απαιτούνται για την υδρόλυση της κυτταρίνης και την ζύμωση. Οι κυτταρινάσες υδρολύουν σε ένα άριστο pH 4-5 και σε θερμοκρασία 40-50 οC ενώ η ζύμωση των εξοζών πραγματοποιείται στους 30 οC και στο ίδιο pH 4-5.

			Για την αποτελεσματική ταυτόχρονη σακχαροποίηση και ζύμωση της κυτταρίνης και ημικυτταρίνης, πρέπει να χρησιμοποιηθούν γενετικά τροποποιημένοι μικροοργανισμοί οι οποίοι μπορούν να ζυμώσουν τη γλυκόζη, την ξυλόζη και την αραβινόζη. Για μια οικονομικά βιώσιμη διεργασία παραγωγής αιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά, η ταυτόχρονη διεργασία σακχαροποίησης και υδρόλυσης πρέπει να προσεγγίσει τις αποδόσεις που έχουν επιτευχθεί από τις αμυλούχες πρώτες ύλες οι οποίες είναι η παραγωγή αιθανόλης συγκέντρωσης 16-20% (v/v), παραγόμενη από μια αρχική συγκέντρωση σακχάρων 260-329 g L-1 σε μια χρονική περίοδο  ζύμωσης 48 h.  
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			Σχήμα 6.2: Διεργασία Ταυτόχρονης Σακχαροποίησης και Ζύμωσης (SSF).

			6.3 Ενοποιημένη βιοδιεργασία (CBP)

			Μια ιδανική βιοδιεργασία παραγωγής αιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά, είναι αυτή της ενοποιημένης διεργασίας (Consolidated Bioprocess, CBP), που αποτελείται από ένα στάδιο στο οποίο ένας μικροοργανισμός σε έναν αντιδραστήρα έχει την ικανότητα να παράγει ταυτόχρονα τα απαραίτητα ένζυμα για την υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου πρώτης ύλης, καθώς και να ζυμώνει όλα τα παραγόμενα σάκχαρα (πεντόζες και εξόζες) (Σχήμα 6.3) [2]. Τέτοιοι μικροοργανισμοί είναι οι Fusarium oxysporum, Monilia sp. και Neurospora crassa [3]. Δυστυχώς οι μικροοργανισμοί αυτοί παράγουν αιθανόλη με σχετικά χαμηλούς ρυθμούς και σε μικρές συγκεντρώσεις ώστε να μην είναι ικανοί να χρησιμοποιηθούν σε βιομηχανικές διεργασίες. Τεχνικές Μεταβολικής Μηχανικής ίσως μπορέσουν να μετατρέψουν τους μικροοργανισμούς στο μέλλον σε κατάλληλους βιοκαταλύτες με τα επιθυμητά χαρακτηριστικά για την παραγωγή της αιθανόλης.
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			Σχήμα 6.3: Ενοποιημένη Διεργασία (CBP).

			6.4 Ζύμωση των προϊόντων υδρόλυσης της λιγνινοκυτταρίνης

			Η ποσότητα και το είδος των μονομερών σακχάρων που είναι παρόντα μετά την υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας εξαρτώνται από τη μέθοδο της προκατεργασίας, καθώς και από την χρησιμοποιούμενη πρώτη ύλη. Είναι φανερό ότι σε μία διεργασία παραγωγής αιθανόλης είναι επιθυμητό να χρησιμοποιηθούν όλα τα σάκχαρα που έχουν παραχθεί από την προκατεργασία και που κυρίως αποτελούνται από εξόζες και πεντόζες. Στο προς ζύμωση υλικό υπάρχουν και αρκετοί παρεμποδιστές, που αποτελούνται κυρίως από οργανικά οξέα και φαινολικές ουσίες. Ο στόχος κάθε ζυμωτικής διεργασίας είναι να επιτευχθούν αποδόσεις σε αιθανόλη πλησίον της μέγιστης θεωρητικής απόδοσης, που είναι 0.51 g αιθανόλης ανά g σακχάρου, με μία ταυτόχρονη ογκομετρική παραγωγή αιθανόλης μεγαλύτερη από 2 g L-1  h-1. 

			Οι στοιχειομετρίες παραγωγής αιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά είναι οι ακόλουθες:

			Ημικυτταρίνη-Πεντοζάνη σε πεντόζη:
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			Kυτταρίνη-Eξοζάνη σε εξόζη:

			[image: ]

			Πεντόζη και εξόζη σε βιοαιθανόλη:

			[image: ]

			[image: ]

			Μια απόκλιση από τη θεωρητική απόδοση σε παραγωγή αιθανόλης είναι κανόνας μιας και οι αιθανολοπαραγωγοί μικροοργανισμοί χρησιμοποιούν ένα μέρος του υποστρώματος για κυτταρική αύξηση και διατήρηση. Για τους μικροοργανισμούς Escherichia coli και Saccharomyces cerevisiae το ποσό του υποστρώματος που χρησιμοποιούν για κυτταρική ανάπτυξη και διατήρηση είναι αντίστοιχα 0.054 και 0.018 g γλυκόζης/g ξηρής βιομάζας ανά ώρα ζύμωσης. 

			Λαμβάνοντας υπόψη τις παραπάνω στοιχειομετρίες και βασιζόμενοι σε μία μέση σύσταση της ξυλώδους βιομάζας, που θεωρητικά περιέχει 42% κυτταρίνη και 21% ημικυτταρίνη η μέγιστη θεωρητική απόδοση  σε αιθανόλη υπολογίζεται σε 0.32 g αιθανόλης ανά g ξύλου.
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			7. Αιθανολοπαραγωγοί μικροοργανισμοί 

			Πριν αναφερθούμε λεπτομερώς στους κυριότερους μικροοργανισμούς που χρησιμοποιούνται για την παραγωγή αιθανόλης κρίνεται απαραίτητη η καταγραφή των μικροβιακών μεταβολικών μονοπατιών που οδηγούν στην παραγωγή αιθανόλης και που απεικονίζονται στο Σχήμα 7.1 [1].
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			Σχήμα 7.1: Απεικόνιση των μεταβολικών μονοπατιών που οδηγούν στην παραγωγή αιθανόλης από διαφορετικούς μονοσακχαρίτες. Α Μονοπάτι φωσφορυλιωμένων πεντοζών, B Γλυκόλυση και C Μονοπάτι Entner-Doudoroff .

			7.1 Μικροβιακά μεταβολικά μονοπάτια

			7.1.1 Γλυκόλυση

			Η γλυκόλυση ή μονοπάτι ΕΜΡ (Embden-Meyerhof-Parnas) οδηγεί στη διάσπαση της γλυκόζης σε δύο μόρια πυροσταφυλικού οξέος. Το πρώτο βήμα της γλυκόλυσης είναι η φωσφορυλίωση της γλυκόζης σε 6-φωσφορική γλυκόζη (G-6P) από την εξωκινάση. Η 6-φωσφορική γλυκόζη μετατρέπεται σε 6-φωσφορική φρουκτόζη (Ρ-6Ρ) από την ισομεράση της φωσφορικής γλυκόζης και στη συνέχεια σε 1,6 διφωσφορική φρουκτόζη από τη φωσφοφρουκτοκινάση. Η πρώτη και η τρίτη αντίδραση είναι οι μόνες αντιδράσεις της γλυκόλυσης που χρησιμοποιούν ΑΤΡ και είναι μη αντιστρεπτές. Η διάσπαση της 1,6 διφωσφορικής φρουκτόζης σε φωσφορική διυδροξυακετόνη (DHAP) και 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη (GA-3P) από την αλδολάση είναι ένα από τα μονοπάτια-κλειδιά της γλυκόλυσης (π.χ. C6 σε 2 C3). Οι DHAP και GA-3P βρίσκονται σε ισορροπία. Καθώς η GA-3P χρησιμοποιείται στη γλυκόλυση, η DHAP μετατρέπεται συνεχώς σε GA-3P. Η τελευταία οξειδώνεται πρώτα με την προσθήκη ανόργανου φωσφόρου (Ρί), σε 1,3-διφωσφογλυκερικό οξύ (1,3-dP-GA) από τη αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης. Το 1,3-dP-GA παρέχει μια φωσφορική ομάδα για να δημιουργηθεί ΑΤΡ από το ADP και μετατρέπεται σε 3-φωσφογλυκερικό οξύ (3P-GA) από την κινάση του 3-φωσφογλυκερικού οξέος. Το 3P-GA μετατρέπεται περαιτέρω σε 2-φωσφογλυκερικό οξύ (2Ρ-GΑ) από τη μουτάση της φωσφογλυκερόλης. Το επόμενο βήμα είναι η αφυδάτωση του 2P-GA σε φωσφοενολοπυροσταφυλικό οξύ (ΡΕΡ) από την ενολάση. Το ΡΕΡ αποφωσφορυλιώνεται περαιτέρω σε πυροσταφυλικό οξύ (Pyr) από την κινάση του πυροσταφυλικού οξέος, με το σχηματισμό ενός ΑΤΡ. Οι αντιδράσεις μετά από τις DHAP και GA- 3Ρ, επαναλαμβάνονται δύο φορές κατά τη διάρκεια της γλυκόλυσης. 

			Το τελικό προϊόν, το πυροσταφυλικό οξύ, είναι ένας κομβικός μεταβολίτης του μεταβολισμού. Η καθαρή απόδοση της γλυκόλυσης είναι 2 µόρια ΑΤΡ/µόριο γλυκόζης υπό αναερόβιες συνθήκες ανάπτυξης. 

			Για τα περισσότερα ζωικά και φυτικά κύτταρα, η γλυκόλυση δεν είναι παρά ένα προοίμιο στο τελικό στάδιο του μεταβολισμού της γλυκόζης. Στην περίπτωση αυτή, το πυροσταφυλικό μεταφέρεται γρήγορα στο μιτοχόνδριο, όπου μετατρέπεται σε CO2 και ακετυλο-CοΑ, το οποίο στη συνέχεια οξειδώνεται πλήρως προς CO2 και H2Ο, παράγοντας το μεγαλύτερο ποσό της ενέργειας. Για πολλούς, ωστόσο, αναερόβιους ή προαιρετικά αναερόβιους οργανισμούς, όπως είναι και οι αιθανολοπαραγωγοί μικροοργανισμοί, οι οποίοι δεν χρησιμοποιούν μοριακό οξυγόνο και είναι σε θέση να αυξάνονται και να διαιρούνται χωρίς οξυγόνο, η κύρια πηγή ΑΤΡ είναι η γλυκόλυση. Σε αυτές τις αναερόβιες συνθήκες, το πυροσταφυλικό και τα ηλεκτρόνια του NADH παραμένουν στο κυτταροδιάλυμα. Το πυροσταφυλικό μετατρέπεται σε αιθανόλη και αποβάλλεται από το κύτταρο. Η παραγωγή της αιθανόλης είναι απαραίτητη υπό αναερόβιες συνθήκες, ώστε το NADH να αποδώσει τα ηλεκτρόνια του και να μετατραπεί ξανά σε NAD+. Η αναγέννηση του NAD+ είναι απαραίτητη για την συνεχή εξέλιξη των αντιδράσεων της γλυκόλυσης. Η αναερόβια παραγωγή ενέργειας, όπως αυτή που μόλις περιγράψαμε, αποκαλείται ζύμωση. 

			7.1.2 Μονοπάτι φωσφορυλιωμένων πεντοζών

			Το μονοπάτι φωσφορυλιωμένων πεντοζών που εμπλέκεται στον μεταβολισμό των υδατανθράκων είναι, σε αντίθεση με τη γλυκόλυση, ένα οξειδωτικό μονοπάτι. Σε αυτό το μονοπάτι η 6-φωσφορική γλυκόζη, η οποία προέρχεται από τη φωσφορυλίωση της γλυκόζης, μπορεί να αποικοδομηθεί σε διοξείδιο του άνθρακα, συνοδευόμενη από αναγωγή του NADP+ σε NADPH. 

			Για τον μεταβολισμό των πεντοζών, όπως είναι η ξυλόζη και η αραβινόζη, το μονοπάτι των φωσφορυλιωμένων πεντοζών είναι πολύ σημαντικό, μιας και από αυτό γίνεται η εισαγωγή τους στον κεντρικό μεταβολισμό υδατανθράκων, και συγκεκριμένα υπό τη μορφή της φωσφορυλιωμένης ξυλουλόζης. Στους ευκαρυωτικούς μικροοργανισμούς που μεταβολίζουν φυσικά την ξυλόζη, αυτή μετατρέπεται πρώτα σε ξυλιτόλη από το ένζυμο αναγωγάση της ξυλόζης και μετέπειτα σε ξυλουλόζη με το ένζυμο αφυδρογονάση της ξυλιτόλης. Κατόπιν, με την δράση της κινάσης της ξυλουλόζης, μετατρέπεται σε φωσφορυλιωμένη ξυλουλόζη και εισέρχεται στο μονοπάτι των φωσφορυλιωμένων πεντοζών. Στους προκαρυωτικούς μικροοργανισμούς που μεταβολίζουν φυσικά την ξυλόζη, αυτή μετατρέπεται απευθείας σε ξυλουλόζη με το ένζυμο ισομεράση της ξυλόζης. Κατόπιν, μετατρέπεται σε φωσφορυλιωμένη ξυλουλόζη με την δράση της κινάσης της ξυλουλόζης και εισέρχεται στο μονοπάτι των φωσφορυλιωμένων πεντοζών.

			Το μονοπάτι των φωσφορυλιωμένων πεντοζών αποτελείται: 1) από μια οξειδωτική φάση που έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή NADPH, CO2 και 5-φωσφορική-D-ριβουλόζη, 2) από μια μη-οξειδωτική φάση που αποτελείται από μια πολύπλοκη σειρά ενδομετατροπών των σακχάρων.

			Κατά την οξειδωτική φάση, αρχικά το ένζυμο αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης μετατρέπει την 6-φωσφορικη γλυκόζη σε 6-φωσφογλουκονογαλακτικό οξύ. Κατόπιν, το ένζυμο 6-φωσφογλουκονογαλακτάση μετατρέπει το 6-φωσφογλουκονογαλακτικό οξύ σε 6-φωσφογλουκονικό οξύ. Στη συνέχεια, η εξόζη αυτή αποκαρβοξυλιώνεται οξειδωτικά από το ένζυμο αφυδρογονάση του 6-φωσφογλουκονογαλακτικού οξέος και παράγεται η 5-φωσφορική ριβουλόζη. Το τελευταίο στάδιο στη σύνθεση της 5-φωσφορικής ριβόζης είναι η ισομερίωση της 5-φωσφορικής ριβουλόζης από την ισομεράση της φωσφορικής ριβόζης. Έτσι, για κάθε μόριο 6-φωσφορικής γλυκόζης που οξειδώνεται παράγονται 2 μόρια NADPH κι ένα μόριο 5-φωσφορικής ριβουλόζης. 

			Τα δυο παραγόμενα μόρια NADPH παίζουν σημαντικό ρόλο σε κύτταρα που χρειάζονται αναγωγική δύναμη για τις βιοσυνθετικές τους ανάγκες. Έτσι, σε αυτές τις περιπτώσεις, η 5-φωσφορική ριβουλόζη μετατρέπεται σε 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη και 6-φωσφορική φρουκτόζη απ’ όπου εισέρχονται στο μονοπάτι της γλυκόλυσης. 

			Το μονοπάτι των φωσφορυλιωμένων πεντοζών ρυθμίζεται από το επίπεδο του NADP+. Το ένζυμο αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης καταλύει μια αντιστρεπτή αντίδραση, η οποία αποτελεί και το κρίσιμο στάδιο ρύθμισης υπό φυσιολογικές συνθήκες. Τα NADP+ και NADPH δρουν ανταγωνιστικά σε σχέση με το ενεργό κέντρο του ενζύμου και η συγκέντρωσή τους καθορίζει τη ροή άνθρακα προς την γλυκόλυση ή το μονοπάτι των φωσφορυλιωμένων πεντοζών.

			7.1.3 Μονοπάτι Entner-Doudoroff

			Σε πολλά οξειδωτικά βακτήρια, καθώς και βακτήρια που μπορούν να ζυμώσουν σάκχαρα (Zymomonas), ο μεταβολισμός των σακχάρων συμβαίνει κυρίως μέσω του 6-φωσφογλυκονικού (6-PG) και της διάσπασης του σε πυροσταφυλικό και 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη που μεταβολίζεται ακολούθως από τα ένζυμα της γλυκόλυσης ώστε να αποδώσει ακόμα ένα μόριο πυροσταφυλικού. Έτσι, η γλυκόζη μετατρέπεται διαδοχικά σε 6-φωσφορική γλυκόζη, 6-φωσφογλυκονικό οξύ, το οποίο με τη δράση του ενζύμου αφυδατάση του 6-φωσφογλυκονικού οξέος μετατρέπεται σε 6-φωσφορο-2-κετο-3-δεοξυγλυκονικό οξύ (2-KDPG). Το τελευταίο με τη δράση του ενζύμου αλδολάση του 2-κετο-3-δεοξυγλυκοζοφωσφορικού οξέος, μετατρέπεται σε  πυροσταφυλικό και 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη. Η ενεργειακή απόδοση αυτού του μονοπατιού είναι ένα μόριο ATP και δύο μόρια NADPH ανά μόριο γλυκόζης. Αυτή η χαμηλή παραγωγή ενέργειας οδηγεί σε περισσότερη γλυκόζη στην παραγωγή αιθανόλης και λιγότερη στην παραγωγή μάζας κυττάρων, απ’ ότι στη γλυκόλυση, η οποία αποδίδει 2 μόρια ATP ανά μόριο γλυκόζης.  

			7.2 Οι κυριότεροι μικροοργανισμοί παραγωγής αιθανόλης

			Πολλοί μικροοργανισμοί είναι ικανοί να ζυμώσουν τις εξόζες και τις πεντόζες που είναι παρούσες στο υλικό που έχει προέλθει από την υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας. Θα επικεντρωθούμε στους 4 κυριότερους, τους προκαρυωτικούς μικροοργανισμούς Escherichia coli και Zymomonas mobilis και τους ευκαρυωτικούς Saccharomyces cerevisiae και Pichia stipitis.

			7.2.1 Saccharomyces cerevisiae

			Το μεγαλύτερο ποσοστό αιθανόλης που παράγεται σήμερα παγκοσμίως προέρχεται από διεργασίες ζύμωσης σακχάρων από τη ζύμη S. cerevisiae. Ο μικροοργανισμός αυτός ζυμώνει όλες τις εξόζες που προέρχονται από την λιγνινοκυτταρινούχο πρώτη ύλη και παράγει αιθανόλη  με απόδοση πλησίον της μέγιστης θεωρητικής απόδοσης που είναι 0,51g αιθανόλης ανά g γλυκόζης. Παρόλα αυτά, δεν μπορεί να ζυμώσει τις πεντόζες, που είναι το κύριο συστατικό σάκχαρο των ημικυτταρινών, και αυτό κάνει περιοριστική τη χρήση του για λιγνινοκυτταρινούχα υποστρώματα πλούσια σε ημικυτταρίνες.  

			Ο μικροοργανισμός S. cerevisiae εμφανίζει αρκετά από τα χαρακτηριστικά του Πίνακα 7.1, όπως μεγάλες αποδόσεις αιθανόλης και υψηλή παραγωγικότητα, υψηλή αντοχή σε αιθανόλη, αντοχή σε ΄΄σκληρές΄΄ συνθήκες διεργασιών, GRAS (Generally Recognized As Safe) status και αντοχή σε χαμηλές τιμές pH. Σε αναερόβιες συνθήκες μετατρέπει 1 mol γλυκόζης σε 2 mol αιθανόλης, το οποίο έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή 2 mol ATP και CO2, μέσω του γλυκολυτικού μονοπατιού (Σχήμα 7.1Β). 

			Για τη βιομηχανική παραγωγή αιθανόλης από σάκχαρα καλαμποκιού, οι ζυμώσεις με τον S. cerevisiae συνήθως διεξάγονται σε pH 5.0 και 30 οC.

			Λόγω της έλλειψης στη φύση ενός μικροοργανισμού ικανού να ζυμώνει αποτελεσματικά υποστρώματα προερχόμενα από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά, έχει δοθεί ιδιαίτερη έμφαση στην ΄΄κατασκευή΄΄ ενός αποτελεσματικού βιοκαταλύτη μέσω των τεχνικών της μεταβολικής μηχανικής. Ως Μεταβολική Μηχανική έχει οριστεί ΄΄η βελτίωση της παραγωγής ενός προϊόντος ή των ιδιοτήτων ενός κυττάρου μέσω της τροποποίησης μια συγκεκριμένης βιοχημικής αντίδρασης (-εων) ή την εισαγωγή νέας (-ων), με τεχνολογία ανασυνδυασμένου DNA.΄΄ Χρησιμοποιώντας τεχνικές μεταβολικής μηχανικής επιχειρήθηκε η εισαγωγή στο φυσικό γονιδίωμα του S. cerevisiae των γονιδίων που είναι υπεύθυνα για τον μεταβολισμό της ξυλόζης από ευκαρυωτικούς ή προκαρυωτικούς μικροοργανισμούς, τα οποία είναι ικανά να βιομετατρέπουν την ξυλόζη σε αιθανόλη.  

			Τα βιοχημικά μονοπάτια που εμπλέκονται στον μεταβολισμό της ξυλόζης είναι διαφορετικά για τoυς  ευκαρυωτικούς οργανισμούς όπως οι μύκητες και οι ζύμες, και τους προκαρυωτικούς, όπως τα εντερικά βακτήρια. Έτσι λοιπόν, στα βακτήρια, μια ισομεράση της ξυλόζης (ΧΙ) μετατρέπει την ξυλόζη σε ξυλουλόζη, η οποία αφού φωσφορυλιωθεί, μεταβολίζεται μέσω της οδού των φωσφορικών πεντοζών, όπως φαίνεται στο Σχήμα 7.1. Στις ζύμες, η ξυλόζη μετατρέπεται σε ξυλιτόλη και στη συνέχεια σε ξυλουλόζη μέσω αντιδράσεων που καταλύονται από μια αναγωγάση της ξυλόζης (ΧR) και μια αφυδρογoνάση της  ξυλιτόλης (XDH), αντίστοιχα (Σχήμα 7.1), με χρήση συνενζύμων NAD(P)H και NAD+, αντίστοιχα. Η ξυλουλόζη, αφού φωσφορυλιωθεί, μεταβολίζεται μέσω της οδού των φωσφορικών πεντοζών, όπως φαίνεται στο Σχήμα 7.1.

			Για να καταστεί δυνατή η ζύμωση της ξυλόζης, της κύριας πεντόζης της ημικυτταρίνης, από τον συγκεκριμένο μικροοργανισμό, έχουν ακολουθηθεί τρεις βασικές στρατηγικές: πρώτη, η εισαγωγή των γονιδίων της ισομεράσης της ξυλόζης βακτηριακής προέλευσης, δεύτερη, η εισαγωγή γονιδίων απαραίτητων για την κατανάλωση ξυλόζης από την ζύμη Pichia stipitis, και τρίτη, η εισαγωγή του γονιδίου της ισομεράσης της ξυλόζης μυκητιακής προέλευσης (από τον μύκητα Piromyces sp.) [2].

			
					Η εισαγωγή του γονιδίου της ισομεράσης της ξυλόζης βακτηριακής προέλευσης (από E. coli, Bacillus subtilis ή Thermus thermophilus) δεν οδήγησε στη ζύμωση της ξυλόζης. Αυτό σχετίζεται με παράγοντες, όπως είναι η διαφορά του pH στο εσωτερικό του κυττάρου του βακτηρίου και της ζύμης, η ακατάλληλη αναδίπλωση του ενζύμου, οι ακατάλληλες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, ο σχηματισμός διαμοριακών δισουλφιδικών γεφυρών και η απουσία ουσιωδών συνενζύμων ή ιόντων.

					Η εισαγωγή από Pichia stipitis του γονιδίου XYL1 (αναγωγάση της ξυλόζης) και XYL2 (αφυδρογονάση της ξυλιτόλης) επέτρεψε στο S. cerevisiae να αυξάνεται στην ξυλόζη και να παράγει αιθανόλη σε χαμηλές συγκεντρώσεις (1.6 g αιθανόλης/L παράχθηκαν από 21.7 g ξυλόζης/L). Ούτε η υπερέκφραση των XYL1+XYL2 ούτε και η χρωμοσωματική ενσωμάτωση αυτών των γονιδίων βελτίωσε σημαντικά τη ζύμωση της ξυλόζης. Η χαμηλή απόδοση σε αιθανόλη έχει σχετιστεί με: (α) την παραγωγή ξυλιτόλης, (β) ένα ανεπαρκές μονοπάτι φωσφορικών πεντοζών και/ή (γ) την αδυναμία των πεντοζών να ενεργοποιήσουν τα χαμηλότερα στάδια της γλυκόλυσης που είναι υπεύθυνα για την παραγωγή αιθανόλης. Η συσσώρευση ξυλιτόλης εξηγείται από την πιθανή ανισορροπία των συνενζύμων (NADPH/NAD+) στις δύο πρώτες αντιδράσεις που οδηγούν τον μεταβολισμό της ξυλόζης (Σχήμα 7.1Α). Το ανεπαρκές μονοπάτι φωσφορικών πεντοζών είναι αποτέλεσμα της ανισορροπίας στις ενεργότητες των ενζύμων, όπως της τρανσαλδολάσης (TAL) και της τρανσκετολάσης (TKL) (Σχήμα 7.1Α), που οδηγεί σε συσσώρευση ενδιάμεσων μεταβολιτών, όπως της σεδοεπτουλόζης-7-Φ, το οποίο αποτελεί υπόστρωμα για την τρανσαλδολάση. Από τη στιγμή που η γλυκεραλδεΰδη-3-Φ, ένας μεταβολίτης κλειδί στη γλυκόλυση, αναγεννάται και από το μονοπάτι φωσφορικών πεντοζών, ένα ανεπαρκές τέτοιο μεταβολικό μονοπάτι θα τροφοδοτήσει με χαμηλά επίπεδα γλυκεραλδεΰδης-3-Φ την γλυκόλυση και, κατά συνέπεια, θα μειώσει τα επίπεδα της παραγόμενης αιθανόλης.

					 Η πιο πρόσφατη εφαρμογή της μεταβολικής μηχανικής για τη δυνατότητα επιτυχημένης ζύμωσης της ξυλόζης από τη ζύμη S. cerevisiae, χωρίς μάλιστα την παραγωγή του παραπροϊόντος ξυλιτόλη, επιτεύχθηκε με την εισαγωγή του γονιδίου της ισομεράσης της ξυλόζης μυκητιακής προέλευσης (από τον μύκητα Piromyces sp.). Η δυνατότητα έκφρασης μιας μυκητιακής ισομεράσης της ξυλόζης, σε σχέση με αυτή της βακτηριακής προέλευσης που αναφέρθηκε παραπάνω, είχε σαν αποτέλεσμα τη λειτουργική έκφραση του ενζύμου που οδήγησε στην επιτυχή ζύμωση της ξυλόζης με μια απόδοση 0.43 g αιθανόλης ανά g ξυλόζης. Χρησιμοποιώντας το τροποποιημένο στέλεχος ζύμης, στελέχη αραβοσίτου προκατεργασμένα με διεργασία εκτόνωσης ατμού (190 οC, 5 min) αραιώθηκαν σε μια συγκέντρωση 150 g L-1 (επί ξηράς βάσης) και κατόπιν υδρολύθηκαν με 10 g κυτταρινασών (96 h στους 50 οC). Μετά την υδρόλυση, το διάλυμα σακχάρων περιείχε 40 g L-1 γλυκόζη, 9 g L-1 ξυλόζη και 4 g L-1 οξικό οξύ. Η απόδοση σε παραγωγή αιθανόλης ήταν 90% του θεωρητικού σε υπόστρωμα γλυκόζης και ξυλόζης. Πολύ σημαντικό ήταν ότι δεν παρατηρήθηκε παραγωγή ξυλιτόλης, καθώς και το γεγονός ότι η κατανάλωση ξυλόζης και εξόζης ήταν ταυτόχρονη. 

			

			7.2.2 Zymomonas mobilis

			Ο δεύτερος σημαντικός αιθανολοπαραγωγός μικροοργανισμός, είναι το βακτήριο Z. mobilis, ο οποίος χρησιμοποιείται στη βιομηχανία οινοπνευματωδών και έχει την ικανότητα να πραγματοποιεί ζυμώσεις σε pH 5 και θερμοκρασίες μεταξύ 30 και 40 0C. Μεταβολίζει τη γλυκόζη μέσω του μονοπατιού Entner-Doudoroff (ED, Σχήμα 7.1C) το οποίο ανά 1 mol γλυκόζης αποδίδει 2 mol πυροσταφυλικού, παράγοντας 1 mol ATP [3]. Για να μπορέσει να επιβιώσει με τόσο μικρή ενεργειακή απόδοση, ο μεταβολισμός του μικροοργανισμού επιταχύνεται τρομερά. Για αυτό το λόγο, ο Z. mobilis κατέχει υψηλότατα επίπεδα ενεργότητας γλυκολυτικών και αιθανολοπαραγωγών ενζύμων, με αποτέλεσμα εξαιρετικές αποδόσεις αιθανόλης που προσεγγίζουν την τιμή της θεωρητικής απόδοσης (0.47 g αιθανόλης ανά g γλυκόζης) και υψηλή ογκομετρική παραγωγικότητα (μεγαλύτερη από 3 g L-1 hr-1) [4].

			Ο μικροοργανισμός αυτός δεν έχει την ικανότητα να ζυμώνει τις πεντόζες έτσι, όπως και για τον S. cerevisiae, έχουν εφαρμοστεί στρατηγικές εισαγωγής γονιδίων που ευθύνονται για την αποτελεσματική ζύμωση της ξυλόζης. 

			Σχετικά με την κατανάλωση της ξυλόζης, εφαρμόστηκε η εισαγωγή των ακόλουθων γονιδίων που ανήκουν στο βακτήριο E. coli, xylA (κωδικοποιεί το ένζυμο ισομεράση της ξυλόζης) και xylB (κωδικοποιεί το ένζυμο ξυλουλοκινάση) και που είναι υπεύθυνα για την εισαγωγή της ξυλόζης στο μονοπάτι των φωσφορυλιωμένων πεντοζών (Σχήμα 7.1Α), με την ταυτόχρονη εισαγωγή των γονιδίων talΒ (κωδικοποιεί την τρανσαλδολάση) και tktA (κωδικοποιεί την τρανσκετολάση), τα οποία ενισχύουν την αποδοτικότητα του μονοπατιού των φωσφορυλιωμένων πεντοζών (Σχήμα 7.1Α). Το τροποποιημένο στέλεχος του Z. mobilis CP4(pZB5) αναπτύχθηκε σε ξυλόζη και παρήγαγε αιθανόλη με απόδοση 0.46 g αιθανόλης ανά g ξυλόζης και ογκομετρική παραγωγικότητα 0.57 g L-1 hr-1.  

			7.2.3 Escherichia coli

			Ο E. coli έχει τη φυσική ικανότητα να καταναλώνει ένα μεγάλο εύρος υποστρωμάτων, μετατρέποντας εξόζες (γλυκόζη, μαννόζη, γαλακτόζη, φρουκτόζη), πεντόζες (ξυλόζη και αραβινόζη) και ουρονικά οξέα (γαλακτουρονικό οξύ, γλουκουρονικό οξύ) στον κεντρικό μεταβολίτη το πυροσταφυλικό. Αυτός ο μεταβολίτης μετατρέπεται ακολούθως σε ένα μίγμα αποτελούμενο από σχεδόν ίσα μέρη αιθανόλης, οξικού, γαλακτικού και φορμικού (H2O και CO2). Κατά κανόνα, οι ζυμώσεις γίνονται σε pH 7 και θερμοκρασίες μεταξύ 30 και 35 οC. Η παρουσία οργανικών οξέων, όπως είναι το οξικό και το γαλακτικό οξύ, στο τελικό ζυμωτικό υλικό ταυτόχρονα με την αιθανόλη, κάνει την χρησιμοποίηση του E. coli μια μη ελκυστική επιλογή για την παραγωγή αιθανόλης. Επίσης οι αποδόσεις παραγωγής αιθανόλης είναι χαμηλότερες από 0.2 g ανά g σακχάρων (γλυκόζης ή ξυλόζης). Η κύρια στρατηγική για την αύξηση της παραγωγής αιθανόλης από τον E. coli, με στόχο να καταστεί κατάλληλος για διεργασίες χρησιμοποίησης λιγνινοκυτταρινούχων υλικών σαν πρώτες ύλες για την παραγωγή αιθανόλης, ήταν να στραφούν οι ροές άνθρακα προς την παραγωγή αιθανόλης, σε βάρος εκείνων των ροών που οδηγούσαν στην παραγωγή παραπροϊόντων, όπως το οξικό και γαλακτικό [5]. Αυτό επιτεύχθηκε με την εισαγωγή των γονιδίων pdc και adhB που κωδικοποιούν δύο ένζυμα που βρίσκονται στο τέλος της αλυσίδας της παραγωγής αιθανόλης, την αφυδρογονάση της αιθανόλης και την αποκαρβοξυλάση του πυροσταφυλικού, από τον Z. mobilis.  Έτσι, ενισχύθηκε ο E. coli με ένζυμα που ενισχύουν τη ροή άνθρακα προς την αιθανόλη με την εισαγωγή γονιδίων από έναν μικροοργανισμό που όπως αναφέρθηκε παραπάνω, έχει υψηλότατες ενεργότητες αιθανολοπαραγωγών ενζύμων. Τα τροποποιημένα στελέχη που προέκυψαν ήταν ικανά να ζυμώνουν τα βασικά σάκχαρα που είναι παρόντα στα λιγνινοκυτταρινούχα με απόδοση σε αιθανόλη μεγαλύτερη από 85%. Για παράδειγμα, επιτεύχθηκε απόδοση 88% (0.85 g/L ανά h, 0.45 g αιθανόλης/g σακχάρων που καταναλώθηκαν) σε ένα λιγνινοκυτταρινούχο υδρόλυμα που περιείχε 90 g σακχάρων/L.

			7.2.4 Pichia stipitis

			Το ενδιαφέρον για τη ζύμη P. stipitis ξεκίνησε λόγω της ικανότητας του μικροοργανισμού να μεταβολίζει εκτός από τη γλυκόζη, και τη ξυλόζη. Το μειονέκτημα της διεργασίας παραγωγής αιθανόλης από αυτόν τον μικροοργανισμό είναι ότι παρεμποδίζεται από τις ουσίες που σχηματίζονται κατά την διάρκεια της προκατεργασίας και υδρόλυσης των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών, καθώς και το γεγονός ότι για τον συμμεταβολισμό της γλυκόζης και ξυλόζης απαιτούνται μικροαερόβιες συνθήκες. Για μια βιομηχανική ζυμωτική διεργασία παραγωγής αιθανόλης όπου οι συνθήκες ελέγχου του αερισμού είναι δύσκολες, είναι επιθυμητή η αναερόβια παραγωγή αιθανόλης. Η στρατηγική που ακολουθήθηκε ήταν η εισαγωγή του γονιδίου URA1 από τον S. cerevisiae το οποίο κωδικοποιεί το ένζυμο αφυδρογονάση του διυδροοροτικού οξέος. Το ένζυμο αυτό χρησιμοποιεί το φουμαρικό οξύ σαν εναλλακτικό δέκτη των ηλεκτρονίων αντί του οξυγόνου. Έτσι, η ανασυνδυασμένη ζύμη μπόρεσε να αναπτυχθεί αναερόβια μεταβολίζοντας τη γλυκόζη και την ξυλόζη.  

			Συνοψίζοντας, μπορούμε να συμπεράνουμε ότι λόγω της μακροχρόνιας παράδοσης της χρησιμοποίησης του S. cerevisiae στις βιομηχανικές διεργασίες παραγωγής αιθανόλης, ο μικροοργανισμός αυτός συνεχίζει να θεωρείται ο βασικός αιθανολοπαραγωγός μικροοργανισμός, ενώ πιο αποτελεσματική ζύμωση της ξυλόζης επιτυγχάνεται από τους μικροοργανισμούς E. coli και Z. mobilis. 

			7.3 Επιθυμητά χαρακτηριστικά αιθανολοπαραγωγών μικροοργανισμών

			Ο μικροοργανισμός που θα χρησιμοποιηθεί στη διεργασία παραγωγής αιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα πρέπει να έχει όσο το δυνατόν περισσότερα από τα χαρακτηριστικά που αναφέρονται στον Πίνακα 7.1 και που απεικονίζουν τα χαρακτηριστικά του ιδανικού μικροοργανισμού που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για αυτή την διεργασία.  
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			Πίνακας 7.1: Επιθυμητά χαρακτηριστικά ενός μικροοργανισμού που θα χρησιμοποιηθεί για την αποτελεσματική βιομετατροπή των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών σε αιθανόλη.

			7.3.1 Ελαχιστοποίηση της παραγωγής παραπροϊόντων

			Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 7.1, εκτός από τη δυνατότητα μεταβολισμού της γλυκόζης και της ξυλόζης, ένας μικροοργανισμός πρέπει να παράγει όσο το δυνατόν λιγότερα παραπροϊόντα.

			Ένα γνωστό παραπροϊόν κατά την αλκοολική ζύμωση είναι η γλυκερόλη. Κατά την παραγωγή της κυτταρικής βιομάζας, υπάρχει μια ισοζυγισμένη μετατροπή του συνενζύμου NAD+ σε NADH. Από τη στιγμή που η αναπνοή δεν είναι λειτουργικά εφικτή κάτω από αναερόβιες συνθήκες, ο μόνος δρόμος για τον επανασχηματισμό του NAD+ είναι μέσω του σχηματισμού γλυκερόλης. Έτσι, η τριφωσφορική γλυκεραλδεΰδη μετατρέπεται σε διυδροξυακετόνη-Φ, εν συνεχεία σε τριφωσφορική γλυκερόλη και τελικά σε γλυκερόλη (Σχήμα 7.1). Υπάρχουν δύο γονίδια, τα GPd1 και GPd2, που κωδικοποιούν την αφυδρογονάση της τριφωσφορικής γλυκεραλδεΰδης, το ένζυμο που αναγεννά το NAD+ από το NADH, καθώς μετατρέπει την μονοφωσφορική διυδροξυακετόνη σε τριφωσφορική γλυκερόλη, αλλά το GPd2 είναι το πιο σημαντικό για το σχηματισμό γλυκερόλης. 

			Έχουν αναφερθεί δυο επιτυχημένες προσπάθειες μείωσης του σχηματισμού παραπροϊόντων στην παραγωγή αιθανόλης. Στην πρώτη, αναπτύχθηκε μια GPd2-μετάλλαξη του S. cerevisiae κάτω από αναερόβιες συνθήκες έχοντας 40% μειωμένα επίπεδα γλυκερόλης (συσχετιζόμενο με την ποσότητα του υποστρώματος που καταναλώθηκε) και κατά 8% υψηλότερη απόδοση σε αιθανόλη, συγκρινόμενο με το μη τροποποιημένο στέλεχος, αλλά και 45% μικρότερο ειδικό ρυθμό ανάπτυξης. Σε μια δεύτερη προσπάθεια για μείωση του σχηματισμού γλυκερόλης, ο οξειδοαναγωγικός μεταβολισμός τροποποιήθηκε, αλλάζοντας τις απαιτήσεις ως προς τα συνένζυμα που σχετίζονται με την αφομοίωση της αμμωνίας. Η αφυδρογονάση του γλουταμικού, ένα ένζυμο κλειδί που αποτελεί τον συνδετικό κρίκο του μεταβολισμού των υδατανθράκων και του αζώτου, εμπεριέχει  ισοένζυμα που κωδικοποιούνται από τα γονίδια GPd1 και GPd2. Η αφυδρογονάση του γλουταμικού καταλύει την ενσωμάτωση της NH4+ στο α-κετογλουταρικό, το οποίο καταλήγει στο L-γλουταμικό. Τα GPd1 και GPd2 απαιτούν NADPH και NADH, αντίστοιχα, ως συνένζυμα. Από τη στιγμή που ο σχηματισμός βιομάζας ΄΄γεννά΄΄ ένα πλεόνασμα NADH, αυτό το συνένζυμο μπορεί να επαναχρησιμοποιηθεί μέσω της αφομοίωσης της αμμωνίας, υπό την προϋπόθεση ότι η  παραγωγή γλουταμικού περιορίζεται από το ισοένζυμο Gdh2, το οποίο καταναλώνει αποκλειστικά NADH. Κατά αυτόν τον τρόπο, η καθαρή (net) συσσώρευση του NADH κατά τον σχηματισμό της βιομάζας θα μειωθεί και η ανάγκη για επανοξείδωση αυτού του συνενζύμου, μέσω της παραγωγής γλυκερόλης, θα μειωθεί. Εφαρμόζοντας αυτή τη στρατηγική, η παραγωγή NADH που σχετίζεται με τον σχηματισμό βιομάζας, μειώθηκε δραστικά, με αποτέλεσμα την κατά 40% μείωση της απόδοσης γλυκερόλης.

			7.3.2 Αυξημένη αντοχή στην αιθανόλη

			Για προϊόντα με χαμηλή τιμή όπως είναι η αιθανόλη, η παραγωγή ενός τελικού προϊόντος με υψηλή συγκέντρωση αιθανόλης είναι καθοριστική για την οικονομία της διεργασίας. Η ανθεκτικότητα στις υψηλές συγκεντρώσεις των αιθανολοπαραγωγών μικροοργανισμών έχει άμεση σχέση με το είδος των λιπιδίων στην κυτταρική μεμβράνη των μικροοργανισμών. Έτσι, οι δύο αιθανολοπαραγωγοί μικροοργανισμοί, ο S. cerevisiae και η P. stipitis, εμφανίζουν ιδιόμορφα χαρακτηριστικά στις δομές των μεμβρανών τους. Η μεμβράνη του S. cerevisiae είναι πλούσια σε στερόλες, ενώ η μεμβράνη της P. stipitis είναι ιδιαίτερα πλούσια στο λιπαρό οξύ cis-βακενικό οξύ, όπως επίσης και σε συστατικά γνωστά ως χοπανοϊδή (ανάλογα των στερολών). Ο S. cerevisiae παρουσιάζει ανθεκτικότητα στην αιθανόλη σε συγκεντρώσεις εώς και 21% (w/v), ενώ η P. stipitis αντέχει έως και 12% (w/v).

			Εκτός από τη σύσταση της κυτταρικής μεμβράνης, παράγοντες όπως η ενεργότητα των ενζύμων ATPαση (στη μεμβράνη του πλάσματος) και δισμουτάση του υπεροξειδίου, όπως και η ικανότητα του στελέχους να παράγει τρεχαλόζη, συμβάλουν στην ανθεκτικότητα που παρουσιάζουν οι ζύμες στην αιθανόλη.  

			7.3.3 Αυξημένη αντοχή σε ουσίες που δρουν ως παρεμποδιστές

			Για να επιτευχθεί η απελευθέρωση των σακχάρων από τα κλάσματα της ημικυτταρίνης και της κυτταρίνης που περιέχονται στα λιγνινοκυτταρινούχα υλικά, είναι απαραίτητη η προκατεργασία με μεθόδους που έχουν περιγραφεί στο Κεφάλαιο 5. Δεδομένης της πολύπλοκης δομής των λιγνινοκυτταρινούχων, τέτοιες διεργασίες μπορεί να αποδειχθούν ιδιαίτερα έντονες, απαιτώντας αρκετά υψηλές θερμοκρασίες και/ή την προσθήκη χημικών. Εφαρμόζοντας αυτές τις τεχνικές, θα παραχθούν και άλλα συστατικά εκτός από τα σάκχαρα, τα οποία και μπορούν να επηρεάσουν τη ζύμωση των λιγνινοκυτταρινούχων, ανάλογα με την ευαισθησία που έχει ο μικροοργανισμός σε τέτοιες ενώσεις. Τα επίπεδα των παρεμποδιστών που θα είναι παρόντα στο τελικό προς ζύμωση υλικό, εξαρτάται από παράγοντες όπως την πηγή της λιγνινοκυτταρίνης, το ποσό των στερεών σωματιδίων στον βιοαντιδραστήρα, αλλά και τις συνθήκες προκατεργασίας, όπως είναι ο χρόνος, η θερμοκρασία και η συγκέντρωση χημικών. Ουσίες που υπάρχουν στα υδρολύματα και που δρουν παρεμποδιστικά μπορούν να προέλθουν από: (α) την αποικοδόμηση των σακχάρων (φουρφουράλη από τις πεντόζες, υδροξυλομεθυλοφουρφουράλη από τις εξόζες), (β) ουσίες που απελευθερώνονται κατά την προκατεργασία (οξικό οξύ, φορμικό οξύ), (γ) προϊόντα αποικοδόμησης της λιγνίνης (λιγνινόλες και άλλες φαινολικές αλκοόλες, οξέα και αλδεΰδες), (δ) ανόργανες ουσίες από τον αντιδραστήρα προκατεργασίας .

			Οι παρεμποδιστές επιδρούν σε ολόκληρη τη φυσιολογία του κυττάρου και συχνά οδηγούν στη μείωση της βιωσιμότητας, της απόδοσης σε αιθανόλη, αλλά και της παραγωγικότητάς τους. Για να αντιμετωπιστούν οι ουσίες που δρουν παρεμποδιστικά και βρίσκονται στα λιγνινοκυτταρινούχα υδρολύματα, εφαρμόζονται διαφορετικές αποτρεπτικές τεχνικές όπως: (1) χρήση λιγότερο ΄΄έντονων΄΄ διεργασιών με στόχο τον μικρότερο σχηματισμό παρεμποδιστών (π.χ. προσθήκη SO2 στην κατεργασία με ατμό θα ελαχιστοποιήσει την παραγωγή τέτοιων ουσιών), (2) χημική αποτοξίνωση (π.χ. με Ca(OH)2), (3) κατάλληλες συνθήκες ζύμωσης, για παράδειγμα, λειτουργίες διαλείποντος έργου, (4) χρήση ενζύμων (π.χ. η χρήση της λακκάσης αναγνωρίστηκε σαν μια πολύ αποτελεσματική μέθοδο απομάκρυνσης τοξικών ουσιών) και (5) χρησιμοποίηση στελεχών ανθεκτικών στην παρουσία παρεμποδιστών.

			7.3.4 Ικανότητα ταυτόχρονης κατανάλωσης των σακχάρων

			Σε μία εργοστασιακή βιοδιεργασία παραγωγής αιθανόλης, είναι επιθυμητή η ταυτόχρονη κατανάλωση των υπαρχόντων σακχάρων (εξόζες και πεντόζες). Αυτό θα είχε σαν αποτέλεσμα τη μείωση του χρόνου καλλιέργειας, βελτιώνοντας έτσι την ογκομετρική παραγωγικότητα. Αλλά η ανάπτυξη των περισσοτέρων μικροοργανισμών είναι διαυξική, που σημαίνει ότι κατά την ανάπτυξη τους σε μίγμα σακχάρων, η κατανάλωση των άλλων σακχάρων ξεκινά μετά την κατανάλωση της γλυκόζης. Αυτό το φαινόμενο είναι γνωστό ως καταστολή της γλυκόζης. Τα πλεονεκτήματα της χρήσης στελεχών S. cerevisiae απελευθερωμένων από τον καταβολισμό της γλυκόζης, έχουν μελετηθεί ως προς την κατανάλωση της σουκρόζης, της γαλακτόζης και της μαλτόζης με πολύ καλά αποτελέσματα. 
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			8. Εφαρμοσμένες εμπορικές διεργασίες παραγωγής αιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχο Βιομάζα 

			8.1 Παραδείγματα βιομηχανικής παραγωγής βιοαιθανόλης 2ης γενιάς

			Η καλύτερη απάντηση σ’ αυτούς που αμφισβητούν την προοπτική εμπορικής παραγωγής βιοαιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά είναι η καταγραφή των επενδυτικών προσπαθειών σ’ αυτό το πεδίο:

			Abengoa Bioenergy

			Η εταιρεία Abengoa Bioenergy Biomass of Kansas, LLC (Hugoton, Kansas, United States) κατασκευάζει εργοστάσιο παραγωγής αιθανόλης από άχυρο σίτου, στελέχη αραβοσίτου και switch grass δυναμικότητας παραγωγής 34000 τόνων αιθανόλης ετησίως την οποία θα προκατεργάζεται με έκρηξη ατμού. Στη μονάδα αυτή θα υπάρχει δυνατότητα εκμετάλλευσης και του ημικυτταρινούχου κλάσματος έτσι τα ρεύματα ημικυτταρίνης και κυτταρίνης θα επεξεργάζονται σε χωριστούς αντιδραστήρες και στη συνέχεια θα ζυμώνονται από διαφορετικούς μικροοργανισμούς, ο καθένας από τους οποίους θα μπορεί να ζυμώνει είτε τις εξόζες είτε τις πεντόζες. Η μονάδα θα τροφοδοτείται με ενέργεια που παράγεται απο την αεροποίηση της βιομάζας. 

			BBI BioVentures LLC

			Η εταιρεία BBI BioVentures LLC (Denver, Colorado, United States) κατασκευάζει εργοστάσιο παραγωγής αιθανόλης απο λιγνινοκυτταρινούχες πρώτες ύλες με προβλεπόμενη ετήσια παραγωγή 13000 τόνους.

			Borregaard Industries LTD

			Η εταιρεία Borregaard Industries LTD (Sarpsborg, Norway) παράγει ετησίως 15800 τόνους αιθανόλης απο υγρά απόβλητα παραγωγής χαρτομάζας απο ελάτη μετά απο επεξεργασία με διθειώδες ασβέστιο. Η ημικυτταρίνη της πρώτης ύλης που κυρίως περιέχεται στα υγρά απόβλητα υδρολύεται σε διάφορα σάκχαρα κατα τη διάρκεια της κατεργασίας και μετέπειτα ζυμώνονται σε αιθανόλη. Από 1000 τόνους ελάτης παράγονται 50 τόνοι αιθανόλης. Βέβαια, η διεργασία αυτή συνδιάζεται με την παράλληλη παραγωγή 400 τόνων κυτταρίνης, 400 τόνων λιγνίνης και 3 τόνων βανιλλίνης. 

			Frontier Renewable Resources

			Η εταιρεία Frontier Renewable Resources (Kincheloe, Michigan, United States) κατασκευάζει εργοστάσιο παραγωγής αιθανόλης που θα χρησιμοποιεί ως πρώτες ύλες αγροτοβιομηχανικά παραπροϊόντα καθώς και τεμαχίδια ξύλου ετήσιας δυναμικότητας ٦٠٠٠٠ τόνων. Η διεργασία παραγωγής αιθανόλης βασίζεται στην ενοποιημένη βιοδιεργασία (Consolidated Bioprocessing) όπου βελτιωμένα βακτήρια και ζύμες μέσω τεχνικών μεταβολικής μηχανικής έχουν την δυνατότητα να παράγουν τα κατάλληλα ένζυμα για την υδρόλυση της κυτταρίνης και ημικυτταρίνης αλλά και να ζυμώσουν τις παραγόμενες εξόζες και πεντόζες. 

			Iogen Corp.

			Η Καναδέζικη εταιρεία Iogen (Birch Hills, Saskatchewan, Canada) παράγει αιθανόλη από βιομάζα άχυρου σίτου, βρώμης και κριθής, την οποία προκατεργάζεται με έκρηξη ατμού. Η διεργασία που ακολουθείται είναι της Διακριτής Σακχαροποίησης και Ζύμωσης (SHF). Τα ρεύματα ημικυτταρίνης και κυτταρίνης επεξεργάζονται ενζυμικά σε χωριστούς αντιδραστήρες και στη συνέχεια ζυμώνονται από διαφορετικούς μικροοργανισμούς (ζύμες), ο καθένας από τους οποίους μπορεί να ζυμώνει είτε τις εξόζες είτε τις πεντόζες. Με αυτή τη διεργασία παράγονται περίπου 70000 τόνοι αιθανόλης ετησίως με μια απόδοση περίπου 340 λίτρων αιθανόλης ανά τόνο λιγνινοκυτταρινούχου πρώτης ύλης, ενώ η λιγνίνη της χρησιμοποιούμενης βιομάζας χρησιμοποιείται για να τροφοδοτήσει τη διεργασία με ατμό και ηλεκτρισμό. Επίσης είναι πολύ βασικό ότι η Iogen παράγει όλα τα ένζυμα που χρησιμοποιεί.

			Mossil & Ghisolfi - Chemtex

			Η εταιρεία Mossi & Ghisolfi – Chemtex (Crescentino, Vercelli, Italy) κατασκευάζει εργοστάσιο παραγωγής αιθανόλης που θα χρησιμοποιεί σαν πρώτη ύλη άχυρο σίτου, Arundo donax, και άλλες τοπικές λιγνινοκυτταρινούχες πρώτες ύλες. Η ετήσια παραγωγή υπολογίζεται σε 40000 τόνους. Η διεργασία που θα χρησιμοποιηθεί βασίζεται στην χρησιμοποίηση υψηλών συγκεντρώσεων βιομάζας που ρευστοποιούνται με ενζυμική κατεργασία, στη ζύμωση των εξοζών και των πεντοζών καθώς και στη χρήση της λιγνίνης για τον ενεργειακό εφοδιασμό του εργοστασίου.

			POET

			Η εταιρεία POET (Emmetsburg, Iowa, United States) κατασκευάζει εργοστάσιο παραγωγής αιθανόλης που θα χρησιμοποιεί σαν πρώτες ύλες, άξονες από σπάδικες αραβοσίτου καθώς και στελέχη και φύλλα αραβοσίτου.  Η ετήσια παραγωγή υπολογίζεται σε 40000 τόνους και έναρξη της λειτουργίας του έχει ανακοινωθεί για το 2016. Το υπόλειμμα της ζύμωσης θα υποστεί αναερόβια χώνευση με σκοπό την παραγωγή βιοαερίου που θα τροφοδοτήσει ενεργειακά τις εγκαταστάσεις του εργοστασίου.  

			8.2 Συμπεράσματα-μελλοντικοί στόχοι

			Παρά τη αίσθηση του επείγοντος, και την πρόοδο που σημειώνεται τα τελευταία χρόνια, μερικές κρίσιμες ανησυχίες διατυπώνονται σχετικά με την εμπορευματοποίηση της παραγωγής βιοαιθανόλης δεύτερης γενιάς. Οι κύριες ερωτήσεις που διατυπώνονται είναι πόσο ακριβότερα είναι τα βιοκαύσιμα δεύτερης γενιάς έναντι των βιοκαυσίμων πρώτης γενιάς και των ορυκτών καυσίμων; Ποιές πολιτικές αποφάσεις θα απαιτούνταν για να τα κάνουν ανταγωνιστικά με τα ορυκτά καύσιμα; Ποιό επίπεδο επένδυσης στην έρευνα και την ανάπτυξη θα απαιτούταν για να επιδοτήσει τις δαπάνες τους έτσι ώστε να μπορούν να ανταγωνιστούν με τα αντίστοιχα ορυκτά καύσιμα;

			Με βάση την παρούσα τεχνολογία, τα βιοκαύσιμα δεύτερης γενιάς παράγονται με ενα υψηλό κόστος, 2-3 φορές μεγαλύτερο απο εκείνο της παραγωγής αιθανόλης πρώτης γενιάς απο άμυλο καθώς και από το κόστος παραγωγής βενζίνης. Το τρέχον κόστος της παραγωγής ενός λίτρου αιθανόλης απο λιγνινοκυτταρινούχα υλικά είναι 0,30-0,45 € με στόχο μεχρι του τέλους του 2012 να σταθεροποιηθεί σε ένα κόστος κάτω απο τα 0,26 €/L (Energy Efficiency and Renewable Energy (EERE), 2009),  ενώ περίπου το 40% του κόστους αυτού οφείλεται στην προμήθεια της λιγνινοκυτταρινούχου πρώτης ύλης σε αντίθεση με τα βιοκαύσιμα πρώτης γενιάς οπου εκεί το κόστος της πρώτης ύλης αποτελεί έως και το 70% του συνολικού κόστους (International Energy Agency (IEA), 2008). Έτσι είναι φανερό ότι όταν συγκρίνονται μόνο βάσει του κόστους παραγωγής (δηλ., αποκλείοντας τις επιπτώσεις στη κοινωνία) θα μπορούσε να συμπεράνει κάποιος ότι είναι ακόμα πάρα πολύ ακριβά συγκρινόμενα με τα απολιθωμένα καύσιμα που θα μπορούσαν να αντικαταστήσουν. Αλλά όταν συνυπολογιστούν όλοι οι παράγοντες, συμπεριλαμβανομένου των προοπτικών και των δυνατοτήτων της Βιοτεχνολογίας, που δίνουν τη δυνατότητα επενδύσεων σε διεργασίες έρευνας και τεχνολογίας, τότε αυτοί επιτρέπουν την προοπτική παραγωγής βιοκαυσίμων δεύτερης γενιάς. Υπό αυτό το πρίσμα μια σημαντική ερώτηση θα ήταν, ποιά είναι η προτεραιότητα για τη μείωση δαπανών παραγωγής τους: η πρώτη ύλη ή τo κόστος της μετατροπής; Για τα βιοκαύσιμα δεύτερης γενιάς το κόστος της μετατροπής αποτελεί τη βασική δαπάνη ενώ για εκείνα της πρώτης γενιάς το κόστος της πρώτης ύλης είναι η βασική παράμετρος που επιβαρύνει την τελική τιμή. Έτσι διαφαίνεται ότι το κόστος της προκατεργασία και κυρίως εκείνο της προμήθειας των ενζύμων που απαιτούνται για την υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας αποτελεί και τον κρίσιμο παράγοντα που θα επιτρέψει τη μετάβαση απο την παραγωγή βιοκαυσίμων πρώτης γενιάς σε εκείνη της παραγωγής βιοκαυσίμων δεύτερης γενεάς. Βέβαια πρέπει να σημειωθεί οτι τα τελευταία χρόνια το κόστος των ενζύμων έχει ελαττωθεί κατα τουλάχιστον δέκα φορές και αυτό είναι αποτέλεσμα των συντονισμένων ερευνητικών διεργασιών των μεγάλων βιομηχανιών παραγωγής ενζύμων σε συνεργασία βέβαια και με την παγκόσμια ερευνητική και ακαδημαϊκή κοινότητα. Η περιορισμένη επίσης δυνατότητα των βιοκαυσίμων πρώτης γενιάς να αντικαταστήσουν τα ορυκτά καύσιμα λόγω και του ανταγωνισμού για τη διαθεσιμότητα της πρώτης ύλης με τη βιομηχανία τροφίμων επιτείνει την αναγκαιότητα για τη μετάβαση προς τα βιοκαύσιμα δεύτερης γενιάς. 

			Λαμβάνοντας υπόψιν τη τρέχουσα κατάσταση της τεχνολογίας, και την αβεβαιότητα που ισχύει για τις μελλοντικές σημαντικές ανακαλύψεις που θα έκαναν ενδεχομένως μερικά βιοκαύσιμα δεύτερης γενιάς ανταγωνιστικά, πρέπει να υπάρξει ένα πολιτικό πλαίσιο που θα προωθήσει και θα ενισχύσει την παραγωγή βιοκαυσίμων. Αυτό πρέπει να συνδυάζει τη αγροτική ανάπτυξη, την προστασία του κλίματος καθώς και την δυνατότητα της ενεργειακή παροχής.  Είναι σημαντικό όπως αναλύθηκε στη παράγραφο 2.4 ότι η Ευρωπαϊκή Ένωση εκδίδοντας τις Οδηγίες 2009/28/ΕΚ, 2009/30/ΕΚ, επιβάλλοντας πλέον αυστηρά κριτήρια αειφορίας στη παραγωγή βιοκαυσίμων, επιβάλλει πολιτικά τη μελλοντική παραγωγή βιοαιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα.

		

	
		
			9. Παραγωγή βιοντήζελ 

			9.1 Τι είναι το βιοντήζελ

			Το βιοντήζελ, όπως αναφέρθηκε και στο Κεφάλαιο 1, είναι ένα μη ορυκτό υγρό καύσιμο αποτελoύμενο από αλκυλεστέρες (μέθυλο ή αίθυλο) λιπαρών οξέων, οι οποίοι προέρχονται από τη μετεστεροποίηση ζωικών ή φυτικών λιπών και ελαίων. Το βιοντήζελ μπορεί να χρησιμοποιηθεί είτε μόνο του είτε σε μίξη με το συμβατικό ντήζελ σε κλασικούς μη τροποποιημένους ντήζελοκινητήρες. 

			Το βιοντήζελ είναι βιοδιασπώμενο και μη τοξικό καύσιμο και τυπικά εκλύει στον κύκλο ζωής του περίπου 60% λιγότερο CO2 σε σχέση με το πετροντήζελ (βιομηχανικός όρος του ντήζελ που παράγεται από το πετρέλαιο), αφού εκμεταλλεύεται το ατμοσφαιρικό CO2, το οποίο μέσω της φωτοσύνθεσης έχει δεσμευτεί αρχικά στα φυτά από τα οποία παράγεται. Η καύση του βιοντήζελ παράγει 67% λιγότερη αιθαλομίχλη από το συμβατικό ντήζελ, ενώ αντίθετα οι εκπομπές οξειδίων του αζώτου (NOx) είναι αυξημένες κατά 10%.

			9.1.1 Χαρακτηριστικά του βιοντήζελ

			Το βιοντήζελ είναι υγρό το οποίο ποικίλλει σε χρώματα, ανάλογα με την πρώτη ύλη που έχει χρησιμοποιηθεί για την παρασκευή του (από χρυσαφί χρώμα προς σκούρο καφέ, Σχήμα 9.1). Είναι μη αναμίξιμο στο νερό και έχει υψηλό σημείο ζέσεως και χαμηλή τάση ατμών. Τυπικά, το βιοντήζελ μεθυλεστέρων έχει σημείο ανάφλεξης περίπου στους 150 οC και πυκνότητα μικρότερη του νερού, περίπου 0,88 g/cm3.

			[image: ]

			Σχήμα 9.1: Βιοντήζελ.

			Το ιξώδες του βιοντήζελ είναι στα ίδια επίπεδα με εκείνο του ντήζελ, παρουσιάζοντας υψηλή λιπαντική ικανότητα με σχεδόν μηδενικό ποσό θείου (S). Στην παγκόσμια αγορά, χρησιμοποιείται ο βαθμός “B” για να εκφράσει την ποσότητα του καθαρού βιοντήζελ σε μίξη με το συμβατικό: το καύσιμο το οποίο περιέχει 20% βιοντήζελ συμβολίζεται Β20, ενώ το καθαρό βιοντήζελ συμβολίζεται Β100. Το προϊόν Β99 είναι σύνηθες, αφού το 1% πετροντήζελ είναι αρκετά τοξικό και προστίθεται με σκοπό τη συντήρηση του καυσίμου από το μούχλιασμα και τη βιοαποικοδόμηση του. Τα μίγματα Β20 μπορεί να χρησιμοποιηθούν ως έχουν σε συμβατικούς κινητήρες ντήζελ, ενώ τα Β100 χρησιμοποιούνται σε νέας γενιάς κινητήρες ώστε να μην υπάρξουν προβλήματα συντήρησης και απόδοσης στους αντίστοιχους συμβατικούς.

			9.1.2 Περιβαλλοντικά οφέλη χρήσης του βιοντήζελ

			Τα περιβαλλοντικά οφέλη της χρήσης βιοντήζελ αντί του συμβατικού ντήζελ είναι πολλά. Το παρακάτω διάγραμμα (Σχήμα 9.2) παρουσιάζει την εκπομπή CO2 από βιοντήζελ διαφόρων πηγών προέλευσης, σε σύγκριση με συμβατικά μη ανανεώσιμα καύσιμα (φυσικό αέριο, ντήζελ, βενζίνη και κάρβουνο) για την παραγωγή συγκεκριμένου ποσού ενέργειας.
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			Σχήμα 9.2: Εκπομπές CO2 από διαφορετικής προέλευσης βιοντήζελ σε σύγκριση με τις αντίστοιχες από μη ανανεώσιμα ορυκτά καύσιμα.

			Εάν εκτιμηθεί ο κύκλος ζωής του βιοντήζελ τότε οι εκπομπές CO και CO2 είναι λιγότερες κατά 50% και 78% συγκρινόμενες με το συμβατικό ντήζελ, διότι ο άνθρακας που προέρχεται από το βιοντήζελ, ανακυκλώνεται μέσω της φωτοσύνθεσης, σε αντίθεση με το πετροντήζελ, του οποίου ο άνθρακας προέρχεται από τον φλοιό της γης και ο οποίος συσσωρεύεται στην ατμόσφαιρα. Επιπλέον:

			
					περιέχει λιγότερους αρωματικούς υδρογονάνθρακες και συγκεκριμένα 56% και 71% μικρότερη ποσότητα σε βενζοφθορανθένιο και βενζοπυρένιο, αντίστοιχα.

					μηδενίζει τις εκπομπές θείου (SO2), επειδή το βιοντήζελ δεν περιέχει θείο. 

					μειώνει κατά τουλάχιστον 65% την εκπομπή των σωματιδίων - τα μικρά μόρια των στερεών προϊόντων καύσης. Αυτό μειώνει τους κινδύνους εμφάνισης καρκίνου των πνευμόνων μέχρι 94%. 

					έχει μεγαλύτερο αριθμό κετανίων από το πετροντήζελ (αριθμού κετανίων μικρότερου από 40), βελτιώνοντας την απόδοση και τις εκπομπές των κινητήρων.

			

			Παρά τα οφέλη της χρήσης βιοντήζελ, η καύση Β100 χωρίς πρόσθετα αυξάνει τις εκπομπές οξειδίων του αζώτου (ΝΟx) κατά 10% συγκριτικά με το συμβατικό ντήζελ. Εφόσον το βιοντήζελ έχει σχεδόν μηδενική περιεκτικότητα σε θείο, οι εκπομπές ΝΟx μπορεί να περιοριστούν με τη χρήση καταλυτικών μετατροπέων κάτω από τα επίπεδα εκπομπής του συμβατικού ντήζελ. Επίσης, η χρήση πρόσθετων όπως το οξείδιο του δημητρίου, εξαφανίζει τις εκπομπές ΝΟx κατά την καύση τόσο του βιοντήζελ όσο και του συμβατικού ντήζελ, βελτιώνοντας επιπλέον την κατανάλωση καυσίμου σε μη τροποποιημένους ντήζελ κινητήρες.

			9.1.3 Χρήση του βιοντήζελ στην Ελλάδα

			Από τις 13 Δεκεμβρίου 2005, η Εθνική Νομοθεσία έχει συμμορφωθεί με την Ευρωπαϊκή Νομοθεσία, σχετικά με την εισαγωγή των βιολογικών/οικολογικών καυσίμων στην Ελληνική αγορά καυσίμων του κλάδου μεταφορών. Το αρχικό στάδιο της χρήσης του βιοντήζελ στην Ελληνική αγορά προκύπτει από την ανάμειξη του βιοντήζελ με το συμβατικό ντήζελ στις τοπικές εγκαταστάσεις φορτώσεων (διυλιστήρια κ.λπ.) μετά από τους κανονισμούς που τίθενται στο τυποποιημένο ΕΝ 590:2004, δηλαδή μίγματα βιοντήζελ μέχρι 5% v/v με το συμβατικό ντήζελ, ενώ το βιοντήζελ θα καλύψει και τις απαιτήσεις της διεθνούς προδιαγραφής ΕΝ 142 14. Αυτό το μίγμα διανέμεται στη χώρα μας κανονικά χωρίς κανένα πρόβλημα, μέσω της υπάρχουσας υποδομής της αγοράς καυσίμων ντήζελ από τις 16 Φεβρουαρίου 2006.

			9.2 Πρώτες ύλες για την παραγωγή βιοντήζελ

			Για την παραγωγή του βιοντήζελ χρησιμοποιούνται πρώτες ύλες, όπως είναι τα φυτικά έλαια, τα βιομηχανικά απόβλητα λιπών και ελαίων, καθώς και έλαια παραγόμενα από μικροοργανισμούς όπως τα μικροφύκη (3η γενιά βιοκαυσίμων).

			9.2.1 Φυτικά έλαια

			Τα έλαια προερχόμενα από τα φυτά (τριακυλο γλυκερόλες, triacylglycerol, TAG) θεωρούνται ως μία καλή πηγή πρώτης ύλης για την παραγωγή βιοντήζελ, επειδή το ισοζύγιο έκλυσης διοξειδίου του άνθρακα (CO2) στην ατμόσφαιρα είναι μηδενικό. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η ανάπτυξη των φυτών γίνεται μέσω του μηχανισμού της φωτοσύνθεσης ενσωματώνοντας το ατμοσφαιρικό CO2 για την παραγωγή σακχάρων. Έτσι, η καύση των φυτικών ελαίων θα απελευθερώσει την ίδια ποσότητα CO2 η οποία προηγουμένως είχε δεσμευτεί μέσω της φωτοσύνθεσης. Σήμερα, η παραγωγή καύσιμης ύλης από φυτικά έλαια και λίπη έχει μεγαλύτερο κόστος από την αντίστοιχη παρασκευή ορυκτών καυσίμων. Ο βασικότερος λόγος είναι ο ανταγωνισμός μεταξύ φυτικών ελαίων και λιπών για την παραγωγή βιοντήζελ και αντίστοιχα για τη χρήση τους στη βιομηχανία τροφίμων και ελαιοχημικών. Η γενετική τροποποίηση διαφόρων μη αξιοποιήσιμων φυτών, τα οποία θα παράγουν μεγάλες ποσότητες ελαίων και τα οποία θα προορίζονται μόνο για την παραγωγή βιοντήζελ και όχι για τρόφιμα ή ζωικές τροφές, θα βοηθήσει μελλοντικά στη μείωση του κόστους. Παρόλα αυτά, εάν το κόστος του πετρελαίου εξακολουθήσει να αυξάνεται, τότε το βιοντήζελ που παράγεται από έλαια που ήδη έχουν χρησιμοποιηθεί για την παρασκευή τροφών ή φυτικά έλαια, θα γίνει πιο ανταγωνιστικό από πλευράς κόστους. 

			Μερικά χαρακτηριστικά που πρέπει να έχουν οι φυτικές πρώτες ύλες των ελαίων που θα χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή βιοντήζελ είναι τα ακόλουθα:

			
					Πρέπει να αναπτύσσονται εύκολα και με χαμηλό κόστος, έτσι ώστε να υπάρχει η δυνατότητα της παραγωγής τους σε μεγάλη κλίμακα. 

					Πρέπει να έχουν υψηλή περιεκτικότητα σε έλαια. 

					Πρέπει να έχουν υψηλή περιεκτικότητα σε ακόρεστα λιπαρά, ώστε να μην φράζονται οι σωλήνες μεταφοράς καυσίμου ενός κινητήρα.  Προτιμώνται τα έλαια με υψηλή περιεκτικότητα σε ολεϊκό οξύ, λόγω της αυξημένης σταθερότητας των αλκυλεστέρων τους στην αποθήκευση και των βελτιωμένων ιδιοτήτων που κατέχουν. 

			

			Στη χώρα μας οι περισσότερο ελπιδοφόρες φυτικές πρώτες ύλες για την παραγωγή βιοντήζελ  είναι η ελαιοκράμβη και ο ηλίανθος.  

			9.2.1.1 Ελαιοκράμβη. 

			Η ελαιοκράμβη είναι ετήσιο φυτό και ανήκει στην οικογένεια των Σταυρανθών ή Βρασσικίδων. Πολλαπλασιάζεται με σπόρο και καλλιεργείται κυρίως ως πρώτη ύλη για την παραγωγή ελαίου και σε μικρότερη έκταση για τα φύλλα της (για ανθρώπινη κατανάλωση, ζωοτροφή και λίπανση). Μετά την εξαγωγή του ελαίου, τα υπολείμματά της χρησιμοποιούνται στην κτηνοτροφία, καθώς έχουν περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη. Η ελαιοκράμβη θεωρείται παγκοσμίως ως το τρίτο σημαντικότερο ελαιοπαραγωγό φυτό μετά τη σόγια και το φοινικέλαιο. Από ένα στρέμμα ελαιοκράμβη παράγονται κατά μέσο όρο 120-250 κιλά σπόρων, με αντίστοιχη παραγωγή 43-90 λίτρα βιοντήζελ. 

			9.2.1.2 Ηλίανθος. 

			Ο ηλίανθος είναι ετήσιο φυτό. Στη χώρα μας ο ηλίανθος καλλιεργείται, κυρίως, ως πηγή φυτικού ελαίου διατροφής. Ο ηλίανθος μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως πρώτη ύλη για την παραγωγή βιοντήζελ. Η Ευρωπαϊκή Ένωση είναι ο μεγαλύτερος παραγωγός βιοντήζελ παγκοσμίως αξιοποιώντας πρώτες ύλες όπως ο ηλίανθος σε ποσοστό περισσότερο από 10%. Από ένα στρέμμα ηλίανθο παράγονται κατά μέσο όρο 120-210 κιλά σπόρων με αντίστοιχη παραγωγή 43-75 λίτρα βιοντήζελ.

			9.2.2 Λίπη και έλαια από απόβλητα διεργασιών παρασκευής τροφίμων.

			Η παραγωγή του βιοντήζελ μπορεί να γίνει χρησιμοποιώντας ως πρώτη ύλη και απόβλητα λιπών και ελαίων, όπως χρησιμοποιημένα λάδια τηγανίσματος, λαρδί και λίπος βοδινού. Τα χρησιμοποιημένα λάδια τηγανίσματος, ενώ είναι φθηνά, παρουσιάζουν πολλά μειονεκτήματα, κυρίως  λόγω της περιεκτικότητας σε προϊόντα υψηλού πολυμερισμού, της μεγάλης περιεκτικότητας σε ελεύθερα οξέα, της επιδεκτικότητας στην οξείδωση και του υψηλού ιξώδους. Έτσι, για να γίνει χρήση αυτών των ελαίων για την παραγωγή βιοντήζελ, είναι αναγκαία η αναβάθμιση της ποιότητας του ελαίου πριν τη μετεστεροποίηση. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί με επεξεργασία τους με προσροφητικά υλικά (όπως πυριτικό μαγνήσιο) για τη μείωση της περιεκτικότητας των ελεύθερων λιπαρών οξέων και των πολικών προσμίξεων. Και αυτό γιατί χαμηλής ποιότητας έλαια μπορεί να απενεργοποιήσουν τόσο τους αλκαλικούς όσο και τους ενζυμικούς καταλύτες.

			9.2.3 Έλαια προερχόμενα από μικροβιακή παραγωγή 

			Τα έλαια προερχόμενα από μικροφύκη αποτελούν μία χαμηλού κόστους ανανεώσιμη πηγή πρώτων υλών για την παραγωγή βιοντήζελ. Σήμερα το έλαιο που προέρχεται από μικροφύκη, όπως το Chlorella protothecoides, παράγεται σε μεγάλη κλίμακα χρησιμοποιώντας ειδικούς βιοαντιδραστήρες. Η μικροβιακή παραγωγή βιοντήζελ (3η γενιά βιοκαυσίμων) αποτελεί μια πρόκληση για τη βιοτεχνολογία και θα αναλυθεί λεπτομερώς στα επόμενα κεφάλαια. 

			9.3 Χημική και ενζυμική αλκοόλυση

			Η παραγωγή βιοντήζελ συνίσταται στη μετεστεροποίηση τριγλυκεριδίων με αλκοόλες, όπως για παράδειγμα η μεθανόλη για την παραγωγή  μεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων (ΜΕΛΟ), παράγοντας καύσιμο με ιδιότητες παρόμοιες με εκείνες του ορυκτού ντήζελ. Τα τελευταία χρόνια γίνονται έντονες προσπάθειες να αντικατασταθεί η χημικά καταλυόμενη σύνθεση του βιοντήζελ χρησιμοποιώντας βιοκαταλύτες. Όπως περιγράφεται παρακάτω, οι λιπάσες βρίσκουν εφαρμογή ως βιοκαταλύτες σύνθεσης βιοντήζελ, οι οποίες παρουσιάζουν πολλά πλεονεκτήματα όπως ήπιες συνθήκες αντίδρασης και ευκολία παραλαβής του τελικού προϊόντος χωρίς την παραγωγή τοξικών αποβλήτων. 

			9.3.1 Χημική κατάλυση

			Η περισσότερο διαδεδομένη βιομηχανική διεργασία παραγωγής βιοντήζελ είναι η χημική εστεροποίηση, η οποία αξιοποιεί την αλκαλική κατάλυση για τη μετατροπή των φυτικών ελαίων και λιπαρών σε ΜΕΛΟ. Οι αλκαλικοί καταλύτες που συνήθως χρησιμοποιούνται είναι το NaOH ή KOH, κυρίως λόγω του χαμηλού τους κόστους. Παρόλα αυτά, δημιουργείται αφρός, ο οποίος καταναλώνει τον καταλύτη, μειώνοντας έτσι την απόδοση. Επίσης, δυσκολεύει τον καθαρισμό και την απομόνωση των ΜΕΛΟ ενώ η γλυκερόλη, η οποία αποτελεί το παραπροϊόν της αντίδρασης είναι αναγκαίο να απομακρυνθεί. Η στοιχειομετρική περίσσεια των αντιδρώντων, η οποία συνήθως είναι η αναλογία μεθανόλης/ελαίου 6:1 (η κανονική στοιχειομετρία απαιτεί μοριακή αναλογία μεθανόλης/ελαίου 3:1) είναι επιθυμητή, αφού αυξάνει την απόδοση εστεροποίησης και η αντίδραση ολοκληρώνεται σε μερικές ώρες στους 40-65 oC [1]. Άλλοι αλκαλικοί καταλύτες που χρησιμοποιούνται στην χημική παραγωγή βιοντήζελ, είναι τα ανθρακικά και αλκοξείδια του νατρίου ή καλίου. Το μεθοξείδιο του νατρίου για παράδειγμα, είναι ευαίσθητο στην υγρασία, οπότε τα αντιδρώντα (έλαιο και μεθανόλη) πρέπει να είναι ιδιαιτέρως ξηρά για την αποτελεσματική μετεστεροποίηση του ελαίου και όχι την υδρόλυση, η οποία μπορεί να πραγματοποιηθεί λόγω της παρουσίας του νερού. Παράλληλα, όμως, το μεθοξείδιο του νατρίου είναι ένας πολύ δραστικός καταλύτης που εύκολα δίνει αλκυλεστέρες (>98%) σε περίπου 30 min. Οι όξινοι καταλύτες χρησιμοποιούνται σπανιότερα διότι δρουν διαβρωτικά, μειώνοντας την ταχύτητα και την απόδοση της αντίδρασης προς ΜΕΛΟ. Γενικά, τα φυτικά έλαια με υψηλό βαθμό ελεύθερων λιπαρών οξέων εστεροποιούνται καλύτερα με όξινους καταλύτες. Στην όξινη κατάλυση δε δημιουργείται αφρός, ενώ είναι αναγκαίες οι υψηλότερες θερμοκρασίες και οι μοριακές αναλογίες των αντιδρώντων για την εστεροποίηση. Συγκεκριμένα, οι όξινοι καταλύτες σε μια συγκέντρωση 0,5-1% και μια μοριακή αναλογία αντιδρώντων έως και 30:1 αποδίδουν περίπου 99% βιοντήζελ σε 50 ώρες στους 55-80 oC. Όξινοι καταλύτες όπως το μεθανολικό HCl ή το μεθανολικό H2SO4 μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή βιοντήζελ. Γενικά, η χημική κατάλυση αποδίδει ΜΕΛΟ σε επίπεδα άνω του 98%.

			Τα τελευταία χρόνια γίνονται αρκετές μελέτες πάνω σε αντιδράσεις μετεστεροποίησης ή αλκοόλυσης, χρησιμοποιώντας ένζυμα, όπως είναι οι λιπάσες, τα οποία δύναται να μετατρέψουν τα φυτικά έλαια και λιπαρά σε ΜΕΛΟ. Η ενζυμική κατάλυση πλεονεκτεί έναντι της χημικής διότι είναι περισσότερο αποτελεσματική, με μεγαλύτερο βαθμό εξειδίκευσης, απαιτεί λιγότερη κατανάλωση ενέργειας λόγω ήπιων συνθηκών αντίδρασης και παράγει λιγότερα παραπροϊόντα, καθιστώντας την περιβαλλοντικά φιλική. Επιπλέον, τα ένζυμα μπορούν να ακινητοποιηθούν, ή ακόμα και να τροποποιηθούν γενετικά, αυξάνοντας την απόδοση και σταθερότητά τους, όπως και την εξειδίκευσή τους σε νέα υποστρώματα. 

			Πολύ σημαντική για την ενζυμική διεργασία είναι η επιλογή του καλύτερου βιοκαταλύτη, καθώς και η εύρεση των βέλτιστων συνθηκών αντίδρασης (μοριακή αναλογία αντιδρώντων, ύπαρξη διαλύτη, θερμοκρασία, περιεκτικότητα σε νερό, συγκέντρωση ελεύθερων λιπαρών οξέων, % απόδοση μετατροπής, ροή αντιδρώντων σε βιοαντιδραστήρες κλίνης). 

			Ένα βασικό πρόβλημα των αντιδράσεων εστεροποίησης ή μετεστεροποίησης με μεθανόλη, όπου χρησιμοποιούνται λιπάσες ως βιοκαταλύτες, είναι η απενεργοποίηση του ενζύμου λόγω παρουσίας της αλκοόλης. Το πρόβλημα αυτό αντιμετωπίζεται με βαθμωτή προσθήκη μεθανόλης, έτσι ώστε η συγκέντρωση της να βρίσκεται συνεχώς κάτω από το όριο που απενεργοποιεί το ένζυμο. Η πιο διαδεδομένη λιπάση που έχει χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή βιοντήζελ είναι εκείνη που παράγεται από τον μικροοργανισμό Candida antarctica, η οποία είναι εμπορικά διαθέσιμη και μπορεί να χρησιμοποιηθεί μέχρι και 50 διαδοχικές φορές για χρονικό διάστημα 100 ημερών χωρίς σημαντικές απώλειες ενεργότητας. 

			Μετά το πέρας της αντίδρασης, λαμβάνονται δυο φάσεις οι οποίες διαχωρίζονται είτε μέσω απόχυσης είτε μέσω φυγοκέντρησης. Η βαρύτερη φάση αποτελείται από γλυκερίνη, η οποία περιέχει την περίσσεια αλκοόλης, νερό και προσμίξεις προερχόμενες από την πρώτη ύλη. Εξαιτίας της χαμηλής διαλυτότητας της γλυκερόλης στους παραγόμενους εστέρες, ο διαχωρισμός αυτός συνήθως συμβαίνει γρήγορα. Η φάση η οποία περιέχει νερό και αλκοόλη υποβάλλεται σε μια διαδικασία εξάτμισης η οποία εξαλείφει τα πτητικά συστατικά από τη γλυκερίνη υγροποιώντας τα σε έναν κατάλληλο συμπυκνωτή. Οι εστέρες φυγοκεντρούνται και ξηραίνονται με στόχο το παραγόμενο βιοντήζελ να έχει χαρακτηριστικά τα οποία ταιριάζουν στους κανόνες που καθορίζουν το ντήζελ μηχανών εσωτερικής καύσης. Την τελευταία δεκαετία, το βιοντήζελ έχει κερδίσει παγκόσμια αναγνώριση και ερευνητικό ενδιαφέρον ως εναλλακτική λύση σε σχέση με το πετροντήζελ.

			Σήμερα, οι πρώτες ύλες από τις οποίες εκχυλίζονται τα λιπίδια για την παραγωγή βιοντήζελ αποτελούνται κυρίως από ελαιούχους σπόρους όπως η σόγια, ο φοίνικας, ηλίανθος, καλαμπόκι, ελαιοκράμβη και το βαμβάκι. Ωστόσο, η καλλιέργεια των φυτών εξαρτάται από παράγοντες που μπορούν να περιορίσουν ή ακόμη και να εμποδίσουν την παραγωγή βιοντήζελ, όπως η ανάγκη για μεγάλες διαθέσιμες περιοχές, η καταλληλότητα του εδάφους, η ποιότητα του νερού κ.α. Με αυτόν τον τύπο καλλιέργειας οι φυσικοί πόροι δεν αντικαθίστανται, προκαλώντας ενδεχομένως απομετάλλωση, αλάτωση, απερήμωση, διάβρωση του εδάφους και εξάντληση των υδάτινων πόρων. Φυτοφάρμακα μπορεί ενδεχομένως να απαιτηθούν για τις καλλιέργειες αυτές, προκαλώντας μεγαλύτερες επιπτώσεις στο περιβάλλον [2].

			Όπως περιγράφεται παρακάτω, μία από τις βιοτεχνολογικές διεργασίες που λαμβάνουν αυξανόμενο ενδιαφέρον από εταιρείες και ερευνητές είναι η καλλιέργεια των μικροφυκών, η οποία αποτελεί εξαιρετική πηγή οργανικών οξέων όπως τα λιπαρά οξέα. Τα λιπαρά οξέα που παράγονται από τα μικροφύκη μπορούν να εκχυλιστούν και να μετατραπούν σε βιοντήζελ. Τα μικροφύκη παρουσιάζουν μεγάλη διακύμανση στην περιεκτικότητα σε λιπαρά (Πίνακας 12.1), π.χ. μεταξύ των ειδών των μικροφυκών το περιεχόμενο σε λιπαρά μπορεί να φτάσει το 63%, ενώ περιεκτικότητες μεταξύ 20-50% είναι αρκετά συχνές. Όπως θα δούμε στο Κεφάλαιο 12, οι διακυμάνσεις οφείλονται στις διαφορετικές συνθήκες καλλιέργειας και μεθόδους εκχύλισης των λιπιδίων και λιπαρών οξέων. Για παράδειγμα, η ανάλυση του κορεσμένου κλάσματος των βιοκαυσίμων που παράγονται από το μικροφύκος Chlorella protothecoides έδειξε ότι οι αλκανικές αλυσίδες αγγίζουν τα 10-30 άτομα άνθρακα, ενώ οι αντίστοιχες αλυσίδες από το Microcystis aeruginosa παρουσιάζουν 10-28 άτομα άνθρακα. Όταν τα αποτελέσματα αυτά συγκρίνονται με χρωματογραφικά δεδομένα ορυκτού ντήζελ, η κατανομή των αλκανικών αλυσίδων είναι παρόμοια με εκείνη των μικροφυκών.

			9.3.2 Ακυλο-δότες των αντιδράσεων μετεστεροποίησης

			Η μετεστεροποίηση είναι η διαδικασία ανταλλαγής ακυλομάδων μεταξύ εστέρων και οξέων (οξεόλυση), μεταξύ εστέρα και άλλου εστέρα, ή μεταξύ εστέρα και μίας αλκοόλης (αλκοόλυση) Σχήμα 9.3. Για την παραγωγή του βιοντήζελ με τη μέθοδο της αλκοόλυσης, χρησιμοποιούνται μεθανόλη ή αιθανόλη ως ακυλο-δότες για την παραγωγή των εστέρων των λιπαρών οξέων. Η μεθανόλη είναι φθηνότερη και πιο δραστική από την αιθανόλη ενώ οι παραγόμενοι ΜΕΛΟ μειονεκτούν, καθώς είναι πιο πτητικοί από τους αντίστοιχους αιθυλεστέρες. Επίσης, οι αιθυλεστέρες παράγονται από αιθανόλη, η οποία μπορεί να παραχθεί από αγροτικά παραπροϊόντα ή από βιοκαύσιμα 2ης γενιάς, καθιστώντας τη διεργασία περιβαλλοντικά φιλικότερη. 

			Άλλοι ακυλο-δότες για τις αντιδράσεις αλκοόλυσης είναι η προπανόλη, ισοπροπανόλη, βουτανόλη (κανονική ή τριτοταγής), διακλαδισμένες αλκοόλες και οκτανόλη. Άκυλο-δότες όπως μεθυλ- και αιθυλ- οξικό, μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την αντίδραση με τριγλυκερίδια (τριακυλογλυκερίδια, ΤΑΓ) για την παραγωγή εστέρων των λιπαρών οξέων ως βιοντήζελ. Οι κύριοι δρόμοι για τη σύνθεση του βιοντήζελ παρουσιάζονται παρακάτω. Όλες οι αντιδράσεις μπορεί να καταλύονται από μία βάση, ένα οξύ ή μία λιπάση ως καταλύτη.

			Απευθείας εστεροποίηση

			R1CO-OH + R-O-H [image: ]R1CO-OR + H2O

			Λιπαρό οξύ + αλκοόλη [image: ] εστέρες των λιπαρών οξέων + νερό

			Σημείωση: Το νερό πρέπει να απομακρύνεται για να αυξηθεί η απόδοση της αντίδρασης. Αυτό είναι δυνατόν αλλά όχι σύνηθες κατά την παραγωγή του βιοντήζελ.

			Αλκοόλυση

			RCO-OR1 + R2-O-H [image: ] RCO-OR2 + R1-O-H

			TAΓ + 3CH3OH [image: ] 3 ΜΕΛΟ + γλυκερόλη

			Σημείωση: Η γλυκερόλη πρέπει να απομακρυνθεί στις αλκαλικά καταλυόμενες αντιδράσεις. Επίσης, είναι απαραίτητη η εξουδετέρωση του όξινου ή αλκαλικού καταλύτη που χρησιμοποιήθηκε. Έτσι, τα προϊόντα ανακτώνται ευκολότερα αν χρησιμοποιηθούν ένζυμα ως καταλύτες μεθυλίωσης.

			
				
					
				
				
					
							
							Μεθανόλυση για την παραγωγή βιοντήζελ

							Για την παραγωγή του βιοντήζελ, το αρχικό έλαιο αποτελείται από τριγλυκερίδια στα οποία 3 μόρια λιπαρών οξέων είναι εστεροποιημένα ανά μόριο γλυκερόλης. Για το λόγο αυτό, στοιχειομετρικά η μετεστεροποίηση απαιτεί 3 μόρια αλκοόλης ανά ένα μόριο τριγλυκεριδίων παράγοντας 1 μόριο γλυκερόλης και 3 μόρια μεθυλεστέρων. Σε βιομηχανική κλίμακα, η στοιχειομετρία που έχει επικρατήσει είναι 1:6 τριγλυκερίδια:μεθανόλη. Η μεγάλη αυτή περίσσεια εξασφαλίζει την αντίδραση προς την κατεύθυνση των μεθυλεστέρων, δηλαδή του σχηματισμού βιοντήζελ. Οι αλκαλικά καταλυόμενες εστεροποιήσεις είναι 4000 φορές γρηγορότερες από τις αντίστοιχες όξινες [1]. Επομένως, αλκαλικοί καταλύτες όπως το NaOH και KOH χρησιμοποιούνται σε συγκέντρωση περίπου 1% του βάρους του ελαίου. Η αλκαλικά καταλυόμενη μετεστεροποίηση λαμβάνει χώρα στους 60oC κάτω από ατμοσφαιρική πίεση, αφού η μεθανόλη βράζει στους 65oC στις ίδιες συνθήκες, και ολοκληρώνεται σε περίπου 90 λεπτά. Μεγαλύτερη θερμοκρασία είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί σε συνδυασμό με υψηλή πίεση, αυξάνοντας όμως το κόστος της διεργασίας. Η μεθανόλη και το νερό καθιστούν το σύστημα διφασικό, ενώ η ανάκτηση του παραγόμενου βιοντήζελ γίνεται με επαναλαμβανόμενες πλύσεις με νερό για την απομάκρυνση γλυκερόλης και της μεθανόλης που δεν αντέδρασε.

							[image: triglykeridia]

						
					

				
			

			Σχήμα 9.3: Σχηματική απεικόνιση της μεθανόλυσης.

			Αντίδραση εστέρα-εστέρα

			R1CO-OR2 + R3CO-OR4 [image: ] R1CO-OR4 + R3CO-OR2

			ΤΑΓ + 3CH3COOCH3 [image: ] 3 ΜΕΛΟ + τριάκυλο-γλυκερόλη

			Σημείωση: Στην αντίδραση αυτή δεν παράγεται γλυκερόλη. Η ανάκτηση του μεθυλ- ή αλκυλ- εστέρα είναι αρκετά εύκολη, ενώ η τριακυλο-γλυκερόλη (τριακετίνη) αποτελεί αντιμυκητιακό παράγοντα και επιπλέον μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην κοσμετολογία ή ως διαλύτης σε αλκαλικές βαφές.

			Στις παραπάνω αντιδράσεις, τα R1, R2, R3 και R4 εκπροσωπούν την αλκυλο-αλυσίδα του ακυλο-δότη ή της αλκοόλης, το TAΓ την τριακυλογλυκερόλη και το ΜΕΛΟ τους μεθυλεστέρες των λιπαρών οξέων. Όλες οι αντιδράσεις είναι αμφίδρομες.

			9.3.3 Λιπάσες ως καταλύτες για την παραγωγή βιοντήζελ

			Οι λιπάσες είναι ένζυμα τα οποία απαντώνται σε όλους τους ζωντανούς οργανισμούς (μικροοργανισμοί, ζώα και φυτά) και τα οποία διακρίνονται σε ενδοκυτταρικά και εξωκυτταρικά. Συγκεκριμένα, τα ένζυμα αυτά παράγονται σε μεγάλες ποσότητες από βακτήρια και μύκητες και χρησιμοποιούνται ευρέως στη βιομηχανία 

			Γενικά τα ένζυμα, όπως και οι λιπάσες, σε υδατικά περιβάλλοντα έχουν μια συγκεκριμένη ενεργό τρισδιάστατη δομή με τις πολικές ομάδες των αμινοξέων να είναι εκτεθειμένες ενώ τις άπολες ή υδρόφοβες ομάδες στραμμένες προς το εσωτερικό της πρωτεΐνης. Σε αντίθεση με άλλα ένζυμα, η φύση της καταλυόμενης από τις λιπάσες λιπολυτικής αντίδρασης είναι πολύπλοκη, αφού τα υποστρώματα των ενζύμων αυτών είναι μη διαλυτά στο νερό. Από τη μια η ανάγκη του νερού για να κρατά σταθερή και ενεργή τη λιπάση και από την άλλη η μη διαλυτότητα των λιπαρών στο νερό καθιστά την αντίδραση ετερογενή, σχηματίζοντας διεπιφάνεια υγρού-υγρού. Η διεπιφάνεια αυτή είναι το σημείο όπου η λιπάση μπορεί να προσεγγίσει το υπόστρωμα και να καταλύσει την υδρόλυσή του. Η δραστικότητα των λιπασών μπορεί να επηρεαστεί από τη φύση, τις ιδιότητες και από το μέγεθος τις διεπιφάνειας του ετερογενούς μίγματος. Η διεπιφάνεια αυτή ενεργοποιεί το ένζυμο κατά την προσρόφησή του, ανοίγοντας με τον τρόπο αυτό το λεγόμενο «καπάκι» του ενεργού κέντρου του ενζύμου, ώστε να εισέλθει το υπόστρωμα (βλέπε Σχήμα 9.4). Η αύξηση του μεγέθους της διεπιφάνειας, αυξάνει και την ποσότητα του ενζύμου που προσροφάται σε αυτή, αυξάνοντας έτσι και την ενεργότητα του ενζύμου σε ένα ετερογενές σύστημα νερού-ελαίου. Η συσσώρευση των προϊόντων της αντίδρασης στη διεπιφάνεια μειώνει την πίεση της μεσοφάσης, η οποία με τη σειρά της αυξάνει την επιφανειακή ενέργεια. Η αύξηση αυτή μπορεί να έχει αρνητικό αποτέλεσμα σε μία πρωτεΐνη, αν και οι λιπάσες γενικά εμφανίζουν μεγάλη αντοχή στην διεπιφανειακή μετουσίωσή τους.

			[image: Lipase]

			Σχήμα 9.4: Η παγκρεατική λιπάση αλόγου παρουσιάζει την τυπική αναδίπλωση α/β που εμφανίζουν οι υδρολάσες στο αμινο-τελικό άκρο της καταλυτικής μονάδας. Η καταλυτική τριάδα αποτελείται από τα αμινοξέα Ser152, Asp 176, και His263, ενώ στο πάνω μέρος τους διακρίνεται το «καπάκι» του καταλυτικού κέντρου το οποίο και προστατεύει το ένζυμο από το πολικό περιβάλλον του νερού (PDB: 1HPL).

			Τόσο οι ενδο- όσο και οι εξω-κυτταρικές λιπάσες έχουν σχεδιαστεί ώστε να καταλύουν υδρολυτικές αντιδράσεις ή αντιδράσεις μετεστεροποίησης, εφόσον, όλοι οι ζωντανοί οργανισμοί αποτελούνται και περικλείονται από περιβάλλον πλούσιο σε νερό. Το νερό παίζει σπουδαίο ρόλο τόσο στη διασπορά των ενζυμικών μορίων όσο και ως αντιδρών μόριο σε υδρολυτικές αντιδράσεις. Η μείωση της ποσότητας του νερού δεν θα επηρεάσει την κατεύθυνση της ενζυμικής αντίδρασης, εφόσον η ενεργότητα του νερού (αποτελεί μέτρο της ικανότητας του νερού να λαμβάνει μέρος σε βιολογικές ή χημικές αντιδράσεις, αw) παραμείνει άνω της μονάδας. Μείωση της ενεργότητας του νερού κάτω από τη μονάδα μεταβάλλει την κατεύθυνση της αντίδρασης από την υδρολυτική στη συνθετική κατεύθυνση, παράγοντας με τον τρόπο αυτό μόρια νερού τα οποία τείνουν να αυξήσουν την ενεργότητα αw στρέφοντας την κατεύθυνση της αντίδρασης εκ νέου προς την υδρόλυση. Η εφαρμογή διαλυτών μη αναμίξιμων με το νερό, όπως το κ-εξάνιο, στην τροποποίηση των λιπιδίων υπηρετεί δύο επιμέρους σκοπούς: 

			α) την ικανότητα ελέγχου της ποσότητας του νερού στο αντιδρών σύστημα και κατ’επέκταση της ενεργότητας του.

			β) την πιθανότητα τροποποίησης λιπαρών υψηλού σημείου τήξεως σε χαμηλές θερμοκρασίες με την διάλυσή τους.

			Άλλα πλεονεκτήματα χρήσης διαλυτών μη αναμίξιμων με το νερό είναι α) η ευκολία στη διεργασία μεγάλων ποσοτήτων λιπαρών μειώνοντας το ιξώδες, β) η διατήρηση του ενζύμου σε αδιάλυτη μορφή οπότε καθίσταται εύκολη η ανάκτηση και επαναχρησιμοποίηση του και γ) η ευκολότερη ανάκτηση των επιθυμητών προϊόντων.

			Η απόδοση της παραγωγής βιοντήζελ χρησιμοποιώντας λιπάσες ως καταλύτες σύνθεσης, επηρεάζεται από διάφορους παράγοντες, όπως είναι η αναλογία αντιδρώντων (αλκοόλης/ελαίου), ο τύπος αλκοόλης, η θερμοκρασία αντίδρασης, η περιεκτικότητα νερού, η καθαρότητα τριγλυκεριδίων και η χρήση ακινητοποιημένων λιπασών ή ολόκληρων κυττάρων. Η υψηλή συγκέντρωση μεθανόλης ή η προσθήκη απευθείας της επιθυμητής αναλογίας μεθανόλης/ελαίου, μπορεί να έχει παρεμποδιστική δράση σε συγκεκριμένες λιπάσες. Για τον λόγο αυτό, έχει προταθεί η προσθήκη μεθανόλης σε τρία βήματα σε μια προσπάθεια αύξησης της απόδοσης παρασκευής του βιοντήζελ. Επίσης, η χρήση άλλων ακυλο-δοτών, όπως είναι οι εστέρες του μεθυλο και αιθυλο οξικού οξέος ή ακόμα και οι ανυδρίτες τους, μπορούν να φανούν πολύ χρήσιμοι για την αντιμετώπιση της παρεμπόδισης της λιπάσης που προκαλείται από τη μεθανόλη.

			Η παρουσία ελεύθερων λιπαρών οξέων, φωσφολιπιδίων και άλλων προσμίξεων, όπως συμβαίνει σε χρησιμοποιημένα λάδια τηγανίσματος ή απόβλητα ελαίων από διυλιστήρια, μπορεί να παρεμποδίσει τις χρησιμοποιούμενες λιπάσες κατά τη διάρκεια της μετεστεροποίησης. Επομένως, η επιλογή της πηγής του ελαίου και των λιπών για την εν συνεχεία μετατροπή τους σε βιοντήζελ παίζει πρωταρχικό ρόλο.

			Τέλος, λόγω της εξειδίκευσης που εμφανίζουν οι λιπάσες για την τροποποίηση διαφορετικού μήκους λιπαρών οξέων, είναι αναγκαίο να χρησιμοποιούνται διαφορετικές λιπάσες κάθε φορά, ανάλογα με τη φύση του ελαίου που χρησιμοποιείται ως πρώτη ύλη για την παραγωγή βιοντήζελ. Στο σημείο αυτό μπορεί να βοηθήσει ουσιαστικά η τεχνολογία του ανασυνδυασμένου DNA για τον σχεδιασμό λιπασών με διαφορετική εξειδίκευση σε νέα λιπαρά οξέα, τα οποία στη συνέχεια θα μετατραπούν σε βιοντήζελ με νέα χαρακτηριστικά.
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			10. Βιοκαύσιμα τρίτης γενιάς 

			10.1 Δυναμικό χρήσης της βιομάζας των μικροφυκών

			Οι κλιματικές αλλαγές, οι οποίες οφείλονται στη χρήση ορυκτών καυσίμων, έχουν οδηγήσει στην αναζήτηση εναλλακτικών πηγών ενέργειας με μικρότερο περιβαλλοντικό αντίκτυπο. Τα βιοκαύσιμα πρώτης γενιάς που προέρχονται, για παράδειγμα, από καλλιέργειες όπως σακχαροκάλαμο, καλαμπόκι και σόγια, δεν κρίνονται ικανοποιητικά, καθώς συμβάλουν στη λειψυδρία και στην αποψίλωση των δασών ενώ μπορεί να αυξήσουν τις τιμές των τροφίμων εξαιτίας του ανταγωνισμού. Η δεύτερη γενιά βιοκαυσίμων είναι πολλά υποσχόμενη και προέρχεται από λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα αγροτικών και δασικών υπολειμμάτων, ωστόσο η αναγκαιότητα εκμετάλλευσης μεγάλων εκτάσεων γης, οι οποίες θα μπορούσαν κάλλιστα να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή τροφίμων, αποτελεί ανασταλτικό παράγοντα για την ανάπτυξή τους. Τα βιοκαύσιμα τρίτης γενιάς προβλέπεται να προέλθουν από τα μικροφύκη που θεωρούνται μια εναλλακτική πηγή ενέργειας, δίχως τα μειονεκτήματα της πρώτης και δεύτερης γενιάς βιοκαυσίμων. Ανάλογα με τις συνθήκες ανάπτυξης, τα μικροφύκη μπορούν να παράγουν βιοενώσεις εύκολα μετατρέψιμες σε βιοκαύσιμα. Τα βιοκαύσιμα από μικροφύκη αποτελούν μια εναλλακτική λύση, η οποία μπορεί να διατηρήσει την ανάπτυξη της ανθρώπινης δραστηριότητας σε αρμονία με το περιβάλλον. 

			Η φύση έχει αναπτύξει τη φωτοσύνθεση, ένα αποτελεσματικό σύστημα συλλογής και μετατροπής του ηλιακού φωτός σε μεταφορείς χημικής ενέργειας, όπως υδατάνθρακες, λιπίδια και πρωτεΐνες. Ο πλανήτης μας, στη διάρκεια εκατομμυρίων ετών, έχει συλλέξει και αποθηκεύσει ηλιακή ενέργεια με τη μορφή ορυκτών καυσίμων όπως το πετρέλαιο, το κάρβουνο και το φυσικό αέριο [2]. Τα μικροφύκη είναι μικροσκοπικοί οργανισμοί που συνήθως αναπτύσσονται αιωρούμενοι σε νερό και οδηγούνται από τον ίδιο φωτοσυνθετικό μηχανισμό που έχουν υιοθετήσει τα ανώτερα φυτά. Ωστόσο, σε αντίθεση με τα ανώτερα φυτά, τα μικροφύκη δεν απαιτούν αγγειακό σύστημα για τη μεταφορά θρεπτικών ουσιών, επειδή κάθε κύτταρο είναι αυτόνομο και μπορεί να απορροφήσει τα διαλυμένα θρεπτικά συστατικά. Τα συμβατικά επίγεια φυτά είναι σχετικά αναποτελεσματικά στη δέσμευση του φωτός, μετατρέποντας λιγότερο από 0,5% της ηλιακής ενέργειας προς φυτική βιομάζα. Αντίθετα, η φωτοσυνθετική ικανότητα των μικροφυκών δυνητικά μπορεί να υπερβεί το 10% [1].

			Μέσω της διαδικασίας της φωτοσύνθεσης, τα μικροφύκη μετατρέπουν το νερό, το CO2 και το φως σε οξυγόνο και βιομάζα. Η χρήση εναλλακτικών πηγών όπως το CO2 που εκλύεται από την καύση του άνθρακα στους σταθμούς παραγωγής ενέργειας, μειώνει τα προβλήματα που προκαλούνται από την εκπομπή του αερίου (π.χ. η υπερθέρμανση του πλανήτη), ενώ παράλληλα μειώνει το κόστος των θρεπτικών συστατικών. Τα μικροφύκη μπορεί να μεγαλώσουν σε εκτάσεις ακατάλληλες για γεωργία και κτηνοτροφία, ή σε αφιλόξενη γη, όπως ερήμους, χρησιμοποιώντας υφάλμυρο νερό ή/και απόβλητα από τη διεργασία αφαλάτωσης τα οποία, ανάλογα με τη σύνθεσή τους, μπορούν να προστεθούν στο μέσο καλλιέργειας. Τα τελευταία χρόνια το φρέσκο νερό γίνεται όλο και πιο σπάνιο με αποτέλεσμα η καλλιέργεια των μικροφυκών να συμβάλει στη βελτίωση της ποιότητας του νερού μέσω της οικονομικής και περιβαλλοντικά κατάλληλης χρήσης του [2]. Τα μικροφύκη μπορούν να διπλασιάσουν τη βιομάζα τους κατά μέσο χρόνο μεταξύ 2-5 ημερών, επιτυγχάνοντας μεγάλες αποδόσεις χωρίς την ανάγκη εφαρμογής ζιζανιοκτόνων, φυτοφαρμάκων ή μυκητοκτόνων. Ο διπλασιασμός της βιομάζας των επίγειων φυτών, γενετικά τροποποιημένων ή μη, χρειάζεται μήνες, ενώ ο διπλασιασμός της συγκέντρωσης ζωικής πρωτεΐνης μπορεί να χρειαστεί χρόνια. Τα μικροφύκη καταναλώνουν τρεις φορές λιγότερο νερό για την παραγωγή ίσης ποσότητας πρωτεΐνης από σόγια, η οποία είναι πλούσια σε αυτό το θρεπτικό συστατικό. Η παραγωγή ενέργειας από τα μικροφύκη, όταν συγκρίνεται με άλλες παραδοσιακές μορφές ενέργειας όπως η αιολική, η υδροηλεκτρική ή με την παραγωγή ενέργειας από άλλα είδη βιομάζας όπως από φυτικά, οικιακά και βιομηχανικά απόβλητα, παρουσιάζει το πλεονέκτημα της παράλληλης δέσμευσης μεγάλων ποσοτήτων CO2. Η αναζήτηση λύσεων στα ενεργειακά προβλήματα απαιτεί την κατανόηση διαθέσιμων εναλλακτικών λύσεων επιλέγοντας την πιο κατάλληλη. Οι επιλογές αυτές μπορούν να επηρεάσουν τις τοπικές καταναλωτικές συνήθειες και την ποιότητα ζωής των ανθρώπων.

			Κατά την επιλογή των πρώτων υλών για την παραγωγή βιοκαυσίμων, πρέπει να ληφθεί υπόψη η διατήρηση των ευαίσθητων οικοσυστημάτων και της βιοποικιλότητας, ο ανταγωνισμός με τη χρήση της γης για την παραγωγή τροφίμων, η διατήρηση των υδάτινων πόρων, όπως και οι επιπτώσεις των λιπασμάτων για την καταπολέμηση των παρασίτων. Όπως θα δούμε και παρακάτω, η σύνθεση και η ανάπτυξη των μικροοργανισμών αυτών εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από τις συνθήκες καλλιέργειας, έτσι ώστε ο χειρισμός αυτών να μπορεί να οδηγήσει σε μεγαλύτερη παραγωγή ενδιαφερόντων μεταβολιτών. Στο τέλος της διεργασίας, η λαμβανόμενη βιομάζα μικροφυκών ανάλογα με τα χαρακτηριστικά της, μπορεί να μετατραπεί με τη χρήση θερμοχημικών μεθόδων, όπως η απευθείας καύση σε ηλεκτρισμό, θερμότητα και μηχανική ενέργεια, ή μέσω βιολογικών μεθόδων, οι οποίες περιλαμβάνουν τη ζύμωση της βιομάζας προς την παραγωγή ενεργειακών φορέων όπως υδρογόνου, αιθανόλης και βιοαερίου ή μέσω εκχύλισης λιπιδίων από τη βιομάζα για την παραγωγή βιοντήζελ (Πίνακας 10.1):
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							11,0 mg g-1

						
					

					
							
							Chlorococum sp.
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							Chlamydomonas reinhardtii
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							2,5 mL h-1

						
					

					
							
							Spirulina platensis
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							1,8 μmol mg-1

						
					

					
							
							S. platensis UTEX 1926

						
							
							Μεθάνιο

						
							
							0,40 m3 kg-1

						
					

					
							
							Spirulina Leb 18

						
							
							Μεθάνιο

						
							
							0,79 g L-1

						
					

				
			

			Πίνακας 10.1: Παραδείγματα παραγωγής βιοκαυσίμων από μερικά είδη μικροφυκών [3].

			
					Υδρογόνο: Το υδρογόνο είναι ένα μόριο που απαντάται στη φύση και το οποίο αποτελεί έναν καθαρό και αποδοτικό ενεργειακό φορέα. Τα μικροφύκη μπορούν να είναι υποψήφια σε μία διεργασία παραγωγής υδρογόνου, αφού έχουν την ικανότητα να το παράγουν υπό ορισμένες προϋποθέσεις, χρησιμοποιώντας κλειστά συστήματα για τη συλλογή του αερίου. Τα μικροφύκη διαθέτουν τα απαραίτητα γενετικά, μεταβολικά και ενζυμικά χαρακτηριστικά για τη φωτοπαραγωγή αερίου υδρογόνου [4].. Η φωτοβιολογική παραγωγή του υδρογόνου από τα μικροφύκη εξαρτάται κυρίως από την περιεκτικότητα της βιομάζας σε αποθηκευτικούς υδατάνθρακες, η οποία αποτελεί μία από τις κύριες παραμέτρους για την αριστοποίηση της διεργασίας παραγωγής του.

					Βιοαιθανόλη: Τα μικροφύκη μπορούν να παράγουν διάφορες ουσίες κατά τη φωτοσύνθεση, αλλά και υπό σκοτεινές συνθήκες με τον καταβολισμό ενδογενών υδατανθράκων μέσω της αναπνοής (αερόβιες συνθήκες) ή μέσω της ζύμωσης (αναερόβιες συνθήκες). Αν και οι ενδογενείς ενώσεις αποθήκευσης αποσυντίθενται ολοκληρωτικά σε CO2 κατά την αερόβια αναπνοή, διάφορα τελικά προϊόντα σχηματίζονται από την αναερόβια ζύμωση. Ένα από τα προϊόντα αυτά είναι η αιθανόλη, η οποία αποτελεί μία από τις πιο ελκυστικές πηγές ενέργειας. Στη φύση, υπάρχουν είδη θαλάσσιων μικροφυκών που έχουν τη δυνατότητα να παράγουν μεγάλη ποσότητα υδατανθράκων, όπως το άμυλο, οπότε μπορούν να αποτελέσουν μια εναλλακτική πηγή βιομάζας για την παραγωγή αιθανόλης. Η παραγωγή αιθανόλης μέσω ζύμωσης της βιομάζας αποτελούμενης από υδατάνθρακες συνίσταται σε δύο διεργασίες, τη σακχαροποίηση και τη ζύμωση. Η σακχαροποίηση απαιτεί ένζυμα για την υδρόλυση των υδατανθράκων (π.χ. αμυλάσες ανεκτικές σε αλατούχα διαλύματα) προς την παραγωγή ζυμώσιμων σακχάρων, τα οποία στο στάδιο της αναερόβιας ζύμωσης θα μετατραπούν σε αιθανόλη με ή και χωρίς τη χρήση αιθανολοπαραγωγών μικροοργανισμών όπως π.χ. είναι η ζύμη Saccharomyces cerevisiae [5].

					Βιοαέριο: Το βιοαέριο είναι το προϊόν της αναερόβιας πέψης της οργανικής ύλης, η οποία μπορεί να ληφθεί από βιομάζα όπως τα οικιακά λύματα, τα στερεά απόβλητα, τα υπολείμματα φρούτων και λαχανικών, φύλλων ή φυτών, ή από την υδάτινη βιομάζα μακρο- και μικρο-φυκών ή θαλάσσιων φυτών. Ο τύπος της πέψης η οποία χρησιμοποιείται για τη βιομάζα των μικροφυκών, μπορεί να εξαλείψει το κόστος της διεργασίας συγκομιδής και ξήρανσης για την παραγωγή βιομάζας. Στην τελευταία περίπτωση, η βιομάζα μπορεί να καεί προς ενέργεια, δεδομένου ότι η θερμιδική αξία των μικροοργανισμών αυτών είναι υψηλότερη από ορισμένους τύπους κάρβουνου. 

					Βιοντήζελ: Τα λιπαρά οξέα που παράγουν τα μικροφύκη μπορούν να εκχυλιστούν και να μετατραπούν σε βιοντήζελ, το οποίο είναι καύσιμο ανανεώσιμο, βιοδιασπώμενο, μη τοξικό και φιλικό προς το περιβάλλον. Το βιοντήζελ παρουσιάζει τα ακόλουθα πλεονεκτήματα κατά την καύση του: μείωση κατά 78% στις εκπομπές CO2, κατά 98% στις εκπομπές θείου και κατά 50% στα εκπεμπόμενα σωματίδια. Τα τελευταία χρόνια, αρκετές έρευνες εστιάζονται στην απομόνωση μικροφυκών υψηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά οξέα τα οποία θα μπορούσαν να καλλιεργηθούν σε μεγάλης κλίμακας ανοικτές δεξαμενές ή κλειστά συστήματα φωτοβιοαντιδραστήρων για την παραγωγή βιοντήζελ, δεσμεύοντας CO2 από εργοστάσια παραγωγής ενέργειας που καίνε άνθρακα.

			

			Παρακάτω γίνεται εκτενής αναφορά στις μεθόδους παραγωγής βιομάζας μικροφυκών, στις συνθήκες καλλιέργειας και τεχνολογίας συγκομιδής των κυττάρων με στόχο την παραγωγή διαφορετικών μορφών ανανεώσιμων βιοκαυσίμων. Ιδιαίτερη μνεία θα γίνει στην παραγωγή του βιοντήζελ από μικροφύκη, το οποίο εμφανίζει σημαντικές προοπτικές για την αντικατάσταση του γνωστού ντήζελ κίνησης από πετρέλαιο.

			10.2 Παραγωγή φωτοσυνθετικού υδρογόνου από μικροφύκη

			Η παγκόσμια παραγωγή υδρογόνου ετησίως είναι περίπου 600 109 m3 η οποία προέρχεται ως επί το πλείστον από ορυκτούς υδρογονάνθρακες. Η ποσότητα αυτή χρησιμοποιείται κυρίως για την παραγωγή αμμωνίας, ενώ ποσότητα μοιράζεται μεταξύ της βιομηχανίας πετροχημικών και άλλων εφαρμογών. Η χρήση του υδρογόνου ως καύσιμο προκαλεί λιγότερες περιβαλλοντικές επιπτώσεις, έχοντας τη δυνατότητα να διαδραματίσει έναν σημαντικό ρόλο στην κατανάλωση ενέργειας σε πολλές χώρες [6]. Το υδρογόνο όταν καίγεται όπως ένα συμβατικό καύσιμο, είτε σε σταθερούς κινητήρες, αεριοστρόβιλους και οχήματα, είτε σε λέβητες και θερμαντήρες, οδηγεί στην εκπομπή σχεδόν μόνο οξειδίων του αζώτου (NOx).

			Τα μικροφύκη διαθέτουν γενετικά, μεταβολικά και ενζυμικά χαρακτηριστικά για τη φωτοπαραγωγή του υδρογόνου. Η ικανότητα των μικροφυκών για τη σύνθεση υδρογόνου είναι συνδεδεμένη με την έκθεση της καλλιέργειάς τους σε συγκεκριμένες συνθήκες και σε κλειστά συστήματα, τα οποία μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή και συλλογή του αερίου. Στα τέλη του 19ου αιώνα, αναφέρθηκε ότι κατά την τοποθέτηση ενός κυανοβακτηρίου του γένους Anabaena σε γυάλινο βάζο, αμέσως παρατηρήθηκε παραγωγή αερίου υδρογόνου. Η πρώτη επιστημονική έρευνα της παραγωγής υδρογόνου από μικροφύκη έδειξε ότι μετά από μία περίοδο σκοτεινής αναερόβιας «προσαρμογής», τα πράσινα φύκια Scenedesmus obliquus παράγουν υδρογόνο στο σκοτάδι σε χαμηλά ποσοστά, με την παραγωγή να διεγείρεται στο φως αλλά για σύντομο χρονικό διάστημα. Κάτω από αναερόβιες συνθήκες, τα ευκαρυωτικά μικροφύκη παράγουν υδρογόνο ως δότη ηλεκτρονίων στη διεργασία δέσμευσης του CO2. Κατά τη φωτοσύνθεση, τα μικροφύκη μετατρέπουν τα μόρια νερού σε ιόντα υδρογόνου και οξυγόνο, με τα ιόντα υδρογόνου στη συνέχεια να μετατρέπονται σε μοριακό υδρογόνο με τη δράση του ενζύμου υδρογενάση. Η φωτοσυνθετική παραγωγή του οξυγόνου έχει σαν αποτέλεσμα την ταχεία αναστολή του ενζύμου αυτού και επομένως της παραγωγής του υδρογόνου. Ως εκ τούτου, η καλλιέργεια των μικροφυκών για την παραγωγή υδρογόνου πρέπει να λαμβάνει χώρα κάτω από αναερόβιες συνθήκες [4].

			Δύο μέθοδοι μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τη φωτοσυνθετική παραγωγή υδρογόνου. Στην πρώτη μέθοδο, η παραγωγή υδρογόνου πραγματοποιείται σε δύο στάδια, κατά τα οποία η σύνθεση του υδρογόνου και του οξυγόνου συμβαίνει μερικώς διαχωρισμένα. Στο πρώτο στάδιο, τα φύκια μεγαλώνουν φωτοσυνθετικά κάτω από κανονικές συνθήκες καλλιέργειας. Κατά το δεύτερο στάδιο, τα μικροφύκη εκτίθενται σε αναερόβιες συνθήκες με ταυτόχρονο τον περιορισμό του θείου. Με τη διεργασία αυτή δεν παράγονται τοξικά προϊόντα, ενώ παράγονται ουσίες υψηλής προστιθέμενης αξίας. Η δεύτερη μέθοδος περιλαμβάνει την ταυτόχρονη παραγωγή οξυγόνου και υδρογόνου, με την υδρογενάση να χρησιμοποιεί τα ηλεκτρόνια τα οποία ελευθερώνονται από τη φωτοσυνθετική οξείδωση του νερού. Η παραγωγή του υδρογόνου είναι θεωρητικά ανώτερη στη μέθοδο δύο σταδίων, αφού η ταυτόχρονη παραγωγή γρήγορα αναστέλλεται από τη δράση του οξυγόνου. Η φωτοβιολογική παραγωγή του υδρογόνου μπορεί να αυξηθεί ανάλογα με την περιεκτικότητα της βιομάζας σε αποθηκευτικούς υδατάνθρακες. Στο πρώτο στάδιο παραγωγής υδρογόνου από μικροφύκη, η δέσμευση του CO2 σε αποθηκευτικούς υδατάνθρακες μπορεί να πραγματοποιηθεί σε μεγάλες επιμήκεις λεκάνες. Έπειτα, η καλλιέργεια των μικροφυκών συγκεντρώνεται 10-20 φορές μέσω καθίζησης και παραμονής τους σε μεγάλους αναερόβιους βιοαντιδραστήρες με σκοπό την επαγωγή του ενζύμου της υδρογενάσης προς παραγωγή υδρογόνου, αλλά και άλλων μεταβολιτών όπως το οξικό οξύ. Θεωρείται ότι το 1/3 του υδρογόνου το οποίο αποθηκεύεται στους υδατάνθρακες μπορεί να απελευθερωθεί στις αναερόβιες ζυμώσεις. Στη συνέχεια η καλλιέργεια μπορεί να μεταφερθεί σε κλειστούς φωτοβιοαντιδραστήρες που εκθέτουν τα κύτταρα στο φως, μετατρέποντας το οξικό και τους εναπομείναντες υδατάνθρακες σε υδρογόνο. Τέλος, τα κύτταρα των οποίων τα αποθέματα υδατανθράκων εξαντλήθηκαν, μπορούν να ανακυκλωθούν στις ανοικτές επιμήκεις λεκάνες για να επαναλάβουν τον κύκλο διεργασιών. Στην Ιαπωνία για αρκετά χρόνια λειτούργησε μία μικρή πιλοτική μονάδα που χρησιμοποιούσε δυο ανοικτές λεκάνες των 2 m2 για την παραγωγή βιομάζας πράσινων φυκών Chlamydomonas reinhardtii και περίπου 2 m2 κλειστών φωτοβιοαντιδραστήρων εφοδιασμένων με ένα ενδιάμεσο τμήμα σκοτεινής ζύμωσης. Οι ερευνητές κατάφεραν να λειτουργήσουν τη διάταξη αυτή σε συνεχή βάση παράγοντας αρκετά λίτρα υδρογόνου ημερησίως, αποτελώντας το πρώτο παράδειγμα της μεγαλύτερης και μακροβιότερης παραγωγής υδρογόνου από μικροφύκη. Με τον τρόπο αυτόν απέδειξαν την ικανότητα των μικροφυκών να ανακυκλώνονται μέσω της διεργασίας η οποία περιλαμβάνει ένα ξεχωριστό στάδιο σκοτεινής ζύμωσης και μία μονάδα υπερδιήθησης για τον διαχωρισμό των ζυμωτικών προϊόντων, τα οποία στη συνέχεια τροφοδοτούν φωτοσυνθετικά βακτήρια [6].

			10.3 Ζύμωση της βιομάζας μικροφυκών για την παραγωγή αιθανόλης

			Η αλκοολική ζύμωση είναι ένας από τους προορισμούς του πυροσταφυλικού (CH3COCOO-) στο τέλος του γλυκολυτικού μονοπατιού και αποτελείται από την αναερόβια μετατροπή σε αιθανόλη και CO2 σε δυο στάδια. Στο πρώτο, το πυροσταφυλικό αποκαρβοξυλιώνεται από το ένζυμο αποκαρβοξυλάση του πυροσταφυλικού, απελευθερώνοντας CO2 και παράγοντας ακεταλδεΰδη, η οποία στη συνέχεια ανάγεται σε αιθανόλη από το ένζυμο αλκοολική δεϋδρογονάση. Η ζύμωση μπορεί να περιγραφεί από την παρακάτω εξίσωση:

			C6H12O6 + 2ADP + 2Pi + 2NAD+ → 2CH3COCOO- + 2NADH + 2ATP + 2H2O + 2H+

			Ένα από τα περιβαλλοντικά οφέλη της χρήσης αιθανόλης ως καυσίμου είναι ότι μειώνει τα επίπεδα του μολύβδου, του θείου, του μονοξειδίου του άνθρακα και των σωματιδίων στην ατμόσφαιρα. Επιπλέον, υπάρχει παγκόσμιο όφελος από τη μείωση της εκπομπής CO2 στην ατμόσφαιρα. Παραδοσιακά, η αιθανόλη παράγεται από τη ζύμωση πηγών βιομάζας, οι οποίες ποικίλλουν ξεκινώντας από βιομάζα ενεργειακών φυτών έως οργανικά απόβλητα. 

			Τα μικροφύκη αποτελούν μια πιθανή πηγή ζυμώσιμων υποστρωμάτων δεδομένου ότι, ανάλογα με τις συνθήκες ανάπτυξης, μπορεί να έχουν υψηλά επίπεδα αμυλούχων υδατανθράκων στη σύστασή τους, άμεσα ή μετά από προκατεργασία, διαθέσιμα για ζύμωση. Διάφορα μικροφύκη παράγουν αιθανόλη όταν ζυμώνονται σε αναερόβιες και σκοτεινές συνθήκες, όπως τα στελέχη Chamydomonas sp., Chlorella sp., Oscillatoria sp., Cyanothece sp. και S. patensis, παράγοντας διάφορα τελικά προϊόντα όπως υδρογόνο, CO2, φορμικό οξύ, οξικό οξύ, αιθανόλη και γλυκερόλη. Είναι γνωστό ότι κάποια βακτήρια, ζύμες και μύκητες μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν για να ζυμώσουν υδατάνθρακες προς παραγωγή αιθανόλης κάτω από αναερόβιες συνθήκες. Ωστόσο, παράλληλα με την αιθανόλη παράγουν κι άλλες ουσίες όπως CO2 και νερό. Το θεωρητικό μέγιστο παραγωγής αιθανόλης από ένα kg γλυκόζης είναι 0,51 kg αιθανόλης και παράγονται παράλληλα 0,49 kg CO2. Η αρχή της παραγωγής αιθανόλης από μικροφύκη συνίσταται στην καλλιέργεια των μικροοργανισμών, τη συλλογή των κυττάρων, την προετοιμασία της βιομάζας, τη ζύμωση και τη διεργασία παραλαβής της αιθανόλης. Η προετοιμασία της βιομάζας μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε μέσω μηχανικής είτε μέσω ενζυμικής κατεργασίας για τη διάσπαση των κυτταρικών τοιχωμάτων, καθιστώντας τους υδατάνθρακες περισσότερο διαθέσιμους. Στην περίπτωση που χρησιμοποιούνται εξωγενώς αιθανολοπαραγωγοί μικροοργανισμοί όπως ο S. cerevisiae, η ζύμωση για την παραγωγή αιθανόλης ξεκινά μόλις προστεθεί ο ζυμομύκητας στα λυμένα κύτταρα των μικροφυκών. Η παραγόμενη αλκοόλη από τα μικροφύκη μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως καύσιμο και το παραγόμενο CO2 να ανακυκλωθεί και να επαναχρησιμοποιηθεί ως θρεπτικό συστατικό για την καλλιέργεια των μικροφυκών. Ένα από τα μικροφύκη που μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως πηγή για την παραγωγή αιθανόλης είναι το C. vulgaris εξαιτίας της υψηλής του συγκέντρωσης σε άμυλο (περίπου 37% επί του ξηρού βάρους βιομάζας), με απόδοση παραγωγής αιθανόλης έως 65% χρησιμοποιώντας ζύμη στο στάδιο της αναερόβιας ζύμωσης [7]. Η παραγωγή αιθανόλης μπορεί να επιτευχθεί σε ορισμένες περιπτώσεις με την απευθείας ζύμωση των αμυλούχων σακχάρων από τα ίδια τα κύτταρα των μικροφυκών. 

			Παρόλο που οι βιβλιογραφικές αναφορές για την παραγωγή αιθανόλης από τα μικροφύκη είναι αρκετά περιορισμένες, έχουν παρατηρηθεί αρκετά πλεονεκτήματα στη διεργασία παραγωγής, όπως η χαμηλή κατανάλωση ενέργειας και η απλοποιημένη διεργασία της ζύμωσης σε σύγκριση με την παραγωγή βιοντήζελ από μικροφύκη. Το CO2 που παράγεται από τη ζύμωση μπορεί να ανακυκλωθεί για την παραγωγή βιομάζας μικροφυκών μειώνοντας την έκλυση των αερίων του θερμοκηπίου. Ωστόσο, η παραγωγή βιοαιθανόλης από μικροφύκη είναι ακόμα υπό διερεύνηση και η τεχνολογία αυτή δεν έχει περάσει ακόμη σε εμπορικό επίπεδο. 

			10.4 Παραγωγή βιοαερίου από βιομάζα μικροφυκών

			Το βιοαέριο αποτελεί προϊόν της αναερόβιας πέψης της οργανικής ύλης, το οποίο αποτελείται κυρίως από 55-65% μεθάνιο (CH4), 30-45% διοξείδιο του άνθρακα (CO2), ίχνη υδρόθειου (H2S) και ατμούς νερού, ενώ μπορεί να περιέχει μικρές ποσότητες υδρογόνου (H2) και μονοξειδίου του άνθρακα (CO). Το ενεργειακό περιεχόμενο του βιοαερίου, το οποίο παράγεται από την αναερόβια πέψη είναι 16200-30600 kJ m-3 ανάλογα με τη φύση της πηγής της βιομάζας που χρησιμοποιείται [8]. Διάφορα βακτήρια δρουν κατά τη διάρκεια της αναερόβιας διεργασίας, η οποία αρχικά περιλαμβάνει υδρολυτικά βακτήρια με κύρια την κυτταρινολυτική και πρωτεολυτική δραστικότητα για την αποικοδόμηση της πρώτης ύλης, τα οξικογόνα βακτήρια και τα βακτήρια που ανάγουν τα θειικά ιόντα (SO4-) σε H2S. Από τους μικροοργανισμούς αυτούς, μεταξύ άλλων, παράγονται οργανικά οξέα, αέρια, άλατα και οξειδωμένη οργανική ύλη. Στο τελικό στάδιο, τα μεθανογόνα βακτήρια παράγουν CH4, CO2 και ανηγμένες οργανικές ουσίες. Η αναερόβια διεργασία πέψης βελτιστοποιείται όταν χρησιμοποιούνται πρώτες ύλες με περιεχόμενο υγρασίας μεταξύ 80-90%, κάνοντας τη χρήση βιομάζας μικροφυκών ιδανική για την παραγωγή βιοαερίου. Για παράδειγμα, στη νότια Βραζιλία, η βιομάζα από Spirulina LEB 18 καλλιεργημένη σε φωτοβιοαντιδραστήρα 18 m3 χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα για την παραγωγή βιοαερίου σε έναν ημιδιαλείποντος έργου αναερόβιο βιοαντιδραστήρα παράγοντας αέριο περιεκτικότητας 77,7% σε CH4  [9].

			Η διεργασία της αναερόβιας πέψης λαμβάνει χώρα σε τρία διαδοχικά στάδια: την υδρόλυση, τη ζύμωση και τη μεθανογένεση. Η υδρόλυση πολύπλοκων ουσιών έχει σαν στόχο την παραγωγή διαλυτών ζυμώσιμων σακχάρων, τα οποία στη συνέχεια μετατρέπονται σε αλκοόλες, οξικό οξύ και πτητικά λιπαρά οξέα και στα αέρια Η2 και CO2 τα οποία μεταβολίζονται σε CH4 (60-70%) και CO2 (30-40%), μέσω της μεθανογένεσης. Η μετατροπή της βιομάζας των μικροφυκών σε βιοαέριο μπορεί να ανακτήσει επιπλέον ενέργεια μέσω της αρχικής εκχύλισης των λιπιδίων τα οποία αποτελούν πρώτη ύλη για την παραγωγή βιοντήζελ. Η βιομάζα των μικροφυκών παράγει πολύ υψηλό ποσοστό πρωτεϊνών, που έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση της αναλογίας C/N, η οποία επηρεάζει αρνητικά την αποτελεσματικότητα της αναερόβιας πέψης. Το πρόβλημα αυτό μπορεί να λυθεί με την παράλληλη πέψη προϊόντων που περιέχουν μεγάλη αναλογία C/N (π.χ. με προσθήκη καταλοίπων που προκύπτουν από την ανακύκλωση χαρτιού στη βιομάζα των μικροφυκών). 

			Αν συγκρίνουμε την παραγωγή βιοαερίου από βιομάζα μικροφυκών με εκείνη που παραδοσιακά χρησιμοποιεί το κλάσμα της φυτικής βιομάζας, η πρώτη πλεονεκτεί της δεύτερης διότι η βιομάζα μικροφυκών δεν περιέχει λιγνινοκυτταρίνη, επομένως δεν είναι αναγκαία η προκατεργασία της. Η αναερόβια πέψη της βιομάζας των μικροφυκών παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον, διότι συνδυάζει την παραγωγή βιοκαυσίμου με την ανάκτηση του CO2, το οποίο αποτελεί προϊόν που παράγεται από το βιοαέριο.  

			10.5 Παραγωγή βιοντήζελ από μικροφύκη

			Τα μικροφύκη έχουν την ικανότητα να μειώνουν τις εκπομπές διοξειδίου του άνθρακα (CO2) στην ατμόσφαιρα, παράγοντας βιομάζα με υψηλή περιεκτικότητα σε λιπαρά οξέα τα οποία μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην παραγωγή τρίτης γενιάς βιοκαυσίμων, όπως είναι το βιοντήζελ. Το βιοντήζελ από μικροφύκη είναι ένα πολλά υποσχόμενο βιοκαύσιμο, παρέχοντας το δυναμικό για τη μερική ή πλήρη αντικατάσταση των υπαρχόντων καυσίμων κίνησης, χωρίς να επηρεάζει την προμήθεια των τροφίμων. Η έρευνα στις τεχνολογίες κλειδιά για την παραγωγή βιοκαυσίμων από μικροφύκη εστιάζεται στη βελτιστοποίηση των συνθηκών με στόχο τη μεγαλύτερη παραγωγικότητα βιομάζας, στην ανάπτυξη αποδοτικών και οικονομικών συστημάτων καλλιέργειας μικροφυκών όπως επίσης και στον διαχωρισμό και τη συγκομιδή της βιομάζας των μικροφυκών και των λιπιδίων τους. Στο παρόν σύγγραμμα γίνεται μία σύντομη αναφορά των πρόσφατων προόδων στην καλλιέργεια των μικροφυκών και τις τεχνολογίες φωτοβιοαντιδραστήρων και συγκομιδής της βιομάζας, με εστίαση στην παραγωγή λιπιδίων. Προκειμένου να δοθεί μία εικόνα για τη βιωσιμότητα της τεχνολογίας αυτής, παρουσιάζονται οι διαφορετικοί τρόποι μεταβολισμού των μικροφυκών, τα συστήματα καλλιέργειας και οι μεθοδολογίες συγκομιδής ενώ το παραγόμενο βιοντήζελ συγκρίνεται με βιοκαύσιμα πρώτης γενιάς που είναι εμπορικά διαθέσιμα. Η τεχνολογία για την παραγωγή βιοντήζελ, η οποία περιγράφεται στο Κεφάλαιο 9, είναι γνωστή για παραπάνω από 50 χρόνια. 

			Γενικά το βιοντήζελ μικροφυκών χαρακτηρίζεται από χαμηλό περιεχόμενο σε οξυγόνο και υψηλή αναλογία σε H/C σε σύγκριση με το βιοκαύσιμο από φυτά όπως ο ηλίανθος και το βαμβάκι [10]. Το περιεχόμενο του οξυγόνου στα βιοκαύσιμα των μικροφυκών τα κάνει πιο ελκυστικά σε σχέση με εκείνα που προέρχονται από τα φυτά, διότι το υψηλό περιεχόμενο σε οξυγόνο δεν είναι επιθυμητό για την παραγωγή των καυσίμων κίνησης. Για παράδειγμα, το βιοκαύσιμο που προκύπτει από τους C. protothecoides και M. aeruginosa έχει θερμογόνο δύναμη 30 και 29 MJ kg-1, αντίστοιχα, λόγω της υψηλής περιεκτικότητας σε άνθρακα και υδρογόνο και της χαμηλής περιεκτικότητας σε οξυγόνο, η οποία καθιστά το βιοκαύσιμο των μικροφυκών σταθερότερο σε σύγκριση με εκείνο των φυτών. Συγκρινόμενο με το φυτικό, το βιοκαύσιμο των μικροφυκών έχει υψηλή θερμιδική αξία, χαμηλό ιξώδες και χαμηλή πυκνότητα. Οι φυσικές ιδιότητες των μικροφυκών καθιστούν τη βιομάζα τους καταλληλότερη από εκείνη που προκύπτει από τη λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα.
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			11. Τεχνολογία διεργασίας παραγωγής βιοκαυσίμων από μικροφύκη 

			11.1 Αξιοποίηση της βιομάζας των μικροφυκών

			Ένα από τα σημαντικότερα πεδία των δραστηριοτήτων της Βιοτεχνολογίας είναι η χρήση μικροοργανισμών και των μεταβολικών τους προϊόντων. Η γνώση της βιολογίας των μικροοργανισμών επιτρέπει μια λογική και ισορροπημένη χρήση αυτών στη μετατροπή ορισμένων ουσιών σε άλλες, παρέχοντας τη δυνατότητα χρησιμοποίησης μίας ευρείας ποικιλίας υποστρωμάτων για την παραγωγή βιώσιμων προϊόντων και υποπροϊόντων. Στο Μεξικό, για παράδειγμα, οι αρχαίοι Αζτέκοι συνέλλεγαν από αλκαλικές λίμνες φύκια του γένους Spirulina για κατανάλωση ως τρόφιμα. Η εμπορική καλλιέργεια μικροφυκών ξεκίνησε πριν από πολλά χρόνια, όταν τα κύρια είδη ήταν η Chlorella και η Spirulina που χρησιμοποιήθηκαν ως τρόφιμα, η Dunaliella salina, που χρησιμοποιήθηκε για την εξαγωγή β-καροτενίου, ο Haematococcus pluvialis για την εξαγωγή ασταξανθίνης και διάφορα άλλα είδη που χρησιμοποιήθηκαν ως ζωοτροφές σε υδατοκαλλιέργειες.

			Τα τελευταία τριάντα χρόνια, η Βιοτεχνολογία Μικροφυκών έχει αναπτυχθεί και διαφοροποιηθεί σημαντικά. Η καλλιέργεια των μικροφυκών εφαρμόζεται για την παραγωγή φαρμάκων, βιοχημικών, λιπασμάτων, υγιεινών τροφίμων, ζωοτροφών ενώ πολύ πρόσφατα τα μικροφύκη έχουν προταθεί ως πηγή βιοκαυσίμων (Σχήμα 11.1). Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι μικροοργανισμοί αυτοί μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή μεθανίου (βιοαέριο), για την παραλαβή αιθανόλης, για τη φωτοσυνθετική παραγωγή υδρογόνου και σε μερικές περιπτώσεις για τη συσσώρευση λιπιδίων από τα οποία μπορούν να εκχυλιστούν τα λιπαρά οξέα οδηγώντας στην παραγωγή βιοντήζελ.

			Στο Σχήμα 11.1 περιγράφεται μία διεργασία παραγωγής από μικροφύκη για την παρασκευή βιοντήζελ αλλά και άλλων βιοκαυσίμων. Η διεργασία αποτελείται από ένα βήμα παραγωγής βιομάζας μικροφυκών, το οποίο απαιτεί ηλιακό φως, CO2, νερό και ανόργανα συστατικά. Τα ανόργανα μπορεί να είναι νιτρικά και φωσφορικά άλατα, σίδηρος και κάποια ιχνοστοιχεία. Η χρήση θαλασσινού νερού εμπλουτισμένου με εμπορικά νιτρικά και φωσφορικά λιπάσματα, όπως και με κάποια άλλα θρεπτικά συστατικά, είναι η κοινώς χρησιμοποιούμενη στρατηγική για την ανάπτυξη θαλάσσιων μικροφυκών. Επίσης μπορεί να χρησιμοποιηθεί φρέσκο και υφάλμυρο νερό από λίμνες, ποτάμια και υδροφόρα στρώματα. Παρόλο που το μέσο ανάπτυξης είναι φθηνό, για μία μονάδα παραγωγής 100 τόνων βιομάζας μικροφυκών ετησίως, το κόστος παραγωγής υπολογίζεται σε $3000 ανά τόνο [1]. Ωστόσο το κόστος ανά τόνο περιορίζεται σημαντικά όταν το μέγεθος της παραγωγικής μονάδας αυξάνεται.
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			Σχήμα 11.1: Διάγραμμα ροής του δυναμικού χρήσης της βιομάζας των μικροφυκών [2].

			Περίπου η μισή βιομάζα μικροφυκών επί του ξηρού τους βάρους αποτελείται από άνθρακα, ο οποίος προέρχεται από το ατμοσφαιρικό CO2. Επομένως, για την παραγωγή 100 τόνων βιομάζας μικροφυκών δεσμεύονται περίπου 183 τόνοι CO2  [3].  Το διοξείδιο αυτό πρέπει να τροφοδοτείται συνεχώς κατά τη διάρκεια της ημέρας, ενώ δυνητικά μπορεί να γίνει η χρήση κάποιας ποσότητας CO2 που εκλύεται από μονάδες παραγωγής ενέργειας που καίνε ορυκτά καύσιμα. Στην περίπτωση αυτή, το CO2 είναι διαθέσιμο με μικρό ή μηδενικό κόστος. Το μέσο ανάπτυξης των μικροφυκών στο στάδιο της παραγωγικής διαδικασίας χρειάζεται περαιτέρω επεξεργασία για την ανάκτηση της βιομάζας, ενώ το νερό όπως και τα εναπομείναντα θρεπτικά συστατικά μπορούν να ανακυκλωθούν στο στάδιο της καλλιέργειας της βιομάζας (Σχήμα 11.1). Η βιομάζα που προκύπτει από το στάδιο της συγκομιδής μπορεί να εκχυλιστεί με έναν μη αναμειγνυόμενο με το νερό διαλύτη για την ανάκτηση των λιπαρών οξέων, τα οποία στη συνέχεια μετατρέπονται σε βιοντήζελ με αξιοποίηση της υπάρχουσας τεχνολογίας. Η εκχύλιση των λιπαρών οξέων από τη βιομάζα των μικροφυκών αποτελεί μία εύκολη διεργασία, χρησιμοποιώντας ως διαλύτη εκχύλισης π.χ. το κ-εξάνιο, το οποίο στη συνέχεια ανακτάται και ανακυκλώνεται.

			Το υπόλειμμα της βιομάζας που προκύπτει μετά την εκχύλιση των ελαίων μπορεί να χρησιμοποιηθεί εν μέρει ως μια υψηλή σε πρωτεΐνες ζωοτροφή και πιθανά ως πηγή για την παραγωγή μικρών ποσοτήτων υψηλής προστιθέμενης αξίας προϊόντων. Και στις δυο περιπτώσεις, τα έσοδα από την πώληση των υπολειμμάτων της βιομάζας θα μπορούσαν να καλύψουν το κόστος της παραγωγής του βιοντήζελ. Ωστόσο, στην πλειοψηφία των περιπτώσεων, το υπόλειμμα της βιομάζας των μικροφυκών που προκύπτει από την εκχύλιση των λιπαρών της μπορεί να υποστεί αναερόβια χώνεψη για την παραγωγή βιοαερίου. Το βιοαέριο αυτό θα χρησιμεύσει ως κύρια πηγή ενέργειας για το μεγαλύτερο μέρος της διεργασίας παραγωγής και επεξεργασίας της βιομάζας των μικροφυκών. Μάλιστα, αναμένεται παραγωγή πλεονάσματος ενέργειας, το οποίο μπορεί να πωληθεί στο δίκτυο ηλεκτροδότησης με στόχο τη βελτίωση των οικονομικών της ολοκληρωμένης διεργασίας παραγωγής βιοντήζελ. Επιπλέον εισόδημα μπορεί να προκύψει από την πώληση πλούσιου σε θρεπτικά λιπάσματος και νερού άρδευσης, τα οποία μπορεί να παράγονται κατά το στάδιο της αναερόβιας πέψης (Σχήμα 11.1). 

			Οι τεχνολογίες της αναερόβιας πέψης βιομάζας αποβλήτων, όπως και της μετατροπής του παραγόμενου βιοαερίου σε ηλεκτρική/μηχανική ενέργεια, είναι γνωστές και καλά ανεπτυγμένες. Το CO2 που παράγεται από την καύση του βιοαερίου μπορεί να ανακυκλωθεί απευθείας για την παραγωγή βιομάζας μικροφυκών (Σχήμα 11.1). Το ενεργειακό περιεχόμενο του βιοαερίου που παράγεται μέσω της αναερόβιας πέψης τυπικά κυμαίνεται από 16200 kJ m-3 έως 30600 kJ m-3 ανάλογα με τη φύση της πηγής βιομάζας. Συνήθως, η απόδοση του βιοαερίου κυμαίνεται από 0,15 έως 0,65 m3 ανά kg ξηρής βιομάζας. Θεωρώντας τις μέσες τιμές του ενεργειακού περιεχομένου και απόδοσης του βιοαερίου, η παραγωγή του από τα στερεά των μικροφυκών μετά την αφαίρεση του 30% των λιπαρών τους, μπορεί να παρέχει τουλάχιστον 9360 MJ ενέργειας ανά μετρικό τόνο [3]. Αυτή είναι μία σημαντική ποσότητα ενέργειας η οποία μπορεί να στηρίξει τη διεργασία παραγωγής βιομάζας μικροφυκών. Ιδεατά, το βιοντήζελ μικροφυκών μπορεί να είναι ουδέτερο στις εκπομπές άνθρακα, διότι όλη η ενέργεια η οποία απαιτείται για την παραγωγή και επεξεργασία των μικροφυκών μπορεί δυνητικά να προέλθει από το ίδιο το βιοντήζελ και από το μεθάνιο που παράγεται από την αναερόβια πέψη του υπολείμματος της βιομάζας που μένει μετά την εκχύλιση των λιπαρών. Παρόλο που το βιοντήζελ από μικροφύκη είναι ουδέτερο στις εκπομπές άνθρακα στην ατμόσφαιρα, δε θα οδηγήσει στην καθαρή μείωση του CO2, το οποίο ήδη έχει συσσωρευτεί ως συνέπεια της καύσης ορυκτών καυσίμων.

			11.2 Συστήματα παραγωγής βιομάζας μικροφυκών

			Σήμερα, η παραγωγή βιομάζας από μικροφύκη παρουσιάζει μεγαλύτερο κόστος από την αντίστοιχη παραγωγή από φυτά. Η φωτοσυνθετική ανάπτυξη απαιτεί φως, CO2, νερό και ανόργανα άλατα. Η θερμοκρασία πρέπει να διατηρείται σε ένα εύρος 20 έως 30 oC, ενώ για τη μείωση του κόστους, η παραγωγή βιοντήζελ πρέπει να βασιστεί στο διάχυτο ηλιακό φως. Το μέσο ανάπτυξης πρέπει να παρέχει ανόργανα στοιχεία, τα οποία αποτελούν και συστατικά των κυττάρων των μικροφυκών. Στα βασικά στοιχεία περιλαμβάνονται το άζωτο (Ν), ο φώσφορος (Ρ), ο σίδηρος (Fe) και σε κάποιες περιπτώσεις το πυρίτιο (Si). Οι ελάχιστες απαιτήσεις σε θρεπτικά συστατικά μπορούν να υπολογιστούν από το μοριακό τύπο της βιομάζας των μικροφυκών, ο οποίος είναι CO0,48H1,83N0,11P0,01. [4]. Θρεπτικά στοιχεία όπως ο φώσφορος, πρέπει να παρέχονται σε μεγάλη περίσσεια διότι τα φωσφορικά συμπλοκοποιούνται με τα ιόντα μετάλλων, οπότε ένα μέρος τους δεν είναι βιοδιαθέσιμο. Γενικά, για την ανάπτυξη των μικροφυκών, χρησιμοποιείται το θαλασσινό νερό εμπλουτισμένο με εμπορικά νιτρικά και φωσφορικά λιπάσματα και λίγα μικροθρεπτικά συστατικά, μειώνοντας έτσι το κόστος στο ελάχιστο. 

			Για την παραγωγή των μικροφυκών σε μεγάλη κλίμακα χρησιμοποιούνται κυρίως δύο μέθοδοι: τα ανοικτά συστήματα, όπως οι επιμήκεις λεκάνες, και τα κλειστά συστήματα, όπως είναι οι  φωτοβιοαντιδραστήρες.

			11.2.1 Ανοικτά συστήματα – Επιμήκεις λεκάνες

			Τα ανοικτά συστήματα αναφέρονται συνήθως σε απλές τεχνητές λεκάνες ή φυσικές λίμνες. Τα μικροφύκη αναπτύσσονται με την προσθήκη θρεπτικών συστατικών, ενώ η ανταλλαγή αερίων γίνεται μέσω της φυσικής επαφής με τον περιβάλλοντα αέρα και το ηλιακό φως. Η μεγαλύτερη παραγωγικότητα στα ανοικτά αυτά συστήματα έχει παρατηρηθεί στις επιμήκεις λεκάνες. Όπως φαίνεται και από το Σχήμα 11.2, οι επιμήκεις λεκάνες αποτελούνται από ένα κλειστό κανάλι ανακύκλωσης, το οποίο τυπικά έχει βάθος 0,3 m, το οποίο είναι κατασκευασμένο από τσιμέντο και ενδέχεται να είναι επικαλυμμένο με λευκό πλαστικό, ενώ η μίξη και η κυκλοφορία πραγματοποιείται από έναν τροχό με πτερύγια. Κατά τη διάρκεια της ημέρας, η καλλιέργεια τροφοδοτείται συνεχώς με θρεπτικό μέσο μπροστά από το σημείο που βρίσκεται ο τροχός με τα πτερύγια, ενώ η λήψη αιωρήματος γίνεται ταυτόχρονα ακριβώς πίσω από τον τροχό ανάδευσης, έτσι ώστε να έχει πραγματοποιηθεί πλήρως ένας κύκλος ανάπτυξης μέσα στα κανάλια.
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			Σχήμα 11.2: Σχεδιάγραμμα της επιμήκους λεκάνης [5].

			Η τεχνολογία αυτή για την παραγωγή των μικροφυκών σε μεγάλη κλίμακα, χρησιμοποιείται από το 1950. Για τον λόγο αυτόν, υπάρχει επαρκής εμπειρία πάνω στη λειτουργία και μηχανική των λεκανών αυτών. Η καλλιέργεια σε επιμήκεις λεκάνες πραγματοποιείται σε χώρες όπως το Ισραήλ, οι Η.Π.Α. και η Κίνα. Οι κυκλικού τύπου δεξαμενές χρησιμοποιούνται κυρίως στην Ιαπωνία, Ταϊβάν και Ινδονησία. Στην Κίνα μόνο, μία εταιρεία έχει ετήσια παραγωγή 200 τόνων φυκιών, τα οποία αντιστοιχούν στο 25% της εθνικής της παραγωγής και στο 10% της παγκόσμιας παραγωγής. Η μεγαλύτερη εγκατάσταση για την καλλιέργεια μικροφυκών παγκοσμίως εντοπίζεται στη Calipatria (Η.Π.Α) σε μία περιοχή εμβαδού 400.000 m2 και ανήκει στην εταιρεία Earthrise Nutritionals, στην οποία παράγονται κυανοβακτήρια για συμπληρώματα διατροφής [6]. Παρακάτω απεικονίζεται η συστοιχία επιμήκων λεκανών της εταιρείας Cyanotech (http://www.cyanotech.com) για την παραγωγή βιοενεργών ουσιών από μικροφύκη η οποία βρίσκεται στη Χαβάη (Σχήμα 11.3).
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			Σχήμα 11.3: Επιμήκης λεκάνες της Cyanotech, Χαβάη.

			Στις επιμήκεις λεκάνες η ψύξη πραγματοποιείται μόνο μέσω της εξάτμισης και έτσι η απώλεια νερού μπορεί να είναι σημαντική, οδηγώντας στη μεταβολή της ιοντικής ισχύος του μέσου ανάπτυξης με αρνητικές συνέπειες στη βιωσιμότητα των μικροφυκών. Επίσης, λόγω των διακυμάνσεων της θερμοκρασίας εξαιτίας του ημερήσιου κύκλου ημέρας-νύχτας και των σημαντικών απωλειών του CO2 προς την ατμόσφαιρα, οι επιμήκεις λεκάνες χρησιμοποιούν την πηγή αυτή άνθρακα λιγότερο αποδοτικά από τα κλειστά συστήματα των φωτοαντιδραστήρων όπως θα δούμε παρακάτω. Επίσης, διάφορες μικροβιακές επιμολύνσεις μπορεί να επηρεάσουν την παραγωγικότητα. Για να καταστεί δυνατή η καλλιέργεια ενός μόνο στελέχους, πρέπει να διατηρηθούν ακραίες συνθήκες καλλιέργειας, οι οποίες θα επιτρέψουν την επιλογή και ανάπτυξη του επιθυμητού μικροφύκους. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα τον περιορισμένο αριθμό στελεχών που μπορούν να χρησιμοποιηθούν στα ανοικτά αυτά συστήματα, όπως κάποια στελέχη της Chlorella (αντοχή σε μέσα ανάπτυξης πλούσια σε θρεπτικά συστατικά), το μικροφύκος Dunaliella salina (αντοχή στην υψηλή αλατότητα) και στελέχη της Spirulina (αντοχή στην υψηλή αλκαλικότητα). Ωστόσο, οι μεγάλες περίοδοι παραμονής για την παραγωγή βιομάζας μικροφυκών στις επιμήκεις λεκάνες, δεν αποκλείουν βακτηριακές ή άλλες βιολογικές επιμολύνσεις. Επιπλέον, μεγάλο μειονέκτημα του τρόπου αυτού παραγωγής μικροφυκών είναι η χαμηλή συγκέντρωση της παραγόμενης βιομάζας, λόγω του χαμηλού ρυθμού ανάδευσης που έχει σαν αποτέλεσμα τη μικρή μεταφορά μάζας του CO2 αλλά και άλλων θρεπτικών συστατικών. Ωστόσο, οι μεγάλες βιομηχανικές εγκαταστάσεις μικροφυκών σήμερα χρησιμοποιούν τα συστήματα αυτά για την παραγωγή βιομάζας μικροφυκών. Το γεγονός αυτό οφείλεται κυρίως στο χαμηλό πάγιο κόστος/επενδυτικό κεφάλαιο των επιμηκών λεκανών σε σύγκριση με τους φωτοβιοαντιδραστήρες, με τα λειτουργικά έξοδα να βρίσκονται σε χαμηλά επίπεδα, αφού η παρακολούθηση για τον έλεγχο της βιομάζας και των θρεπτικών συστατικών αρκεί σε εβδομαδιαίο επίπεδο. Η ενέργεια που απαιτείται, καταναλώνεται κυρίως για τη λειτουργία ανάμειξης, ενώ σε σπάνιες περιπτώσεις, έχουμε κατανάλωση ενέργειας και για τη λήψη τεχνητού φωτός, αλλά ο σχεδιασμός αυτός είναι πρακτικά ανεφάρμοστος για την εμπορική παραγωγή βιοκαυσίμων. Συνοψίζοντας, η χαμηλή παραγωγικότητα είναι το κύριο μειονέκτημα των επιμηκών λεκανών, με συνέπεια την παραγωγή χαμηλής πυκνότητας καλλιέργειας μικροφυκών δυσχεραίνοντας την ανάκτηση και επεξεργασία της παραγόμενης βιομάζας. 

			11.2.2 Κλειστά συστήματα – Φωτοβιοαντιδραστήρες

			Για την αντιμετώπιση των κύριων προβλημάτων που σχετίζονται με την παραγωγή μικροφυκών στα ανοικτά συστήματα, σχεδιάστηκαν οι φωτοβιοαντιδραστήρες που αποτελούν κλειστά συστήματα παραγωγής βιομάζας μικροφυκών. Για παράδειγμα, το ρίσκο της μόλυνσης και ρύπανσης που λαμβάνεται στα ανοικτά συστήματα των επιμηκών λεκανών, τα αποκλείουν από την παραγωγή προϊόντων υψηλής προστιθέμενης αξίας που χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία φαρμάκων και καλλυντικών. Τα κλειστά συστήματα περιλαμβάνουν τους αυλωτούς, επίπεδου τύπου και στήλης φωτοβιοαντιδραστήρες (Πίνακας 11.1), τα οποία είναι κατάλληλα για την ανάπτυξη ευαίσθητων στις επιμολύνσεις μικροφυκών. Λόγω της επίτευξης υψηλότερων τιμών παραγωγικότητας, το κόστος της συγκομιδής μειώνεται δραματικά. Ωστόσο, το κόστος των κλειστών συστημάτων είναι αισθητά υψηλότερο συγκρινόμενο με τα ανοικτά συστήματα. 

			Μερικές από τις πιο πρώιμες μορφές των κλειστών αυτών συστημάτων είναι οι επίπεδου τύπου φωτοβιοαντιδραστήρες, οι οποίοι έχουν λάβει αρκετά μεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον εξαιτίας της μεγάλης επιφάνειας που εκτίθεται στο φως και της δυνατότητας παραγωγής σχετικά μεγάλης πυκνότητας βιομάζας μικροφυκών. Οι αντιδραστήρες αυτοί αποτελούνται από διαφανή υλικά για τη μεγιστοποίηση της δέσμευσης της ηλιακής ακτινοβολίας, με άμεση απορρόφηση της φωτεινής ακτινοβολίας από τη διερχόμενη λεπτή κυτταρική στοιβάδα μικροφυκών. Οι επίπεδου τύπου φωτοβιοαντιδραστήρες είναι κατάλληλοι για μαζικές καλλιέργειες μικροφυκών, εξαιτίας της χαμηλής συσσώρευσης διαλυμένου οξυγόνου που δρα παρεμποδιστικά στην ανάπτυξη και της υψηλότερης φωτοσυνθετικής απόδοσης που επιτυγχάνεται σε σύγκριση με τους αυλωτούς βιοαντιδραστήρες. Κύριο μειονέκτημά τους είναι η δυσκολία ελέγχου της θερμοκρασίας τους (Πίνακας 11.1). Οι αυλωτοί φωτοβιοαντιδραστήρες παρουσιάζουν σχεδιαστικούς περιορισμούς στο μήκος των σωλήνων, το οποίο εξαρτάται από τη συσσώρευση O2, τη μείωση του CO2 και τη διακύμανση του pH κατά μήκος των σωλήνων  [7]. Επομένως, δεν είναι δυνατή η απεριόριστη κλιμάκωση μεγέθους, παρά μόνο μέσω του σχεδιασμού πολλαπλών μονάδων παραγωγής. Ωστόσο, οι αυλωτοί φωτοβιοαντιδραστήρες θεωρούνται περισσότερο κατάλληλοι για υπαίθριες μαζικές καλλιέργειες, αφού παρουσιάζουν το μεγαλύτερο ποσοστό έκθεσης της επιφάνειάς τους στην ηλιακή ακτινοβολία. Οι μεγαλύτεροι κλειστοί φωτοβιοαντιδραστήρες που έχουν κατασκευαστεί για εμπορικές εφαρμογές μέχρι σήμερα είναι αυλωτού τύπου, όπως για παράδειγμα η μονάδα 25 m3 της Mera Pharmaceuticals στη Χαβάη [8] και η μονάδα 700 m3 στην Klötze της Γερμανίας [9]. Τέλος, οι φωτοβιοαντιδραστήρες στήλης έχουν κύρια χαρακτηριστικά την αποδοτική ανάμειξη, την υψηλότερη ογκομετρική μεταφορά μάζας και τις καλύτερα ελεγχόμενες συνθήκες ανάπτυξης σε σχέση με τα άλλα δυο κλειστά συστήματα. Είναι σχετικά χαμηλού κόστους, συμπαγείς και εύκολοι στο χειρισμό. Στις κάθετες στήλες η παροχή αέρα γίνεται από τη βάση τους, ενώ ο φωτισμός επιτυγχάνεται μέσω των διαφανών τοιχωμάτων. Η απόδοσή τους συγκρίνεται ικανοποιητικά με τους αυλωτούς φωτοβιοαντιδραστήρες, αντιμετωπίζοντας παρόμοια τεχνικά προβλήματα κατά την κλιμάκωση μεγέθους. 

			Η παραγωγή βιοντήζελ από μικροφύκη απαιτεί μεγάλες ποσότητες βιομάζας, οι οποίες είναι εφικτές μόνο με τη χρήση φωτοβιοαντιδραστήρων. Για την ελαχιστοποίηση του κόστους παραγωγής, η βιομάζα αυτή πρέπει να παραχθεί με χρήση του ελεύθερα διαθέσιμου ηλιακού φωτός, αλλά στην περίπτωση αυτή, η παραγωγή επηρεάζεται από διακυμάνσεις όπως είναι οι καθημερινές και εποχιακές μεταβολές του επιπέδου φωτός. Μεταξύ των διαφορετικών τύπων φωτοβιοαντιδραστήρων που έχουν σχεδιαστεί μέχρι σήμερα, με στόχο τη μεγάλης κλίμακας παραγωγή μικροφυκών, οι αυλωτοί φωτοβιοαντιδραστήρες (Σχήματα 11.4 & 11.5) διαφαίνεται να είναι οι πιο αποτελεσματικοί για την παραγωγή βιομάζας μικροφυκών προς την παραγωγή βιοκαυσίμων. Για τον λόγο αυτό, παρακάτω γίνεται λεπτομερής αναφορά των σημαντικότερων παραμέτρων που λαμβάνονται υπόψη για τον σχεδιασμό των συστημάτων αυτών.

			Οι αυλωτοί φωτοβιοαντιδραστήρες αποτελούνται από μία συστοιχία ευθύγραμμων διαπερατών σωλήνων, οι οποίοι είναι κατασκευασμένοι συνήθως από γυαλί ή πλαστικό. Η συστοιχία αυτή, η οποία ονομάζεται και ηλιακός συλλέκτης, είναι το μέρος στο οποίο γίνεται η δέσμευση του φωτός από τη διερχόμενη βιομάζα [1]. Οι ηλιακοί αυτοί σωλήνες έχουν συνήθως διάμετρο 0,1 m ή και λιγότερο. Η διάμετρος αυτή είναι περιορισμένη, διότι το φως δε διαπερνά σε μεγάλο βάθος μια υψηλής πυκνότητας καλλιέργεια μικροφυκών, που είναι και το ζητούμενο για έναν φωτοβιοαντιδραστήρα υψηλής παραγωγικότητας. Για να αυξήσουμε τη δέσμευση του φωτός, οι σωληνώσεις του ηλιακού συλλέκτη είναι γενικά προσανατολισμένες με κατεύθυνση Βορρά-Νότου. Με την τακτοποίησή τους σε σχήμα φράκτη, όπως φαίνεται στο Σχήμα 11.5, είναι δυνατό να αυξηθεί ο αριθμός των σωληνώσεων που μπορούν να τοποθετηθούν σε μία δεδομένη επιφάνεια. Το έδαφος κάτω από τον ηλιακό συλλέκτη είναι είτε χρωματισμένο λευκά είτε καλυμμένο με λεπτά φύλλα πλαστικού για να αυξηθεί η ανακλαστικότητα ή η φωταύγεια, που θα αυξήσουν το συνολικό φως που δεσμεύεται από τις σωληνώσεις. Επιπλέον, οι σωληνώσεις του ηλιακού συλλέκτη, μπορεί να είναι κατασκευασμένες από ευλύγιστο πλαστικό, ώστε να μπορούν να τοποθετηθούν γύρω από ένα στήριγμα, (Σχήμα 11.5). Παρόμοια με τα ανοικτά συστήματα, τα μικροφύκη στους φωτοβιοαντιδραστήρες καλλιεργούνται σε αιώρηση με τη διαφορά ότι το σύστημα είναι κλειστό και το νερό επανακυκλοφορεί μέσω αντλιών. Σε υπάρχουσες εμπορικές εφαρμογές χρησιμοποιείται τεχνητό φως και θερμότητα, ενώ για την παραγωγή βιοκαυσίμων λαμβάνεται υπόψη για την ελαχιστοποίηση του κόστους, μόνο το ηλιακό φως και η αποβαλλόμενη θερμότητα από άλλες διεργασίες, όπως π.χ. από σταθμούς παραγωγής ηλεκτρικής ενέργειας. Τα επίπεδα των αερίων και των θρεπτικών συστατικών είναι αναγκαίο να παρακολουθούνται και να προσαρμόζονται συνεχώς. Οι φωτοβιοαντιδραστήρες πλεονεκτούν στο ότι έχουν μεγάλη παραγωγικότητα, χαμηλή πιθανότητα μόλυνσης, αποδοτική λήψη CO2, συνεχή λειτουργία και ελεγχόμενες συνθήκες καλλιέργειας. Τα κύρια μειονεκτήματα εστιάζονται στο υψηλό πάγιο κόστος και στα λειτουργικά έξοδα. 
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			Σχήμα 11.4: Σχεδιάγραμμα αυλωτού φωτοβιοαντιδραστήρα με παράλληλους οριζόντιους σωλήνες [10]. 

			Για την εμπορική χρήση των αυλωτών φωτοβιοαντιδραστήρων για την παραγωγή βιοκαυσίμων, πρέπει πρώτα να λυθούν πολλά σχεδιαστικά και λειτουργικά προβλήματα. Για παράδειγμα, ο καθαρισμός των εσωτερικών και εξωτερικών τοιχωμάτων ενός βιοαντιδραστήρα αποτελεί μεγάλο πρόβλημα, αφού πραγματοποιείται συσσώρευση ακαθαρσιών στο εξωτερικό (υπαίθριοι ηλιακοί συλλέκτες) ή μικροφυκών στο εσωτερικό εμποδίζοντας τη διέλευση του φωτός. Για την αντιμετώπιση της καθίζησης βιομάζας εσωτερικά των σωληνώσεων που αποτελεί μείζον πρόβλημα στον σχεδιασμό των συστημάτων αυτών, προτείνεται η διατήρηση μιας εξαιρετικά υψηλής τυρβώδους ροής. Η ροή αυτή μπορεί να παραχθεί είτε χρησιμοποιώντας μηχανικές αντλίες, είτε κάτω από ήπιες συνθήκες με αντλίες αερομεταφοράς, διότι οι μηχανικές αντλίες μπορεί να καταστρέψουν τη βιομάζα. Οι αντλίες αυτές εμφύσησης αέρα (airlift) χρησιμοποιούνται ευρέως στην παραγωγή βιομάζας μικροφυκών, διότι έχουν μικρότερο κόστος εγκατάστασης σε σύγκριση με τις μηχανικές, καταπονούν λιγότερο τη βιομάζα και έχουν λιγότερα κινούμενα μέρη που απαιτούν συχνή συντήρηση. Ωστόσο, οι αντλίες αερομεταφοράς είναι λιγότερο ευέλικτες σε σύγκριση με τις μηχανικές αντλίες, ενώ είναι δύσκολο να σχεδιαστούν. Η ανάδευση για την επίτευξη μεγάλης φωτοσυνθετικής απόδοσης αποτελεί επίσης μια μεγάλη πρόκληση. Έχουν ήδη σχεδιαστεί ενδιάμεσα συστήματα μεταξύ ανοικτών λεκανών και κλειστών φωτοαντιδραστήρων, όπως για παράδειγμα ο συνδυασμός ανοικτών λεκανών με θερμοκήπια, τα οποία επιτρέπουν έναν καλύτερο έλεγχο της διεργασίας. Με την ίδια λογική, οι σχεδιαστές φωτοβιοαντιδραστήρων έχουν μειώσει το κόστος χρησιμοποιώντας απλά υλικά, όπως διαφανείς πλαστικούς σωλήνες και το ελεύθερα διαθέσιμο ηλιακό φως. Η ανάδευση μέσω φυσαλίδων CO2 αποτελεί άλλον ένα τρόπο για τη μεγιστοποίηση της λήψης του θρεπτικού αυτού αερίου, ελαττώνοντας παράλληλα και το κόστος ανάδευσης.
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			Σχήμα 11.5: Αυλωτός φωτοβιοαντιδραστήρας χωρητικότητας 4000 λίτρων για την παραγωγή υψηλής προστιθέμενης αξίας προϊόντων από μικροφύκη (IGV-Biotech).

			Όπως είναι γνωστό, κατά την πορεία της φωτοσύνθεσης παράγεται οξυγόνο. Στις περισσότερες περιοχές της γης, κάτω από τις βέλτιστες συνθήκες της μεσημβρινής ακτινοβολίας, η μέγιστη παραγωγικότητα οξυγόνου σε έναν τυπικό αυλωτό φωτοβιοαντιδραστήρα μπορεί να φτάσει τα 10 g O2 m-3 min-1. Τα επίπεδα αυτά του διαλυμένου οξυγόνου βρίσκονται πολύ ψηλότερα από τις τιμές κορεσμού του αέρα παρεμποδίζοντας τη φωτοσύνθεση. Επιπλέον, η υψηλή συγκέντρωση διαλυμένου οξυγόνου σε συνδυασμό με έντονη ηλιοφάνεια προκαλεί φωτοοξειδωτικές βλάβες στα κύτταρα των μικροφυκών. Για να αποφευχθεί η παρεμπόδιση της φωτοσύνθεσης και οι κυτταρικές βλάβες, το μέγιστο ανεκτό επίπεδο του διαλυμένου οξυγόνου δεν πρέπει να ξεπερνά το 400% της τιμής κορεσμού του αέρα [11]. Επειδή το συσσωρευμένο οξυγόνο δε μπορεί να απομακρυνθεί από τον σωλήνα του αυλωτού φωτοβιοαντιδραστήρα, το μέγιστο μήκος ενός συνεχόμενου σωλήνα πρέπει είναι περιορισμένο, ενώ για την απομάκρυνση του οξυγόνου, η καλλιέργεια πρέπει περιοδικά να επιστρέφει σε μία ζώνη απαέρωσης (Σχήμα 11.4). Τυπικά, ένας συνεχόμενος σωλήνας δε πρέπει να ξεπερνά τα 80 m, ωστόσο, το πιθανό μήκος ενός σωλήνα εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, συμπεριλαμβανομένης της συγκέντρωσης της βιομάζας, της έντασης του φωτός, της ταχύτητας της ροής και της συγκέντρωσης του οξυγόνου στην είσοδο του σωλήνα [11].

			Εκτός από την αφαίρεση του συσσωρευμένου οξυγόνου, η ζώνη απαέρωσης έχει και ως στόχο την απόσυρση των φυσαλίδων αερίου από το μέσο ανάπτυξης, ώστε το μέσο να είναι ουσιαστικά ελεύθερο από φυσαλίδες όταν επιστρέφει στους ηλιακούς συλλέκτες. Η παρουσία πολλών φυσαλίδων αέρα στις σωληνώσεις παρεμβαίνει στην απορρόφηση του φωτός και μειώνει τη ροή του υγρού της καλλιέργειας μέσα στους σωλήνες. Ο σχεδιασμός διαχωριστήρων αερίου-υγρού, οι οποίοι επιτυγχάνουν πλήρη απομάκρυνση των φυσαλίδων, αποτελεί αντικείμενο μελέτης στη διεθνή βιβλιογραφία. Μια σημαντική απαίτηση που πρέπει να λαμβάνεται υπόψη για τον σχεδιασμό των συστημάτων αυτών, είναι η ελαχιστοποίηση του όγκου που λαμβάνει η ζώνη απαέρωσης, ώστε να παραμείνει μικρός σε σχέση με εκείνον του ηλιακού συλλέκτη. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι οι ζώνες απαέρωσης συγκρινόμενες με τους ηλιακούς συλλέκτες είναι φτωχά φωτιζόμενες, και ως εκ τούτου, επηρεάζεται αρνητικά η ανάπτυξη των μικροφυκών. 

			Άλλη μία παράμετρος η οποία επηρεάζει την απόδοση ενός φωτοβιοαντιδραστήρα είναι το pH της καλλιέργειας των μικροφυκών. Όταν το υγρό της καλλιέργειας κινείται κατά μήκος των σωλήνων του φωτοβιοαντιδραστήρα, το pH αυξάνεται επειδή καταναλώνεται το CO2. Για την αντιμετώπιση αυτού του προβλήματος, γίνεται παροχή CO2 στη ζώνη απαέρωσης υπό τον έλεγχο ενός αυτόματου συστήματος συνεχούς παρακολούθησης του pH. Επιπροσθέτως, επιπλέον σημεία εισαγωγής CO2 τοποθετούνται κατά μήκος των σωλήνων, αποτρέποντας τον περιορισμό του άνθρακα και την υπερβολική αύξηση του pH. 

			Η βέλτιστη θερμοκρασία για την ανάπτυξη των περισσοτέρων μικροφυκών βρίσκεται μεταξύ 20 και 30 οC. Οι θερμοκρασίες έξω από αυτό το εύρος θα μπορούσαν να θανατώσουν ή διαφορετικά να βλάψουν τα κύτταρα. Το υγρό της καλλιέργειας των μικροφυκών μέσα στους σωλήνες του φωτοβιοαντιδραστήρα που εκτίθενται στον ήλιο, μπορεί γρήγορα να υπερθερμανθεί. Επομένως, η ψύξη κατά τη διάρκεια της ημέρας είναι απαραίτητη, ενώ επίσης σημαντικός είναι ο έλεγχος της θερμοκρασίας και κατά τη διάρκεια της νύχτας, ώστε να μην πέσει πολύ χαμηλά βλάπτοντας τα κύτταρα. Για παράδειγμα, η νυχτερινή απώλεια βιομάζας μικροφυκών εξαιτίας του φαινομένου της αναπνοής, μπορεί να ελαττωθεί με τη μείωση της θερμοκρασίας λίγους βαθμούς κάτω από τη βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης. Η έκταση της νυχτερινής αυτής απώλειας εξαρτάται όχι μόνο από τη θερμοκρασία κατά τη διάρκεια της νύχτας αλλά και από το επίπεδο του φωτός και της θερμοκρασίας κατά το στάδιο ανάπτυξης της βιομάζας. Οι υπαίθριοι αυλωτοί φωτοβιοαντιδραστήρες μπορούν αποτελεσματικά και οικονομικά να ψυχθούν χρησιμοποιώντας εναλλάκτες θερμότητας, οι οποίοι μπορούν να τοποθετηθούν στη ζώνη απαέρωσης, όπως φαίνεται στο Σχήμα 11.4, ή στο σύστημα σωληνώσεων. Η ψύξη μέσω εξάτμισης μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί ψεκάζοντας νερό πάνω στους σωλήνες, μία μέθοδος η οποία αποδεικνύεται ιδιαίτερα επιτυχής σε ξηρά κλίματα, όπως για παράδειγμα στο Ισραήλ. 

			Τέλος, μία διάταξη φωτοβιοαντιδραστήρα πρέπει να κλείνει για καθαρισμό και συντήρηση ρουτίνας τουλάχιστον μια φορά το χρόνο. Επιπλέον, ο καθαρισμός και η εξυγίανση του αντιδραστήρα είναι απαραίτητοι στην περίπτωση αποτυχίας μίας καλλιέργειας, εξαιτίας μόλυνσης με ανεπιθύμητα μικροφύκη και παράσιτα. Ένας εμπορικός φωτοβιοαντιδραστήρας θα πρέπει να καθαρίζεται εύκολα για να μειώνει το χρόνο διακοπής της λειτουργίας του. Γενικά πρέπει να ακολουθούνται αυτοματοποιημένες διαδικασίες οι οποίες δεν απαιτούν τη διάλυση του φωτοβιοαντιδραστήρα που στοιχίζει τόσο σε χρόνο όσο και σε φθορά του συστήματος.

			10.2.3 Σύγκριση μεταξύ συστημάτων παραγωγής βιομάζας μικροφυκών

			Τα κύρια πλεονεκτήματα και οι σημαντικότεροι περιορισμοί των ανοικτών δεξαμενών και των κλειστών  φωτοβιοαντιδραστήρων περιγράφονται στον Πίνακα 11.1. Συγκρινόμενες με τους κλειστούς φωτοβιοαντιδραστήρες, οι ανοικτές δεξαμενές είναι φθηνότερες για τη μεγάλης κλίμακας παραγωγή μικροφυκών, ενώ σε γενικές γραμμές, δεν ανταγωνίζονται τις υπάρχουσες καλλιεργήσιμες εκτάσεις γης που χρησιμοποιούνται για παραγωγή τροφίμων, καθώς μπορούν να υλοποιηθούν σε περιοχές με χαμηλό δυναμικό φυτικής παραγωγής. Επιπλέον έχουν χαμηλές απαιτήσεις σε ενέργεια και μπορούν να συντηρηθούν και να καθαριστούν ευκολότερα σε σύγκριση με τους φωτοβιοαντιδραστήρες. Από την άλλη, τα ανοικτά συστήματα απαιτούν εξαιρετικά επιλεκτικό περιβάλλον λόγω των εγγενών απειλών από μολύνσεις από άλλα είδη μικροφυκών και πρωτόζωα. Όσον αφορά την παραγωγικότητα σε βιομάζα, τα συστήματα των ανοικτών δεξαμενών είναι λιγότερο αποδοτικά σε σχέση με τους κλειστούς φωτοβιοαντιδραστήρες. Αυτό μπορεί να οφείλεται σε διάφορους σημαντικούς παράγοντες συμπεριλαμβανομένων των απωλειών μέσω εξάτμισης, διακυμάνσεις στη θερμοκρασία, έλλειψη CO2, ανεπαρκή ανάδευση και περιορισμούς του φωτός [12]. Παρόλο που η εξάτμιση του νερού συμβάλει στην ψύξη του συστήματος, μπορεί να μεταβάλει αρκετά την ιοντική ισχύ, με αρνητικές συνέπειες στην ανάπτυξη των μικροφυκών. Οι διακυμάνσεις της θερμοκρασίας λόγω του ημερήσιου κύκλου και των εποχιακών μεταβολών είναι δύσκολο να ελεγχθούν στα ανοικτά αυτά συστήματα, ενώ πιθανές ελλείψεις CO2 λόγω διάχυσης στην ατμόσφαιρα μπορεί να οδηγήσουν σε μειωμένη παραγωγικότητα της βιομάζας. Η ανεπαρκής ανάδευση μπορεί και αυτή να οδηγήσει σε χαμηλή μεταφορά CO2 με αποτέλεσμα και πάλι τη χαμηλή παραγωγικότητα σε βιομάζα. Τέλος, η αύξηση της πυκνότητας των μικροφυκών μπορεί να μειώσει τη δέσμευση του φωτός με επακόλουθη μείωση του ρυθμού ανάπτυξης των κυττάρων. Ωστόσο, η μείωση του βάθους και η βελτίωση της ανάδευσης βελτιώνει τη δέσμευση του φωτός οδηγώντας σε καλύτερη παραγωγικότητα βιομάζας. Αν για παράδειγμα, χρησιμοποιήσουμε μία ανοικτή επιμήκης λεκάνη και έναν κλειστό φωτοβιοαντιδραστήρα για την παραγωγή βιομάζας μικροφυκών, εξαιτίας της μεγαλύτερης ογκομετρικής παραγωγικότητας που εμφανίζει η δεύτερη μεθοδολογία έως και 13 φορές, θα παράγουμε περισσότερη βιομάζα ανά επιφάνεια σε σύγκριση με τα ανοικτά συστήματα δεδομένης ίσης ποσότητας CO2 (Πίνακας 11.2). 
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			Πίνακας 11.1: Πλεονεκτήματα και περιορισμοί των ανοικτών δεξαμενών και των φωτοβιοαντιδραστήρων [12].

			Η ανάκτηση της βιομάζας των μικροφυκών από το μέσο ανάπτυξης είναι απαραίτητη για την εκχύλιση των παραγόμενων λιπαρών τα οποία θα μας οδηγήσουν στην παραγωγή του βιοντήζελ όπως είδαμε στο κεφάλαιο 9. Το κόστος της ανάκτησης αυτής, η οποία μπορεί  να γίνει, για παράδειγμα, με φιλτράρισμα ή φυγοκέντρηση (παράγραφος 12.3.1), μπορεί να είναι σημαντικό και σε κάποιες περιπτώσεις καθοριστικό για την επιλογή της μεθόδου παραγωγής.

			Το κόστος ανάκτησης της βιομάζας σε φωτοβιοαντιδραστήρες είναι σαφώς μικρότερο από το αντίστοιχο κόστος ανάκτησης από επιμήκεις λεκάνες, αφού η πρώτη μέθοδος έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή αυξημένης συγκέντρωσης βιομάζας έως και κατά 30 φορές σε σχέση με τη δεύτερη (Πίνακας 11.2). Επομένως, η χρήση κλειστών φωτοβιοαντιδραστήρων ενδείκνυται για την παραγωγή βιοκαυσίμων από μικροφύκη, εφόσον πρώτα μειωθεί σημαντικά το κόστος παραγωγής. 
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			Πίνακας 11.2: Συγκριτικά χαρακτηριστικά μεταξύ επιμήκων λεκανών και φωτοβιοαντιδραστήρων [1].
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			12. Καλλιέργεια και συγκομιδή της βιομάζας μικροφυκών

			12.1 Συνθήκες καλλιέργειας μικροφυκών

			Τα χαρακτηριστικά της ανάπτυξης και η σύνθεση των μικροφυκών είναι γνωστό ότι εξαρτώνται από τις συνθήκες καλλιέργειας [1]. Υπάρχουν τέσσερις κύριοι τύποι συνθηκών καλλιέργειας για τα μικροφύκη: η φωτοτροφική, η ετερότροφη, η μιξότροφη και η φωτοετερότροφη καλλιέργεια. Ο Πίνακας 12.1 δίνει κάποια παραδείγματα από διάφορα είδη μικροφυκών τα οποία αναπτύσσονται σε διαφορετικές συνθήκες καλλιέργειας σε σχέση με το περιεχόμενό τους και την παραγωγικότητά τους σε λιπαρά, όπως και της παραγωγής τους σε βιομάζα μικροφυκών.

			12.1.1 Φωτοτροφική καλλιέργεια

			Η φωτοτροφική καλλιέργεια συμβαίνει όταν τα μικροφύκη χρησιμοποιούν φως, όπως το ηλιακό φως, ως πηγή ενέργειας, και ανόργανο άνθρακα, όπως το CO2, ως πηγή άνθρακα για να σχηματίσουν χημική ενέργεια μέσω της φωτοσύνθεσης. Αυτή είναι η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη μέθοδος καλλιέργειας για την ανάπτυξη των μικροφυκών. Στον Πίνακα 12.1 παρατηρούμε ότι κάτω από φωτοτροφικές συνθήκες υπάρχει μεγάλη διακύμανση του ποσοστού των παραγόμενων λιπαρών, από 5 έως 63% επί ξηρού βάρους των κυττάρων, ανάλογα με τα είδη των μικροφυκών που εξετάζονται. Συνήθως μία συνθήκη που περιορίζει το άζωτο ή κάποιο θρεπτικό συστατικό οδηγεί στην αύξηση του λιπιδικού περιεχομένου των μικροφυκών. Αυτό έχει σαν συνέπεια, για να επιτύχουμε υψηλότερο περιεχόμενο σε λιπαρά να πρέπει συνήθως να θυσιάσουμε την παραγωγικότητα σε βιομάζα. Επομένως, η ικανότητα παραγωγής λιπιδίων από διάφορα στελέχη μικροφυκών δεν αποτελεί τον καθοριστικό παράγοντα για τον σχεδιασμό μίας διεργασίας παραγωγής βιοντήζελ, αλλά τόσο το περιεχόμενο σε λιπαρά όσο και η παραγωγή της βιομάζας μικροφυκών πρέπει να εξετάζονται παράλληλα. Ως εκ τούτου, στις φωτοτροφικές καλλιέργειες, η παραγωγικότητα των λιπιδίων, η οποία εκπροσωπεί τη συνδυασμένη επίδραση του περιεχόμενου σε λιπαρά και της παραγωγής της βιομάζας, αποτελεί τον πιο κατάλληλο δείκτη απόδοσης για να αποδειχθεί η ικανότητα ενός μικροφύκους στην παραγωγή λιπαρών και επομένως του βιοντήζελ. Η μεγαλύτερη φωτοτροφική παραγωγικότητα σε λιπαρά, η οποία έχει μέχρι σήμερα ανακοινωθεί στη βιβλιογραφία, είναι περίπου 179 mg L-1 day-1 από το γένος Chlorella χρησιμοποιώντας 2% CO2 με αερισμό 0,25 vvm (Πίνακας 12.1). Το μεγαλύτερο πλεονέκτημα της αυτοτροφικής καλλιέργειας για την παραγωγή ελαίου από μικροφύκη είναι η κατανάλωση CO2 ως πηγή άνθρακα για την κυτταρική ανάπτυξη και παραγωγή λιπαρών. Παρόλα αυτά, όταν χρησιμοποιείται το CO2 ως μοναδική πηγή άνθρακα, η μονάδα καλλιέργειας μικροφυκών πρέπει να βρίσκεται κοντά σε εργοστάσια ή σταθμούς παραγωγής ηλεκτρικής ενέργειας για να είναι εφικτή η παροχή μεγάλων ποσοτήτων CO2 για την ανάπτυξη των μικροφυκών. Επιπλέον, εάν συγκρίνουμε με άλλου τύπου καλλιέργειες μικροφυκών, η πιθανότητα μόλυνσης στην αυτότροφη ανάπτυξη είναι σχετικά μικρή. Επομένως, τα υπαίθρια συστήματα καλλιέργειας των μικροφυκών μεγάλης κλίμακας, όπως για παράδειγμα οι επιμήκεις λεκάνες, χρησιμοποιούνται συνήθως υπό συνθήκες φωτοτροφικής καλλιέργειας.

			12.1.2 Ετερότροφη καλλιέργεια

			Ορισμένα είδη μικροφυκών μπορούν να αναπτυχθούν είτε φωτοτροφικά, είτε μέσω της χρήσης οργανικού άνθρακα σε συνθήκες σκότους, όπως ακριβώς συμβαίνει με τα βακτήρια. Η κατάσταση στην οποία τα μικροφύκη χρησιμοποιούν οργανικό άνθρακα, τόσο για ενέργεια όσο και για πηγή άνθρακα, ονομάζεται ετερότροφη καλλιέργεια. Το είδος αυτό της καλλιέργειας θα μπορούσε να ξεπεράσει τα διάφορα προβλήματα τα οποία σχετίζονται με το φωτισμό των μικροφυκών, όπως π.χ. η δυσκολία σχηματισμού υψηλής πυκνότητας κυττάρων σε μεγάλης κλίμακας φωτοβιοαντιδραστήρες. Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 12.1, η μεγαλύτερη παραγωγή και παραγωγικότητα της βιομάζας μπορεί να επιτευχθεί σε ετεροτροφικές συνθήκες. Επιπλέον, κάποια είδη μικροφυκών παρουσιάζουν μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε λιπαρά κατά τη διάρκεια της ετερότροφης ανάπτυξης τους. Για παράδειγμα, η Chlorella protothecoides αύξησε το περιεχόμενο της σε λιπαρά κατά 40% με την αλλαγή των συνθηκών καλλιέργειας από φωτοτροφικές σε ετερότροφες συνθήκες [2]. Τα μικροφύκη μπορούν να αφομοιώσουν μια ποικιλία οργανικών πηγών άνθρακα για την ανάπτυξή τους, όπως είναι η γλυκόζη, τα οξικά άλατα, η γλυκερόλη, η φρουκτόζη, η σακχαρόζη, η λακτόζη, η γαλακτόζη και η μαννόζη [3]. Επομένως, πρόσφατες μελέτες εστιάζουν στην εύρεση φθηνών οργανικών πηγών άνθρακα, όπως είναι π.χ. οι λιγνινοκυτταρινούχες πηγές (υδρόλυμα σκόνης αραβοσίτου), αντί της χρήσης καθαρών σακχάρων, με αποτέλεσμα την επίτευξη υψηλής παραγωγικότητας βιομάζας (2 g L-1 day-1) και λιπαρών (932 mg L-1 day-1). Η μεγαλύτερη παραγωγικότητα σε λιπαρά αγγίζει την τιμή των 3700 mg L-1 day-1, μέσω της χρησιμοποίησης ενός ημιδιαλείποντος έργου βιοαντιδραστήρα πέντε λίτρων [4]. Χρησιμοποιώντας την ετερότροφη ανάπτυξη, έχουμε ως αποτέλεσμα τη μεγαλύτερη παραγωγικότητα σε λιπαρά, αφού η μέγιστη γνωστή παραγωγικότητα στη βιβλιογραφία είναι περίπου 20 φορές μεγαλύτερη από εκείνη που επιτυγχάνεται μέσω της φωτοτροφικής καλλιέργειας. Παρόλα αυτά, το ετεροτροφικό σύστημα το οποίο στηρίζεται στην παροχή σακχάρων συχνά αντιμετωπίζει προβλήματα μόλυνσης. 

			12.1.3 Μιξότροφη καλλιέργεια

			Η καλλιέργεια ονομάζεται μιξότροφη, όταν τα μικροφύκη υποβάλλονται σε φωτοσύνθεση με ταυτόχρονη χρήση οργανικών ουσιών και ανόργανου άνθρακα (CO2), ως πηγή άνθρακα για την ανάπτυξή τους. Αυτό σημαίνει ότι τα μικροφύκη μπορούν να ζουν κάτω από συνθήκες είτε φωτοτροφικές, είτε ετερότροφες, είτε σε συνδυασμό. Συνεπώς τα κύτταρα αφομοιώνουν τις οργανικές ουσίες και το CO2 ως πηγή άνθρακα, και το CO2 το οποίο απελευθερώνεται μέσω της αναπνοής, μπορεί να παγιδευτεί και να επαναχρησιμοποιηθεί στα πλαίσια φωτοτροφικής καλλιέργειας. Συγκρινόμενη με τη φωτοτροφική και την ετερότροφη καλλιέργεια, η μιξότροφη χρησιμοποιείται σπάνια και μόνο για ερευνητικούς σκοπούς για την παραγωγή λιπαρών από τα μικροφύκη και επομένως για την παραγωγή βιοκαυσίμων.

			12.1.4 Φωτοετερότροφη καλλιέργεια

			Η φωτοετερότροφη καλλιέργεια λαμβάνει χώρα όταν τα μικροφύκη απαιτούν φως για τη χρησιμοποίηση οργανικών ουσιών ως πηγή άνθρακα. Η βασική διαφορά μεταξύ μιξότροφων και φωτοετερότροφων καλλιεργειών, είναι ότι οι τελευταίες απαιτούν φως ως πηγή ενέργειας (Πινακας 12.2), ενώ στις μιξότροφες καλλιέργειες χρησιμοποιούνται οι οργανικές ουσίες για το σκοπό αυτό. Επομένως, η φωτοετερότροφη καλλιέργεια απαιτεί ταυτόχρονη χρήση σακχάρων και φωτός για την παραγωγή βιομάζας μικροφυκών. Παρά το γεγονός ότι η παραγωγή ορισμένων φωτο-ρυθμιζόμενων μεταβολιτών μπορεί να ενισχυθεί με τη φωτοετερότροφη καλλιέργεια, η χρήση αυτής της προσέγγισης για την παραγωγή βιοντήζελ είναι πολύ σπάνια, όπως συμβαίνει και για την περίπτωση της μιξότροφης καλλιέργειας.

			12.1.5 Σύγκριση διαφορετικών συνθηκών καλλιέργειας

			Αν και η παραγωγή ελαίου από μικροφύκη εξαρτάται από το μικροβιακό στέλεχος που θα χρησιμοποιηθεί, τα στοιχεία του Πίνακα 12.1 μας δείχνουν ότι η ετερότροφη ανάπτυξη μπορεί να δώσει καλύτερη παραγωγικότητα σε λιπαρά, σε σύγκριση με άλλες συνθήκες καλλιέργειας, προσελκύοντας το μεγαλύτερο ενδιαφέρον βιβλιογραφικά. Ωστόσο, η κλιμάκωση μεγέθους μίας ετερότροφης παραγωγής παρουσιάζει προβλήματα εξαιτίας των πιθανών μολύνσεων, ειδικά όταν οι καλλιέργειες πραγματοποιούνται σε ανοικτά συστήματα (Πίνακας 12.2). Επιπλέον, το κόστος της πηγής άνθρακα αποτελεί μείζον πρόβλημα από την τεχνοοικονομική και εμπορική πλευρά της όλης διεργασίας. Η φωτοτροφική καλλιέργεια είναι η πιο κοινά χρησιμοποιούμενη και η ευκολότερη για κλιμάκωση μεγέθους, όπως για παράδειγμα ένα ανοικτό σύστημα επιμηκών λεκανών, ενώ είναι πολλά υποσχόμενη αφού τα μικροφύκη μπορούν να καταναλώσουν το CO2 από τα καυσαέρια παρακείμενων εργοστασίων και να το μετατρέψουν σε λιπαρά. Ωστόσο, η παραγωγικότητα σε έλαιο της προσέγγισης αυτής είναι συνήθως αισθητά χαμηλότερη από εκείνη της ετερότροφης καλλιέργειας, κυρίως εξαιτίας της αργής κυτταρικής ανάπτυξης και της χαμηλής παραγωγικότητας της βιομάζας. Από την άλλη πλευρά, το χαμηλό κόστος για την κλιμάκωση μεγέθους της φωτοτροφικής καλλιέργειας καθιστά τη μέθοδο αυτή πολύ ελκυστική για παραγωγή άλλων σημαντικών  προϊόντων εκτός από τα βιοκαύσιμα (Πίνακας 12.2). Μέχρι σήμερα, δεν υπάρχουν πολλές πληροφορίες στη διεθνή βιβλιογραφία που σχετίζονται με τη χρήση μιξοτρόφης και φωτοετερότροφης καλλιέργειας για την παραγωγή βιοκαυσίμων από τα μικροφύκη, αφού οι δυο αυτές συνθήκες περιορίζονται από το ρίσκο της μόλυνσης και των απαιτήσεων σε φως, προϋποθέτοντας τον σχεδιασμό ενός ειδικού φωτοβιοαντιδραστήρα για την κλιμάκωση μεγέθους της διεργασίας, αυξάνοντας έτσι τα λειτουργικά έξοδα (Πίνακας 12.2).
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			Υπόμνημα: aCO2, bαέρας, cγλυκόζη, dοξικά, eγλυκερόλη, fυδρόλυμα σκόνης αραβοσίτου

			Πίνακας 12.1: Παραγωγικότητα και περιεχόμενο λιπιδίων σε διαφορετικά είδη μικροφυκών κάτω από διαφορετικές συνθήκες καλλιέργειας [5].
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			Πίνακας 12.2: Σύγκριση των χαρακτηριστικών μεταξύ διαφορετικών συνθηκών καλλιέργειας.

			12.2 Επίδραση της πηγής φωτός στα συστήματα καλλιέργειας μικροφυκών 

			Στα κλειστά και ανοικτά υπαίθρια συστήματα καλλιέργειας μικροφυκών, η πηγή του φωτός και η έντασή της αποτελούν πολύ σημαντικούς παράγοντες για την απόδοση της φωτοτροφικής ανάπτυξης των μικροφυκών [6]. Για την καλλιέργεια μικροφυκών στην ύπαιθρο, το ηλιακό φως είναι η κύρια πηγή φωτός, ενώ κάποιες καινοτόμες τεχνητές πηγές φωτός, όπως οι δίοδοι φωτοεκπομπής (Light-Emitting Diodes, LED) και οι οπτικές ίνες, παρουσιάζουν έντονο ενδιαφέρον για τα εσωτερικά συστήματα καλλιέργειας. Επιπλέον, είναι δυνατή η μεταφορά ηλιακής ενέργειας από τον εξωτερικό χώρο για τον φωτισμό εσωτερικά στεγαζόμενων φωτοβιοαντιδραστήρων, όπως στην περίπτωση των συστημάτων διέγερσης ηλιακής ενέργειας μέσω οπτικών ινών (optical fiber solar systems, OF-solar).

			12.2.1 Ανάπτυξη τεχνητών πηγών φωτός για τα συστήματα καλλιέργειας μικροφυκών

			Παρά το γεγονός ότι έχουν γίνει πολλές προσπάθειες για την ανάπτυξη αποδοτικών και αποτελεσματικών φωτοβιοαντιδραστήρων, η χρήση συμβατικών βιοαντιδραστήρων σε συνδυασμό με τεχνητές πηγές φωτός δεν ενδείκνυται εξαιτίας του υψηλού κόστους εγκατάστασης και λειτουργίας. Επιπλέον, σύμφωνα με την Εξίσωση 12.1, η ένταση του φωτός μειώνεται εκθετικά με την απόσταση από τα τοιχώματα ενός βιοαντιδραστήρα, όταν οι συγκεντρώσεις τόσο των κυττάρων όσο και του παραγόμενου προϊόντος αυξάνονται:

			IL / Io = exp(-γL)						

			[Εξίσωση 12.1]

			όπου IL είναι η ένταση του φωτός σε μήκος L, Io είναι η πραγματική ένταση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας και γ είναι η θολερότητα. Επομένως, η ένταση του φωτός τείνει να μειώνεται γρήγορα εξαιτίας της επίδρασης της σκίασης, η οποία οφείλεται στη συγκέντρωση τόσο των κυττάρων όσο και του προϊόντος ή λόγω του σχηματισμού βιοφίλμ πάνω στην επιφάνεια των βιοαντιδραστήρων [7]. Επιπλέον, αν και η σύντομη διαδρομή του φωτός είναι θεωρητικά ευνοϊκότερη για την επίτευξη υψηλής απόδοσης φωτισμού, οι συμβατικές τεχνητές πηγές φωτός δε μπορούν να βρίσκονται σε στενή επαφή με την καλλιέργεια των μικροφυκών, διότι συνήθως εκλύουν σημαντικά ποσά θερμότητας. Επομένως, η αποδοτικότητα μετατροπής των συμβατικών βιοαντιδραστήρων σε φωτοβιοαντιδραστήρες είναι περιορισμένη. Εξαιτίας των προβλημάτων και των περιορισμών που σχετίζονται με τις συμβατικές πηγές φωτός, έχουν αναπτυχθεί διάφορες στρατηγικές φωτισμού σε φωτοβιοαντιδραστήρες, με στόχο τη βελτίωση της απόδοσης παραγωγής μικροφυκών και του περιεχομένου τους σε λιπαρά.

			Όπως είδαμε και παραπάνω, η αποδοτικότητα της παραγωγής βιομάζας συχνά περιορίζεται από την παρεχόμενη φωτεινή ενέργεια και τη συγκέντρωση των κυττάρων. Επομένως, χωρίς να λαμβάνεται υπόψη η οικονομική βιωσιμότητα μίας διεργασίας, έχουν σχεδιαστεί και κατασκευαστεί διάφοροι φωτοβιοαντιδραστήρες για τη βελτίωση της παροχής φωτός και επομένως της απόδοσης σε βιομάζα μικροφυκών. Αν και πολλοί διαφορετικοί φωτοβιοαντιδραστήρες έχουν σχεδιαστεί στη βιβλιογραφία και έχουν βρεθεί αποδοτικοί στην ανάπτυξη μικροφυκών, το κύριο εμπόδιο στην εμπορική τους εφαρμογή και της κλιμάκωσης μεγέθους τους είναι το υψηλό λειτουργικό τους κόστος, εξαιτίας της ανάγκης τους για τεχνητές πηγές φωτός. 

			12.2.2 Καινοτόμες τεχνητές πηγές φωτός

			Για να εκμεταλλευτεί κανείς αποτελεσματικά τις εμπορικές δυνατότητες των μικροφυκών, είναι απαραίτητη μία φθηνή, ανθεκτική, αξιόπιστη και υψηλής απόδοσης πηγή φωτός. Εάν η φωτεινή πηγή έχει μια στενή φασματική απόδοση που επικαλύπτει το φάσμα απορρόφησης της φωτοσύνθεσης, θα αυξήσει την συνολική ενεργειακή μετατροπή, αφού η εκπομπή φωτός σε μη χρήσιμα μήκη κύματος θα εκμηδενιστεί. Μεταξύ των πηγών φωτός που είναι σήμερα διαθέσιμες, τα LED είναι τα μόνα που πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια. Οι δίοδοι αυτοί είναι χαμηλού βάρους και αρκετά μικροί σε διαστάσεις για να χωρέσουν σχεδόν σε κάθε διάταξη φωτοβιοαντιδραστήρα, ενώ παρουσιάζουν επιπλέον πλεονεκτήματα, όπως το μεγαλύτερο προσδόκιμο ζωής, η χαμηλή παραγωγή θερμότητας, η υψηλή απόδοση μετατροπής και η μεγαλύτερη ανοχή στο άνοιγμα και κλείσιμο της διάταξης. Επιπλέον, τα LED διαθέτουν μία στενή φασματική εκπομπή φωτός μεταξύ 20 και 30 nm, η οποία μπορεί να ταιριάξει με τις ανάγκες της φωτοσύνθεσης. Για παράδειγμα, τα μήκη κύματος απορρόφησης του μπλε και κόκκινου LED είναι περίπου στα 450-470 nm και 645-665 nm, αντίστοιχα (Σχήμα 12.1) [8]. Σε φωτοτροφική καλλιέργεια της Spirulina platensis παρατηρήθηκε ότι ο μεγαλύτερος ειδικός ρυθμός ανάπτυξης και παραγωγής βιομάζας επιτεύχθηκε χρησιμοποιώντας κόκκινου χρώματος LED. Επιπλέον, μερικές εργασίες υποστηρίζουν ότι το βέλτιστο μήκος κύματος ποικίλλει ανάμεσα σε διαφορετικά είδη μικροφυκών. Για παράδειγμα, έχει παρατηρηθεί ότι ο φωτισμός με κόκκινα LED είναι κατάλληλος για την ανάπτυξη της κυτταρικής βιομάζας των μικροφυκών Spirulina pluvialis, ενώ στη συνέχεια η εφαρμογή μπλε φωτός με LED βελτίωσε την παραγωγή του προϊόντος της ασταξανθίνης. 

			[image: ]

			Σχήμα 12.1: Φωτοβιοαντιδραστήρας με ενσωματωμένες λυχνίες LED για την ανάπτυξη μικροφυκών προς την παραγωγή βιοκαυσίμων (Ευγενική χορηγία του Pacific Northwest National Laboratory).

			Εκτός από το φωτισμό LED, η διέγερση με τεχνητό φως μέσω οπτικών ινών, αποτελεί δυνητικά άλλη μία πηγή φωτός για τη βελτίωση των συστημάτων καλλιέργειας των μικροφυκών. Κύριο χαρακτηριστικό των οπτικών ινών είναι η μετάδοση της φωτεινής ακτινοβολίας από το ένα άκρο στο άλλο, αλλά αν οι ίνες αυτές τροποποιηθούν μηχανικά δημιουργώντας μία τραχιά επιφάνεια κατά το μήκος της ίνας, τότε λαμβάνονται οι λεγόμενες «πλευρικού φωτισμού» οπτικές ίνες. Οι ίνες αυτές αναμένεται να ενισχύσουν σημαντικά την απόδοση μετατροπής του φωτός στους φωτοβιοαντιδραστήρες, διότι παρέχουν ομοιόμορφη κατανομή του φωτός, με μία υψηλή σχέση επιφάνειας ως προς τον όγκο, ενώ παράλληλα μπορούν να βυθιστούν απευθείας στο σύστημα καλλιέργειας, για την αποδοτική μεταφορά φωτεινής ενέργειας χωρίς την παραγωγή θερμότητας. Οι «πλευρικού φωτισμού» οπτικές ίνες μπορούν να διεγερθούν με διαφορετικές τεχνητές πηγές φωτός, παρέχοντας κατανομές διαφορετικού μήκους κύματος ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας, οι οποίες στη συνέχεια μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως εσωτερικές πηγές φωτός στους φωτοβιοαντιδραστήρες.

			12.2.3 Ηλιακό φως ως πηγή φωτός

			Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, τα κύρια προβλήματα τα οποία σχετίζονται με την τεχνητού φωτισμού φωτοτροφική καλλιέργεια μικροφυκών, είναι η υψηλή κατανάλωση ενέργειας και το υψηλό πάγιο κόστος των τεχνητών πηγών φωτός. Επομένως, για μία επιτυχημένη διεργασία παραγωγής βιομάζας, πρέπει να βελτιώσουμε την απόδοση της δέσμευσης του φωτός, αυξάνοντας τον ειδικό ρυθμό ανάπτυξης με το μικρότερο δυνατό κόστος. Μεταξύ των πηγών φωτός που γνωρίζουμε μέχρι σήμερα, το ηλιακό φως είναι το απόλυτα διαθέσιμο, με την ακτινοβολία του να παρέχει τη μεγαλύτερη ροή ενέργειας σε παγκόσμια κλίμακα περίπου 5,7 x 1024 J ετησίως, η οποία είναι περίπου 10000 φορές περισσότερη από τη συνολική ενέργεια που καταναλώνει ο άνθρωπος σε έναν χρόνο [9]. Η μεγαλύτερη ένταση φωτός εντοπίζεται τις μεσημβρινές ώρες, περίπου στα 1100 W/m2, η οποία ξεπερνά την απαιτούμενη ένταση για την παραγωγή των μικροφυκών, παρουσιάζοντας πολλά πλεονεκτήματα, όπως: α) είναι ελεύθερα διαθέσιμο χωρίς κανένα κόστος σε αντίθεση με το δαπανηρό τεχνητό φως, β) περιέχει το πλήρες φάσμα της φωτεινής ενέργειας, οπότε με τη χρήση ενός φίλτρου υπεριώδους ακτινοβολίας (UV), μπορεί να επιλέγεται το κατάλληλο μήκος κύματος, τόσο για την παραγωγή βιομάζας, όσο και για την παραγωγή του επιθυμητού προϊόντος. Η αποδοτική εκμετάλλευση της ηλιακής ενέργειας μπορεί να μας λύσει ταυτόχρονα πολλά προβλήματα, όπως το υψηλό κόστος λειτουργίας αλλά και την κατανάλωση ηλεκτρικής ενέργειας, οδηγώντας σε μείωση της μόλυνσης του περιβάλλοντος. Επομένως, οι τεχνητές πηγές φωτός μπορεί να αντικατασταθούν από το ηλιακό φως, μέσω της διέγερσης οπτικών ινών πλευρικού φωτισμού σε στεγασμένους κλειστούς φωτοβιοαντιδραστήρες (OF-Solar) [5]. Στη διεργασία αυτή, το ηλιακό φως μπορεί να εισαχθεί απευθείας μέσω των οπτικών ινών στους φωτοβιοαντιδραστήρες για τον επαρκή φωτισμό τους, μειώνοντας αισθητά την κατανάλωση ηλεκτρικής ενέργειας. Ωστόσο, η ημερήσια διακύμανση της έντασης του φωτός θεωρείται ένα μεγάλο πρόβλημα της χρήσης των OF-solar ως πηγής φωτός.

			Οι περισσότερες διεργασίες παραγωγής βιομάζας μικροφυκών πραγματοποιούνται σε ανοικτά συστήματα με απευθείας εκμετάλλευση της ηλιακής ενέργειας. Ωστόσο, η απόδοση των υπαίθριων ανοικτών συστημάτων είναι συνήθως φτωχή, εξαιτίας διάφορων προβλημάτων που προαναφέρθηκαν, όπως είναι η δυσκολία ελέγχου των συνθηκών καλλιέργειας, η απευθείας έκθεση στην υπεριώδη ακτινοβολία, η πιθανότητα μόλυνσης, η χαμηλή ένταση του φωτός, ο ημερήσιος κύκλος (ημέρας-νύχτας) κ.λπ. Παρόλο που οι παραπάνω παράγοντες περιορίζουν την απόδοση μετατροπής του φωτός και την παραγωγικότητα των υπαίθριων αυτών συστημάτων, οι διακυμάνσεις στη φωτεινή ένταση εξαιτίας του ημερήσιου κύκλου ημέρας-νύχτας και των εποχών αποτελούν τα κυριότερα προβλήματα χρήσης της ηλιακής ενέργειας. Ανάλογα με τις καιρικές συνθήκες και την εποχή του έτους, το φάσμα της ηλιακής ακτινοβολίας και ο χρόνος έκθεσης δεν επαρκούν για την υποστήριξη της ανάπτυξης των μικροφυκών. Απουσία της ηλιακής ενέργειας, ο κυτταρικός μεταβολισμός μεταβάλλεται, με σημαντικές επιπτώσεις τόσο στην παραγωγικότητα όσο και στη βιοχημεία των κυττάρων. Για παράδειγμα, έχει παρατηρηθεί ότι η συγκέντρωση βιομάζας και το περιεχόμενο της σε υδατάνθρακες του μικροφύκους Chlorella pyrenoidosa μειώνεται σημαντικά κατά τη διάρκεια της νύχτας [10]. 

			Από τη στιγμή που η ένταση του ηλιακού φωτός διαφέρει αρκετά σε σχέση με τις γεωγραφικές συντεταγμένες και τις καιρικές συνθήκες, η χρήση των OF-solar συστημάτων είναι ασταθής. Για να αντιμετωπιστεί το πρόβλημα αυτό, χρησιμοποιήθηκε μία διάταξη η οποία ελέγχει την ένταση του φωτός στον φωτοβιοαντιδραστήρα, ώστε όταν η ένταση της ηλιακής ακτινοβολίας μειωθεί κάτω από μία συγκεκριμένη τιμή, μία τεχνητή πηγή αναλαμβάνει τον φωτισμό αξιοποιώντας την καινοτόμο τεχνολογία των λυχνιών LED. Ο συνδυασμός OF-Solar αντιδραστήρων με υπάρχουσες τεχνολογίες ανανεώσιμων πηγών ενέργειας (ΑΠΕ), παρέχει «πράσινη» ενέργεια για την τροφοδοσία τόσο του αυτόματου συστήματος τεχνητού φωτισμού όσο και για την κάλυψη των λειτουργικών απαιτήσεων, με αποτέλεσμα την επιθυμητή εκμηδένιση του λειτουργικού κόστους ενός φωτοβιοαντιδραστήρα.

			12.2.4 Σύγκριση μεταξύ διαφορετικών πηγών φωτός

			Ένα σύστημα ανάπτυξης βιομάζας μικροφυκών, όπως είδαμε προηγουμένως, μπορεί να φωτισθεί με τεχνητό φως, ηλιακό φως ή με συνδυασμό και των δύο. Η απόδοση των μικροφυκών σε λιπαρά για την παραγωγή βιοντήζελ ποικίλει ανάλογα με τη χρησιμοποιούμενη πηγή φωτός. Συγκεκριμένα, σε συγκριτικές μελέτες βρέθηκε η απόδοση σε λιπαρά από 100 έως 130 m-3 ha-1 χρησιμοποιώντας φυσικό φως, και 172 m-3 ha-1 όταν χρησιμοποιήθηκε τεχνητό φως σε μία εργαστηριακής κλίμακας διάταξη καλλιέργειας μικροφυκών [11]. Η διαφορά αυτή που παρατηρήθηκε, οφείλεται στη σταθερότητα και στη συνεχή φωτεινή ενέργεια που παρέχεται από τις τεχνητές πηγές φωτός. Οι περισσότεροι φωτοβιοαντιδραστήρες εργαστηριακής κλίμακας φωτίζονται χρησιμοποιώντας λάμπες φθορισμού, οι οποίες απαιτούν μεγάλη κατανάλωση σε ηλεκτρική ενέργεια. Για την ίδια ένταση φωτός, αντικαθιστώντας τις λάμπες φθορίου με LED, μειώνεται η κατανάλωση ρεύματος κατά ποσοστό 50%. Τα περισσότερα εμπορικά συστήματα παραγωγής βιομάζας μικροφυκών λαμβάνουν χώρα σε ανοικτά συστήματα, χρησιμοποιώντας ηλιακή ενέργεια ως πηγή φωτός για τη μείωση του κόστους διεργασίας. Παρόλα αυτά, η απόδοση των υπαίθριων συστημάτων είναι χαμηλή, καθιστώντας τη χρήση φωτοβιοαντιδραστήρων απαραίτητη. Η χρήση οπτικών ινών για τον φωτισμό στεγαζόμενων φωτοβιοαντιδραστήρων μπορεί να βελτιώσει την απόδοση σε φωτεινή ενέργεια και να μειώσει την κατανάλωση ηλεκτρικής ενέργειας, ιδιαίτερα όταν γίνεται σε συνδυασμό με ΑΠΕ αποτελώντας μια πλήρως ανανεώσιμη διεργασία παραγωγής βιομάζας μικροφυκών.

			12.3 Τεχνολογίες συγκομιδής μικροφυκών

			Η αποδοτική συγκομιδή της βιομάζας μικροφυκών από το υγρό της καλλιέργειας, είναι απαραίτητη για τη μαζική παραγωγή βιοκαυσίμων που θα μπορέσει μελλοντικά να ανταγωνιστεί την αγορά καυσίμων κίνησης. Οι κυριότερες τεχνικές που εφαρμόζονται σήμερα στη συγκομιδή των μικροφυκών περιλαμβάνουν τη φυγοκέντρηση, την κροκίδωση, τη διήθηση και το κοσκίνισμα, την καθίζηση και την επίπλευση [12]. Το κόστος της συγκομιδής της βιομάζας των μικροφυκών μπορεί να είναι ιδιαίτερα υψηλό, δεδομένου ότι το κλάσμα της μάζας στο υγρό της καλλιέργειας είναι γενικά χαμηλό. Επιπλέον, τα κύτταρα συνήθως φέρουν αρνητικό φορτίο και οργανικές ουσίες που παράγονται από τα μικροφύκη (algogenic organic material, AOM), διατηρώντας σταθερή την κατάσταση διασποράς των κυττάρων, εμποδίζοντας τη συσσωμάτωση τους [13]. Η επιλογή της τεχνολογίας συγκομιδής εξαρτάται από τις ιδιότητες των μικροφυκών, όπως είναι η πυκνότητα και το μέγεθος τους, αλλά και από οικονομικούς παράγοντες, όπως είναι η τιμή των παραγόμενων προϊόντων [14]. Η συγκομιδή της βιομάζας των μικροφυκών μπορεί γενικά να χωριστεί σε μία διεργασία δύο σταδίων η οποία περιλαμβάνει:

			Α) Μαζική συγκομιδή: Ο σκοπός του σταδίου αυτού είναι ο διαχωρισμός της βιομάζας των μικροφυκών από το κύριο υγρό καλλιέργειας. Με τη μέθοδο αυτή, το συνολικό στερεό υλικό μπορεί να φτάσει το 2-7% χρησιμοποιώντας τεχνικές όπως κροκίδωση, επίπλευση ή καθίζηση μέσω βαρύτητας.

			Β) Συμπύκνωση: Ο σκοπός του σταδίου αυτού είναι η επιπλέον συγκέντρωση της βιομάζας χρησιμοποιώντας διεργασίες διήθησης και φυγοκέντρησης. Το στάδιο αυτό απαιτεί αρκετά περισσότερη ενέργεια συγκρινόμενο με το πρώτο στάδιο.

			12.3.1 Φυγοκέντρηση

			Τα περισσότερα είδη μικροφυκών μπορούν να ανακτηθούν από το υγρό της καλλιέργειας χρησιμοποιώντας την τεχνική της φυγοκέντρησης. Εργαστηριακές δοκιμές φυγοκέντρησης (500-1000 x g) έδειξαν ότι περίπου το 80-90% των μικροφυκών μπορεί να ανακτηθεί μέσα σε 2-5 λεπτά, ενώ έχει παρατηρηθεί ότι η φυγοκέντρηση είναι επιθυμητή για τη συγκομιδή της βιομάζας των μικροφυκών, ειδικά για την παραγωγή συμπυκνωμάτων εκτεταμένης διάρκειας ζωής που προορίζονται για υδατοκαλλιέργειες. Ωστόσο, η έκθεση των κυττάρων των μικροφυκών σε υψηλές βαρυτικές και διατμητικές δυνάμεις, μπορεί να καταστρέψουν την κυτταρική τους δομή. Επιπλέον, η φυγοκέντρηση μεγάλων ποσοτήτων καλλιέργειας μικροφυκών είναι χρονοβόρα διεργασία και δαπανηρή.

			12.3.2 Κροκίδωση

			Η κροκίδωση συνήθως αποτελεί το πρώτο στάδιο στη διεργασία συγκομιδής των μικροφυκών πριν τη χρήση άλλων μεθόδων συγκομιδής όπως είναι η διήθηση, η επίπλευση και η καθίζηση [15]. Η κροκίδωση αποτελεί μία διεργασία στην οποία διάσπαρτα σωματίδια συγκεντρώνονται μεταξύ τους για να σχηματίσουν μεγαλύτερα σωματίδια, τα οποία καθιζάνουν (Σχήμα 12.2). Μπορεί να έχουμε αυτοκροκίδωση ή χημική κροκίδωση:

			α. Αυτοκροκίδωση

			Η αυτοκροκίδωση εμφανίζεται ως αποτέλεσμα της καθίζησης των ανθρακικών αλάτων με τα μικροφύκη σε αυξημένο pH, λόγω της φωτοσυνθετικής κατανάλωσης του CO2. Ως εκ τούτου, η παρατεταμένη καλλιέργεια κάτω από ηλιακό φως με περιορισμένη την παροχή CO2 βοηθά την αυτοκροκίδωση των κυττάρων των μικροφυκών για τη συγκομιδή τους. Εργαστηριακά πειράματα έχουν δείξει ότι η αυτοκροκίδωση μπορεί να προκληθεί και με την προσθήκη NaOH, ώστε να επιτευχθούν οι συγκεκριμένες τιμές pH.

			[image: ]

			Σχήμα 12.2: Κροκίδωση μικροφυκών χρησιμοποιώντας γλυκόζη [16]. Τα κύτταρα των μικροφυκών συσσωματώνονται και καθιζάνουν στον πυθμένα. Το συσσωμάτωμα αναδύεται στην επιφάνεια με εμφύσηση αέρα από τον πυθμένα του δοχείου.

			β. Χημική κροκίδωση

			Η προσθήκη χημικών στις καλλιέργειες μικροφυκών για την πρόκληση κροκίδωσης, αποτελεί κοινή πρακτική σε διάφορους διαχωρισμούς στερεών-υγρών με ένα στάδιο προκατεργασίας. Υπάρχουν δυο κύριες κατηγορίες κροκιδωτικών σύμφωνα με τις χημικές τους συνθέσεις: α) ανόργανα κροκιδωτικά και β) οργανικά κροκιδωτικά. Επίσης, διερευνάται η αξιοποίηση μικροοργανισμών για την ανάκτηση των μικροφυκών, και συγκεκριμένα του είδους Paenibacillys AM49.

			i) Ανόργανα κροκιδωτικά: Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα κύτταρα των μικροφυκών είναι αρνητικά φορτισμένα, ως αποτέλεσμα της προσρόφησης ιόντων τα οποία προέρχονται από οργανική ύλη (AOM) αλλά και μέσω του ιονισμού επιφανειακών λειτουργικών ομάδων. Η προσθήκη ενός ανόργανου κροκιδωτικού μέσου, όπως κροκιδωτικά με βάση το σίδηρο ή το αργίλιο (π.χ. FeCl3, Al2(SO4)3, Fe2(SO4)3), μπορεί να εξουδετερώσει ή να μειώσει το φορτίο της επιφάνειας των κυττάρων. Το θειικό αργίλιο (Al2(SO4)3, alum) έχει χρησιμοποιηθεί για τη συγκομιδή μικροφυκών του γένους Scenedesmus και Chlorella μέσω εξουδετέρωσης φορτίου. Ωστόσο, παρά την αποτελεσματικότητα της μεθόδου, η κροκίδωση με χρήση ανόργανων ουσιών χαρακτηρίζεται από τα ακόλουθα μειονεκτήματα: α) η επίτευξη του διαχωρισμού στερεού-υγρού των μικροφυκών απαιτεί μεγάλη συγκέντρωση του ανόργανου κροκιδωτικού, παράγοντας επομένως μεγάλη ποσότητα λάσπης, β) η διεργασία είναι πολύ ευαίσθητη στο pH, γ) μερικά κροκιδωτικά είναι αποτελεσματικά για κάποια είδη μικροφυκών, αλλά δεν είναι για κάποια άλλα και τέλος δ) το τελικό προϊόν είναι μολυσμένο από την προσθήκη των ανόργανων αλάτων, όπως π.χ. του αργιλίου και σιδήρου.

			ii) Οργανικά κροκιδωτικά: Για να επιτευχθεί αποτελεσματικά η καθίζηση με τη χρήση οργανικών κροκιδωτικών ουσιών, πρέπει να γίνει η προσθήκη ενός πολυμερούς υψηλού μοριακού βάρους, το οποίο αυξάνει το μέγεθος των συσσωματωμάτων που πρέπει να υπερβαίνει τα 100 μm, βελτιώνοντας έτσι την καθίζηση των κυττάρων. Η συνδυασμένη κροκίδωση με θειικό αργίλιο ακολουθούμενο από τη χρήση συγκεκριμένων οργανικών κροκιδωτικών, δρα αποτελεσματικά στη συγκομιδή των μικροφυκών. Επιπλέον, τα βιοδιασπώμενα οργανικά κροκιδωτικά, όπως είναι η χιτοζάνη, παράγονται από φυσικές πηγές οι οποίες δεν επιμολύνουν τη βιομάζα των μικροφυκών. Τα πιο αποτελεσματικά κροκιδωτικά για την ανάκτηση των μικροφυκών είναι τα κατιονικά. Αντίθετα, τα ανιονικά και οι μη ιονικοί πολυηλεκτρολύτες αποτυγχάνουν στην κροκίδωση των μικροφυκών, γεγονός που οφείλεται είτε στην άπωση μεταξύ φορτίων των μικροφυκών με τα ανιονικά κροκιδωτικά, είτε στην ανεπαρκή απόσταση γεφύρωσης των μικροφυκών μέσω των πολυμερών κροκιδωτικών ουσιών. Το μοριακό βάρος των πολυμερών, η πυκνότητα φορτίου των μορίων, η δοσολογία, η συγκέντρωση της βιομάζας των μικροφυκών, η ιοντική ισχύς και το pH του υγρού καλλιέργειας και ο βαθμός ανάμειξης του υγρού έχει αποδειχθεί ότι επηρεάζουν την απόδοση της κροκίδωσης. Για παράδειγμα, η κροκίδωση μέσω κατιονικών πολυμερών μπορεί να παρεμποδιστεί από την υψηλή αλατότητα του θαλασσινού νερού. Τα υψηλού μοριακού βάρους οργανικά κροκιδωτικά είναι γενικά καλύτεροι παράγοντες γεφύρωσης. Επιπλέον, η υψηλή συγκέντρωση βιομάζας στο υγρό καλλιέργειας βοηθά στην κροκίδωση εξαιτίας της συχνότερης επαφής μεταξύ των κυττάρων. Επομένως, η ανάμειξη σε χαμηλό επίπεδο μπορεί να είναι ωφέλιμη, αφού ευνοεί την επαφή των κυττάρων των μικροφυκών, ενώ οι υπερβολικές διατμητικές δυνάμεις μπορεί να έχουν το αντίθετο αποτέλεσμα διαταράσσοντας τα συσσωματώματα. Εκτός από όλους τους παράγοντες που προαναφέρθηκαν, παίζουν σημαντικό ρόλο και οι λειτουργικές ομάδες των κυτταρικών τοιχωμάτων των μικροφυκών, αφού διεγείρουν τον σχηματισμό αρνητικών φορτίων στις επιφάνειες των κυττάρων. 

			12.3.3 Καθίζηση

			Η διεργασία καθίζησης μέσω βαρύτητας εφαρμόζεται συνήθως για τον διαχωρισμό των μικροφυκών και για την επεξεργασία λυμάτων. Η πυκνότητα και η διάμετρος των κυττάρων των μικροφυκών όπως και η επίδρασή τους στην ταχύτητα καθίζησης, επηρεάζουν τα τελικά χαρακτηριστικά των αιωρούμενων στερεών [14]. Η βελτιωμένη συγκομιδή των μικροφυκών μέσω καθίζησης, μπορεί να επιτευχθεί μέσω επίπεδων διαχωριστών (lamella separators) και δεξαμενών καταβύθισης. Η κροκίδωση χρησιμοποιείται συχνά για την αύξηση της απόδοσης της διεργασίας. Η επιτυχία της απομάκρυνσης των στερεών μέσω της βαρυτικής καθίζησης, εξαρτάται από την πυκνότητα των σωματιδίων των μικροφυκών, η οποία αν είναι χαμηλή, τότε τα σωματίδια μικροφυκών δεν καθιζάνουν αποτελεσματικά και δεν διαχωρίζονται επιτυχώς.

			12.3.4 Διήθηση και κοσκίνισμα

			Για τη συγκομιδή σχετικά μεγάλου μεγέθους μικροφυκών (>70μm) όπως στην περίπτωση των Coelastrum και Spirulina, η συμβατική διήθηση αποτελεί την πλέον κατάλληλη μέθοδο. Αντίθετα, η διεργασία αυτή δε μπορεί να εφαρμοστεί για τη συγκομιδή μικροφυκών που πλησιάζουν τις διαστάσεις των βακτηρίων (<30 μm), όπως για παράδειγμα τα μικροφύκη του γένους Scenedesmus, Dunaliella και Chlorella [17]. Η συμβατική διήθηση λειτουργεί υπό πίεση ή αναρρόφηση, ενώ διάφορα ενισχυτικά διήθησης μπορεί να χρησιμοποιηθούν όπως η γη διατόμων και η κυτταρίνη. Για παράδειγμα χρησιμοποιώντας τη μέθοδο της διήθησης, το κυτταρικό αιώρημα του μικροφύκους Coelastrum proboscideum συγκεντρώθηκε 245 φορές με τελική παραγωγή ιλύος περιεκτικότητας 27% σε στερεά. Για την ανάκτηση μικρότερου μεγέθους κυττάρων μικροφυκών (<30 μm), οι μεμβράνες μικροδιήθησης ή υπερδιήθησης αποτελούν τις καλύτερες εναλλακτικές λύσεις σε σχέση με τις συμβατικές μεθόδους διήθησης. 

			Το κοσκίνισμα περιλαμβάνει την εισαγωγή του διηθήματος μέσω ενός κόσκινου με συγκεκριμένο μέγεθος πόρων. Τα μικροκόσκινα και τα δονούμενα φίλτρα με διάφραγμα, είναι δύο από τις κύριες διατάξεις κοσκινίσματος για τη συγκομιδή των μικροφυκών. Τα μικροκόσκινα μπορεί να λειτουργήσουν ως περιστρεφόμενα φίλτρα με παλλόμενα λεπτού πλέγματος κόσκινα. Η υψηλή συγκέντρωση μικροφυκών μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα τη συμφόρηση του κόσκινου, ενώ η χαμηλή συγκέντρωση των μικροφυκών μπορεί να οδηγήσει σε αναποτελεσματική συγκομιδή. Τα μικροκόσκινα παρουσιάζουν διάφορα πλεονεκτήματα, όπως η απλότητα της λειτουργίας και της κατασκευής τους, η ευκολία στη χρήση, το χαμηλό επενδυτικό κόστος, η αμελητέα τριβή ως αποτέλεσμα της απουσίας γρήγορων κινούμενων μερών και η επίτευξη υψηλών ποσοστών διήθησης. 

			12.3.5 Επίπλευση

			Η επίπλευση είναι μία διεργασία βαρυτικού διαχωρισμού κατά την οποία φυσαλίδες αέρα ή κάποιου αερίου συνδέονται στα στερεά σωματίδια, μεταφέροντας τα στην επιφάνεια του υγρού. Η μέθοδος αυτή μπορεί να δεσμεύσει τα σωματίδια με διάμετρο μικρότερη από 500 μm, μέσω της σύγκρουσης μεταξύ φυσαλίδας και σωματιδίου και της επακόλουθης πρόσφυσης της φυσαλίδας στο σωματίδιο. Με βάση τα μεγέθη της φυσαλίδας που χρησιμοποιούνται στις διεργασίες επίπλευσης, οι εφαρμογές μπορεί να χωριστούν στην επίπλευση διαλυμένου αέρα και στην επίπλευση διασποράς. Αν και η επίπλευση έχει αναφερθεί ως πιθανή μέθοδος συγκομιδής μικροφυκών, τα στοιχεία για την τεχνική ή οικονομική βιωσιμότητα της είναι πολύ περιορισμένα.

			α. Επίπλευση διαλυμένου αέρα

			Στην επίπλευση διαλυμένου αέρα, πραγματοποιείται απότομη μείωση της πίεσης ενός ρεύματος νερού, το οποίο βρίσκεται σε καθεστώς υψηλής πίεσης και κορεσμένο με αέρα, ώστε να δημιουργηθούν φυσαλίδες διαμέτρου 10-100 μm [12]. Οι παράγοντες που καθορίζουν τη διεργασία της επίπλευσης διαλυμένου αέρα για τη συγκομιδή των μικροφυκών, περιλαμβάνουν την πίεση της δεξαμενής, το ποσοστό ανακύκλωσης, τον χρόνο υδραυλικής συγκράτησης και το ποσοστό επίπλευσης των σωματιδίων. Η χημική επίπλευση έχει χρησιμοποιηθεί παράλληλα με την επίπλευση διαλυμένου αέρα για τον διαχωρισμό των μικροφυκών. Έχει παρατηρηθεί ότι ο συνδυασμός της επίπλευσης διαλυμένου αέρα με τη χρήση κροκιδωτικών ουσιών βελτιώνει τη συγκομιδή των μικροφυκών από το μέσο ανάπτυξης τους. Για παράδειγμα, η χρήση των κροκιδωτικών θειικού αργιλίου και PAC (polyaluminium chloride) σε συνδυασμό με την επίπλευση, απέσυρε πάνω από το 80% της ποσότητας 18 διαφορετικών στελεχών μικροφυκών. 

			β. Επίπλευση διασποράς αέρα

			Η επίπλευση διασποράς αέρα συνίσταται σε φυσαλίδες διαμέτρου 700-1500 μm οι οποίες παράγονται από την υψηλής ταχύτητας μηχανική ανάδευση συνδυαζόμενη με ένα σύστημα έγχυσης αέρα [18]. Στη βιβλιογραφία εχει προταθεί, ότι τα ιόντα της ουσίας-λήπτη τα οποία προσροφώνται στη διεπιφάνεια αερίου/υγρού ενισχύοντας την αντίσταση στη διάρρηξη των φυσαλίδων, ενδέχεται να μεταναστεύουν στις επιφάνειες των στερεών αυξάνοντας έτσι την υδροφοβικότητα τους και επομένως επηρεάζουν τις ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των φυσαλίδων και των στερεών σωματιδίων. Πιθανολογείται λοιπόν ότι οι αλληλεπιδράσεις αυτές παίζουν τον σπουδαιότερο ρόλο για τον καθορισμό της αποτελεσματικότητας των ληπτών. Στην περίπτωση της συγκομιδής του μικροφύκους S. quadricauda χρησιμοποιώντας CTAB αλλά και του Chlorella vulgaris χρησιμοποιώντας τη δωδεκυλαμίνη, η προσρόφηση του λήπτη στην επιφάνεια των κυττάρων των μικροφυκών τα κατέστησε περισσότερο υδρόφοβα, διευκολύνοντας το διαχωρισμό τους από την υδατική φάση [19].
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			13. Βιωσιμότητα της παραγωγής βιοντήζελ από μικροφύκη

			13.1 Δυναμικότητα παραγωγής του βιοντήζελ από μικροφύκη

			Αν αντικαταστήσουμε όλα τα καύσιμα κίνησης που καταναλώνονται, για παράδειγμα στις Η.Π.Α., με βιοντήζελ, απαιτούνται 0,53 δισεκατομμύρια m3 βιοντήζελ ετησίως λαμβάνοντας υπόψη τον σημερινό ρυθμό κατανάλωσης. Έτσι, είναι φανερό ότι για την τεράστια αυτή ποσότητα δεν επαρκούν οι παραδοσιακές πρώτες ύλες, όπως οι φυτικές καλλιέργειες, τα μαγειρικά απόβλητα και τα ζωικά λίπη. Ο Πίνακας 13.1 παρουσιάζει την έκταση γης και το ποσοστό κάλυψης των καλλιεργήσιμων εκτάσεων που απαιτούνται για την περίπτωση κάλυψης του 50% των αναγκών για καύσιμα κίνησης από το βιοντήζελ. Από τον πίνακα αυτό, παρατηρούμε ότι απαιτούνται τεράστιες εκτάσεις καλλιεργήσιμων φυτών για να καλυφθούν αυτές οι ανάγκες.  

			Το σενάριο αυτό αλλάζει δραματικά όταν χρησιμοποιηθούν μικροφύκη αντί των συμβατικών καλλιεργειών για την παραγωγή βιοντήζελ. Σε αντίθεση με τις κλασσικές καλλιέργειες, τα μικροφύκη αυξάνονται ταχύτερα και στις περισσότερες των περιπτώσεων περιέχουν ικανοποιητική ποσότητα ελαίου. Τυπικά, τα μικροφύκη διπλασιάζουν τη βιομάζα τους ανά 24h. Στην εκθετική φάση αύξησης, οι μικροοργανισμοί αυτοί παρουσιάζουν χρόνους διπλασιασμού που αγγίζουν τις 3,5 ώρες. Τα επίπεδα του παραγομένου ελαίου στα μικροφύκη κυμαίνεται από 20-50% ενώ σε κάποιες περιπτώσεις φτάνει το 80% του βάρους της ξηρής τους βιομάζας. 

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							Καλλιέργεια

						
							
							Απόδοση ελαίου (L/ha)

						
							
							Εδαφικές απαιτήσεις (M ha)2

						
							
							Υπάρχουσα καλ. Γη (%)α

						
					

					
							
							Αραβόσιτος

						
							
							172

						
							
							1540

						
							
							846

						
					

					
							
							Φασόλι σόγιας

						
							
							446

						
							
							594

						
							
							326

						
					

					
							
							Κραμβέλαιο

						
							
							1190

						
							
							223

						
							
							122

						
					

					
							
							Έλαιο Jatropha

						
							
							1892

						
							
							140

						
							
							77

						
					

					
							
							Ινδική καρύδα

						
							
							2689

						
							
							99

						
							
							54

						
					

					
							
							Φοινικέλαιο

						
							
							5950

						
							
							45

						
							
							24

						
					

					
							
							Μικροφύκηβ

						
							
							136900

						
							
							2

						
							
							1,1

						
					

					
							
							Μικροφύκηγ

						
							
							58700

						
							
							4,5

						
							
							2,5

						
					

					
							
							α Για την κάλυψη του 50% των καυσίμων κίνησης στις Η.Π.Α.

							β 70% του βάρους της βιομάζας σε έλαιο

							γ 30% του βάρους της βιομάζας σε έλαιο

						
					

				
			

			Πίνακας 13.1: Σύγκριση κάποιων πηγών ελαίου για την παραγωγή βιοντήζελ.

			13.2 Οικονομικά στοιχεία παραγωγής βιοντήζελ από μικροφύκη

			Για να είναι εφικτή η εμπορική παραγωγή του βιοντήζελ από μικροφύκη, θα πρέπει το προϊόν αυτό να είναι ανταγωνιστικό σε σύγκριση με τα καύσιμα που προέρχονται από το πετρέλαιο. Η ανταγωνιστικότητα του βιοντήζελ εξαρτάται κυρίως από το κόστος παραγωγής της βιομάζας μικροφυκών που αποτελεί και την πρώτη ύλη του βιοκαυσίμου. Ένας τρόπος προσέγγισης της ανταγωνιστικότητας, είναι ο υπολογισμός της μέγιστης τιμής που θα μπορούσε να καταβληθεί για τη βιομάζα των μικροφυκών με συγκεκριμένο περιεχόμενο λιπαρών, με δεδομένη την τιμή του αργού πετρελαίου ως πηγή ενέργειας. Αυτή η εκτιμώμενη τιμή στη συνέχεια μπορεί να συγκριθεί με το τρέχον κόστος της παραγωγής βιομάζας μικροφυκών [1].

			Η ποσότητα της βιομάζας μικροφυκών (Μ, τόνοι), η οποία είναι το ενεργειακό ανάλογο του βαρελιού αργού πετρελαίου (δηλαδή έχει την ίδια ποσότητα ενέργειας με ένα βαρέλι πετρέλαιο), μπορεί να υπολογιστεί από την παρακάτω εξίσωση:

			[image: ]					

			[Εξίσωση 13.1]

			όπου Επετρελαίου (~6100 MJ) είναι η ενέργεια που περιέχεται σε ένα βαρέλι αργού πετρελαίου, q (m3 ton-1) είναι ο όγκος του βιοαερίου που παράγεται από την αναερόβια πέψη του υπολείμματος της βιομάζας των μικροφυκών, w είναι το περιεχόμενο σε λιπαρά της βιομάζας σε κατά βάρος περιεκτικότητα, Eβιοαερίου (MJ m-3) είναι το ενεργειακό περιεχόμενο του βιοαερίου, y είναι η απόδοση του βιοντήζελ από λιπαρά μικροφυκών και Εβιοντήζελ είναι το μέσο ενεργειακό περιεχόμενο του βιοντήζελ. Τυπικά, το y στην Εξίσωση 13.1 είναι 80% κατά βάρος και Eβιοντήζελ είναι περίπου 37800 MJ ανά τόνο. Σύμφωνα με τις μέσες τιμές για τα βιολογικά απόβλητα, τα Eβιοαερίου και q αναμένονται να είναι γύρω στο 23,4 MJ m-3και 400 m3 ton-1, αντίστοιχα. Χρησιμοποιώντας τις τιμές αυτές στην Εξίσωση 13.1, το Μ μπορεί να υπολογισθεί για κάθε επιλεγμένη τιμή του w.

			Υποθέτοντας ότι η μετατροπή ενός βαρελιού αργού πετρελαίου σε διάφορα προϊόντα καυσίμων κίνησης κοστίζει περίπου το ίδιο με την μετατροπή M τόνων βιομάζας σε βιοενέργεια, η μέγιστη αποδεκτή τιμή που θα μπορούσε να καταβληθεί για τη βιομάζα θα είναι η ίδια με την τιμή ενός βαρελιού αργού πετρελαίου, επομένως:
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			[Εξίσωση 13.2]

			Η τιμή της βιομάζας μικροφυκών, όπως αυτή υπολογίζεται χρησιμοποιώντας τις εξισώσεις 13.1 και 13.2, για βιομάζα η οποία περιέχει διάφορα επίπεδα ελαίου (15-55% κατά βάρος) σε σχέση με τιμές του αργού πετρελαίου (μέχρι $1000 το βαρέλι), φαίνεται στο Σχήμα 13.1. Ας θεωρήσουμε μία τιμή για το αργό πετρέλαιο, η οποία είναι ρεαλιστική στις μέρες μας, περίπου 100$ το βαρέλι. Στην τιμή αυτή, η βιομάζα των μικροφυκών με ένα περιεχόμενο σε λιπαρά 55% θα πρέπει να παραχθεί το λιγότερο με περίπου 340$ ανά τόνο ώστε το παραγόμενο βιοντήζελ να είναι ανταγωνιστικό με το πετροντήζελ. Η πρόσφατη διεθνής βιβλιογραφία προτείνει ότι η βιομάζα των μικροφυκών μπορεί να παραχθεί περίπου στην τιμή των 3000$ ανά τόνο. Επομένως, η τιμή για την παραγωγή της βιομάζας πρέπει να μειωθεί περίπου 9 φορές μέσα από την πρόοδο στην τεχνολογία παραγωγής και στη βιολογία των μικροφυκών, ώστε να γίνει το βιοντήζελ από μικροφύκη μία εφικτή επιλογή.

			[image: Macintosh SSD:Users:vtopakas:Dropbox:ΚΑΛΛΙΠΟΣ-Συγγραμμα:ΚΕΙΜΕΝΟ - ΠΑΡΑΔΟΤΕΑ:source material:images:Figure 12_2.png]

			Σχήμα 13.1: Η ανταγωνιστικότητα της βιομάζας των μικροφυκών εξαρτάται από το περιεχόμενο της σε λιπαρά και την τιμή του πετρελαίου.

			Η παραπάνω ανάλυση δε λαμβάνει υπόψη τυχόν έσοδα από το υπόλειμμα της βιομάζας το οποίο απομένει μετά την εκχύλιση των λιπαρών. Επιπλέον, η μετατροπή Μ τόνων βιομάζας μικροφυκών σε βιοντήζελ είναι πιθανό να αποδειχθεί λιγότερο ακριβή από τη μετατροπή ενός βαρελιού αργού πετρελαίου σε διάφορα καύσιμα. Παρόλα αυτά, η εκτίμηση της παρούσας μελέτης, αποτελεί μία ένδειξη των στόχων που πρέπει να επιτευχθούν ώστε η παραγωγή του βιοντήζελ από μικροφύκη να γίνει ανταγωνιστική σε σύγκριση πάντα με το ορυκτό ντήζελ. Ένα σημαντικό στοιχείο που πρέπει να ληφθεί υπόψη αναφορικά με την ανταγωνιστικότητα του βιοντήζελ από μικροφύκη, είναι ότι κανένα εμπορικά διαθέσιμο βιοντήζελ, που παράγεται είτε από σογιέλαιο στις Η.Π.Α. είτε από ελαιοκράμβη στην Ευρώπη, δε μπορεί να ανταγωνιστεί το ντήζελ που παράγεται από το αργό πετρέλαιο χωρίς πιστώσεις φόρου, άνθρακα και άλλων παρόμοιων επιδοτήσεων που αυτά λαμβάνουν.

			13.3 Προοπτικές παραγωγής και χρήσης του βιοντήζελ από μικροφύκη

			Οι ανανεώσιμες πηγές βιοκαυσίμων απαιτούνται για την αντικατάσταση των ορυκτών καυσίμων κίνησης, τα οποία έχουν πεπερασμένη διαθεσιμότητα και συμβάλλουν στην υπερθέρμανση του πλανήτη. Το βιοντήζελ και η βιοαιθανόλη είναι δυο δυνητικά ανανεώσιμα καύσιμα που έχουν προσελκύσει το μεγαλύτερο ενδιαφέρον. Τα πρώτης γενιάς και ίσως της δεύτερης γενιάς βιοκαύσιμα που παράγονται από γεωργικές καλλιέργειες χρησιμοποιώντας τις υπάρχουσες μεθόδους δε μπορούν να αντικαταστήσουν με τρόπο βιώσιμο τα ορυκτά καύσιμα κίνησης. Ωστόσο, το βιοντήζελ τρίτης γενιάς, ίσως να αποτελέσει το μόνο ανανεώσιμο καύσιμο που μπορεί να αντικαταστήσει ολοκληρωτικά τα ορυκτά καύσιμα, χωρίς να επηρεάζει αρνητικά την προμήθεια τροφίμων και άλλων προϊόντων καλλιέργειας. 

			13.3.1 Τα βιοκαύσιμα τρίτης γενιάς είναι βιώσιμα

			Τα τελευταία χρόνια, ολοένα και περισσότερο διαφαίνεται η προσφορά των μικροφυκών στην παραγωγή βιοκαυσίμων, αποτελώντας μια εναλλακτική λύση στα βιοκαύσιμα πρώτης γενιάς. Αρκετά μικροφύκη είναι εξαιρετικά πλούσια σε λιπαρά, τα οποία μπορούν να μετατραπούν σε βιοντήζελ μέσω της υπάρχουσας τεχνολογίας. Συγκρινόμενο με τις καλύτερες φυτικές καλλιέργειες που παράγουν λιπαρά, το βιοντήζελ από μικροφύκη μπορεί να αντικαταστήσει πλήρως τα ορυκτά καύσιμα κίνησης χωρίς να επηρεάζει δυσμενώς την προμήθεια τροφίμων και άλλων γεωργικών προϊόντων. Επιπλέον, όπως θα αποδειχθεί και παρακάτω, το βιοντήζελ μικροφυκών αποτελεί την καλύτερη εναλλακτική λύση, συγκρινόμενο με την ευρέως χρησιμοποιούμενη βιοαιθανόλη από ζαχαροκάλαμο.

			Σε ορισμένα στελέχη μικροφυκών, το περιεχόμενο σε λιπαρά, υπό συγκεκριμένες συνθήκες, μπορεί να ξεπεράσει το 80% της ξηρής τους βιομάζας. Από την άλλη, οι γεωργικές καλλιέργειες για την παραγωγή ελαίου, όπως οι καλλιέργειες σόγιας και φοινικελαίου, είναι ευρέως χρησιμοποιούμενες για την παραγωγή βιοντήζελ. Ωστόσο, παράγουν έλαιο σε πολύ μικρά ποσά (π.χ. λιγότερο από 5% της ολικής τους βιομάζας) σε σύγκριση με τα μικροφύκη. Κατά συνέπεια, οι καλλιέργειες αυτές μπορούν να παρέχουν μικρές ποσότητες βιοντήζελ, οι οποίες θα αναμειγνύονται με το ορυκτό ντήζελ σε χαμηλά ποσοστά, χωρίς όμως να αντικαταστήσουν πλήρως τα ορυκτά καύσιμα κίνησης. Για παράδειγμα, το φοινικέλαιο που αποτελεί προϊόν μιας από τις πιο παραγωγικές καλλιέργειες ελαίου, αποδίδει περίπου 6 m3 ελαίου ανά εκτάριο.  Η απόδοση του βιοντήζελ που παράγεται από ένα έλαιο φυτικής προελεύσεως είναι 80% ως προς το έλαιο που παράγεται ανά εκτάριο. Βάση στατιστικών στοιχείων, οι Η.Π.Α. έχουν ανάγκη περίπου 0,53 δισεκατομμύρια m3 ντήζελ ετησίως, οπότε θα χρειαστούν μια περιοχή 111 εκατομμύριων εκταρίων για την παραγωγή φοινικελαίου από το οποίο θα προκύψει η απαραίτητη ποσότητα βιοντήζελ. Αυτή η έκταση αποτελεί περίπου το 61% της καλλιεργήσιμης γης των Η.Π.Α.. Προφανώς, η παραγωγή φοινικελαίου σε αυτή την κλίμακα θα ήταν μη ρεαλιστική, διότι θα απέμενε ανεπαρκής γη για την παραγωγή τροφίμων, ζωοτροφών και άλλων καλλιεργειών. Με βάση τους υπολογισμούς αυτούς, είναι προφανές ότι οι γεωργικές καλλιέργειες παραγωγής ελαίου δεν είναι σε θέση να αντικαταστήσουν τα πετρελαϊκά υγρά καύσιμα στο εγγύς μέλλον. Το σενάριο, ωστόσο, είναι διαφορετικό εάν τα μικροφύκη χρησιμοποιηθούν ως πηγή παραγωγής βιοντήζελ.

			Η μέση παραγωγικότητα της βιομάζας μικροφυκών σε ένα καλά σχεδιασμένο σύστημα παραγωγής που εντοπίζεται στην τροπική ζώνη μπορεί  να είναι της τάξεως των 1.535 kg m-3 d-1 [2]. Με αυτή την παραγωγικότητα και αν θεωρήσουμε έναν μέσο όρο περιεχόμενου λιπαρών 30% επί του ξηρού βάρους της βιομάζας μικροφυκών, η απόδοση του ελαίου ανά εκτάριο έκτασης ανέρχεται στα 123 m3 για το 90% του ημερολογιακού έτους (το 10% του έτους είναι μη παραγωγικό διότι οι παραγωγικές μονάδες πρέπει να κλείνουν για συντήρηση ρουτίνας και καθαρισμό). Επομένως η ποσότητα του βιοντήζελ από μικροφύκη ανέρχεται στα 98,4 m3 ανά εκτάριο. Συνεπώς, για την παραγωγή 0,53 δισεκατομμυρίων m3 βιοντήζελ στις Η.Π.Α. ως καύσιμα κίνησης, απαιτούνται περίπου 5,4 εκατομμύρια εκτάρια καλλιέργειας μικροφυκών τα οποία αντιστοιχούν μόνο στο 3% της καλλιεργούμενης έκτασης των Η.Π.Α.. Το σενάριο αυτό είναι ρεαλιστικό ακόμα και στην περίπτωση που η βιομάζα των μικροφυκών περιέχει μόνο 15% λιπαρά επί του ξηρού βάρους. Είναι λοιπόν προφανές ότι καμία άλλη πιθανή πηγή βιομάζας δεν μπορεί να φτάσει εκείνη των μικροφυκών για την παραγωγή βιοντήζελ κίνησης. Άλλο ένα επιπλέον πλεονέκτημα των μικροφυκών είναι ότι, σε αντίθεση με τις φυτικές καλλιέργειες παραγωγής ελαίου, αναπτύσσονται ταχύτατα και γενικά μπορούν να διπλασιάζουν τη βιομάζα τους μέσα σε 24 ώρες. Στην πραγματικότητα, ο χρόνος διπλασιασμού της βιομάζας των μικροφυκών κατά την εκθετική φάση ανάπτυξης μπορεί να είναι μέχρι και 3,5 ώρες, δηλαδή σημαντικά ταχύτερος από τον χρόνο διπλασιασμού των γεωργικών καλλιεργειών [2].

			Η αυξανόμενη κριτική για τη βιωσιμότητα των βιοκαυσίμων πρώτης γενιάς, έχει επιστήσει την προσοχή στο δυναμικό των βιοκαυσίμων δεύτερης γενιάς. Ανάλογα με την επιλογή της πρώτης ύλης και την τεχνική της καλλιέργειας, η παραγωγή των βιοκαυσίμων δεύτερης γενιάς έχει τη δυνατότητα να παρέχει οφέλη, μέσω της κατανάλωσης αγροτοβιομηχανικών ή δασικών υπολειμμάτων, αλλά και μέσω της αξιοποίησης των εγκαταλελειμμένων εκτάσεων, της προώθησης της αγροτικής ανάπτυξης και της βελτίωσης των οικονομικών συνθηκών στις αναδυόμενες και αναπτυσσόμενες περιοχές. Ωστόσο, ενώ οι καλλιέργειες και οι τεχνολογίες παραγωγής των βιοκαυσίμων αυτών έχουν σημειώσει σπουδαία πρόοδο, η παραγωγή τους θα μπορούσε να καταστεί και αυτή μη βιώσιμη όταν ανταγωνίζεται τις καλλιέργειες τροφίμων για διαθέσιμες εκτάσεις. Η αλλαγή της χρήσης της γης από καλλιέργειες τροφίμων σε ενεργειακές καλλιέργειες οδηγεί σε αύξηση των τιμών των τροφίμων και πτώση στα αποθέματα των προϊόντων διατροφής, με αντίστοιχη μείωση των εξαγωγών από τις χώρες παραγωγής τους. Όπως συμβαίνει και για τα βιοκαύσιμα πρώτης γενιάς, η αυξημένη πίεση σε αρόσιμες εκτάσεις που χρησιμοποιούνται σήμερα για την παραγωγή τροφίμων θα μπορούσε επίσης να οδηγήσει σε σοβαρές ελλείψεις σε τρόφιμα, ιδίως για τον αναπτυσσόμενο κόσμο, όπου ήδη πάνω από 800 εκατομμύρια άνθρωποι υποφέρουν από πείνα και υποσιτισμό. Επιπλέον, τα ενεργειακά φυτά καλλιεργούνται με εντατικό τρόπο, χρησιμοποιώντας πολλά φυτοφάρμακα και λιπάσματα που προκαλούν τη μόλυνση των επιφανειακών υδάτων και, κατά συνέπεια, προβλήματα όπως ο ευτροφισμός και οικο-τοξικότητα. Επομένως, για τη βιώσιμη παραγωγή βιοκαυσίμων είναι απαραίτητη η χρήση της καλλιεργήσιμης γης αποκλειστικά για την καλλιέργεια τροφίμων και όχι για την παραγωγή ενεργειακών φυτών. Αντίθετα, περιοχές που δεν είναι κατάλληλες για την καλλιέργεια τροφίμων μπορεί να χρησιμοποιηθούν για την καλλιέργεια βιομάζας μικροφυκών, χωρίς κανένα συμβιβασμό με πόρους γης και νερού για την παραγωγή βιοκαυσίμων, που δεν θα επηρεάσει επίσης αρνητικά το κόστος των τροφίμων.

			13.3.2 Σύγκριση βιοντήζελ μικροφυκών με βιοαιθανόλη πρώτης γενιάς

			Είναι απαραίτητο να συγκρίνουμε το δυναμικό του βιοντήζελ από μικροφύκη σε σχέση με τη βιοαιθανόλη από ζαχαροκάλαμο, επειδή συγκρίνοντας σε ίδια ενεργειακή βάση, η βιοαιθανόλη από ζαχαροκάλαμο μπορεί να παραχθεί σε τιμή συγκρίσιμη με εκείνη της βενζίνης. Η βιοαιθανόλη είναι καθιερωμένη ως καύσιμο κίνησης, ενώ το ζαχαροκάλαμο είναι η πιο κοινά χρησιμοποιούμενη πρώτη ύλη για την παραγωγή της. Στη Βραζιλία για παράδειγμα, η καλύτερη απόδοση βιοαιθανόλης από ζαχαροκάλαμο είναι 7,5 m3 ανά εκτάριο [3]. Ωστόσο, η βιοαιθανόλη περιέχει μόνο περίπου το 64% του ενεργειακού περιεχομένου του βιοντήζελ. Επομένως, αν όλη η ενέργεια που σχετίζεται με τα 0,53 δις m3 βιοντήζελ που χρειάζονται ετησίως οι Η.Π.Α., παράγονταν υπό τη μορφή της βιοαιθανόλης, θα χρειάζονταν περίπου 828 εκατομμύρια m3 βιοαιθανόλης. Η ποσότητα αυτή απαιτεί τη φύτευση ζαχαροκάλαμου σε μία περιοχή 111 εκατομμυρίων εκταρίων ή το 61% της ολικά διαθέσιμης καλλιεργήσιμης γης των Η.Π.Α. [2].

			Το μεγαλύτερο μέρος της ενέργειας που απαιτείται για την καλλιέργεια του ζαχαροκάλαμου και της μετατροπής του σε αιθανόλη, λαμβάνεται από την καύση των υπολειμμάτων του φυτού και της βαγάσσης. Για κάθε μονάδα ενέργειας από ορυκτά καύσιμα που καταναλώνεται για να παραχθεί αιθανόλη από ζαχαροκάλαμο, ανακτώνται περίπου 8 μονάδες ενέργειας [3]. Ένα παρόμοιο επίπεδο ενεργειακής ανάκτησης φαίνεται να είναι εφικτό και στην περίπτωση του βιοντήζελ από μικροφύκη. Αυτό οφείλεται στη σχετικά μικρή απόδοση βιομάζας ζαχαροκάλαμου ανά εκτάριο (~75 τόνους), σε σύγκριση με τους 158 τόνους ανά εκτάριο που αποδίδονται στην περίπτωση της βιομάζας μικροφυκών. Κάτω από τις καλύτερες συνθήκες καλλιέργειας, η απόδοση σε βιομάζα ζαχαροκάλαμου δε μπορεί να ξεπεράσει τους ~100 τόνους ανά εκτάριο. Αν θεωρήσουμε παρόμοια επίπεδα ενέργειας στη συνολική βιομάζα, μια υψηλότερη παραγωγή βιομάζας ανά εκτάριο μεταφράζεται ουσιαστικά σε μεγαλύτερο ποσό αποθηκευμένης ηλιακής ενέργειας ανά εκτάριο.

			13.3.3 Προοπτικές του βιοντήζελ μικροφυκών

			Τα εμπόδια για μια μεγάλης κλίμακας καλλιέργεια μικροφυκών είναι κυρίως οικονομικά (παράγραφος 13.2). Το κόστος της παραγωγής βιοντήζελ μπορεί να μειωθεί αισθητά μέσα από τις προόδους που σημειώνονται τα τελευταία χρόνια στον τομέα της τεχνολογίας παραγωγής βιομάζας μικροφυκών και ανάκτησης των λιπιδίων. Υπάρχουν π.χ. προτάσεις για συγκεκριμένες τεχνολογικές καινοτομίες, όσον αφορά την ανάκτηση της βιομάζας των μικροφυκών από αραιά υγρά καλλιέργειας, ενώ για την επιπλέον μείωση του κόστους είναι αναγκαίες οι διεργασίες εκχύλισης των λιπαρών από νωπή βιομάζα χωρίς την ανάγκη ξήρανσης.

			Σε μία δεδομένη μονάδα φωτοαυτότροφης παραγωγής μικροφυκών χρησιμοποιώντας φωτοβιοαντιδραστήρες, η παραγωγικότητα της βιομάζας εξαρτάται από το γεωγραφικό πλάτος όπου βρίσκεται η εγκατάσταση. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η ακτινοβολία του ηλιακού φωτός διαφέρει ανάλογα με τη γεωγραφική τοποθεσία. Ο ενδιαφερόμενος επιχειρηματίας που επιθυμεί να επενδύσει σε μία τέτοια μονάδα παραγωγής βιομάζας μικροφυκών, πρέπει να είναι σε θέση να υπολογίσει το ποσό της βιομάζας και του ελαίου που θα παράγεται σε μία συγκεκριμένη περιοχή, για τον καθορισμό του αναγκαίου μεγέθους της εγκατάστασης, του κόστους των επενδύσεων και των λειτουργικών της δαπανών. Οι υπολογισμοί αυτοί δεν είναι πάντα αξιόπιστοι, εξαιτίας της ανεπαρκούς ανάπτυξης της μηχανικής των φωτοβιοαντιδραστήρων. Επομένως, η πρόοδος στη μελέτη και μηχανική των συστημάτων αυτών, θα καταστήσει τις προβλέψεις της παραγωγικότητας πιο αξιόπιστες και θα επιτρέψει τον σχεδιασμό περισσότερο αποδοτικών μονάδων παραγωγής.

			Μία διαφορετική και μοντέρνα προσέγγιση για την αύξηση της παραγωγικότητας των μικροφυκών αναμένεται μέσω της Γενετικής και Μεταβολικής Μηχανικής. Μελλοντικά, οι ερευνητικές αυτές περιοχές είναι πιθανό να έχουν το μεγαλύτερο αντίκτυπο στη βελτίωση των οικονομικών της παραγωγής του βιοντήζελ από μικροφύκη. Το γεγονός αυτό έχει αναγνωριστεί από το 1990, ωστόσο μέχρι σήμερα έχει πραγματοποιηθεί μικρή πρόοδος, καθώς η Γενετική Μηχανική στα συστήματα των μικροφυκών, υστερεί σε σχέση με εκείνη των βακτηρίων, μυκήτων και άλλων ανώτερων ευκαρυωτικών μικροοργανισμών. Αν και έχουν ήδη αναπτυχθεί αποδοτικές στρατηγικές μετασχηματισμού των μικροφυκών, η παραγωγή σταθερών γενετικά τροποποιημένων κυττάρων, έχει αποδειχθεί ένα αρκετά δύσκολο έργο. Σήμερα, η Γενετική και Μεταβολική Μηχανική των μικροφυκών, έχει εστιασθεί κυρίως στην παραγωγή υψηλής προστιθέμενης αξίας βιοενεργών ουσιών και όχι λιπαρών που ενδιαφέρει το τομέα των βιοκαυσίμων. Η κατάσταση αυτή πιθανότατα να αλλάξει εξαιτίας του αναδυόμενου ενδιαφέροντος που παρουσιάζεται ως προς την παραγωγή ανανεώσιμων βιοκαυσίμων. Για παράδειγμα, η μηχανική σε μοριακό επίπεδο μπορεί να εφαρμοστεί δυνητικά στα συστήματα των μικροφυκών α) για την ενίσχυση της φωτοσυνθετικής ικανότητας και την αύξηση της φωτοαυτότροφης απόδοσης σε βιομάζα, β) για την αύξηση της ταχύτητας ανάπτυξης της βιομάζας, γ) για την αύξηση του περιεχομένου λιπαρών στη βιομάζα και δ) για την βελτίωση της ανοχής των μικροφυκών σε υψηλές θερμοκρασίες, ώστε να μειωθεί η ανάγκη για ψύξη η οποία επιφέρει μεγάλο κόστος στη βιομηχανία. Άλλος ένας αρνητικός παράγοντας που θα μπορούσε να αντιμετωπισθεί με μεθόδους Μεταβολικής Μηχανικής είναι η φωτοπαρεμπόδιση. Σε αναλογία με τα φυτά, η έκθεση των μικροφυκών σε υψηλά επίπεδα φωτός προκαλεί φωτοπαρεμπόδιση, με τη φωτοσύνθεση να επιβραδύνεται, όταν η ένταση του φωτός υπερβεί μία συγκεκριμένη τιμή. Ο σχεδιασμός μικροφυκών τα οποία είτε δεν φωτοπαρεμποδίζονται, είτε έχουν υψηλότερο όριο φωτοπαρεμπόδισης, μπορεί να βελτιώσουν σημαντικά την παραγωγή βιοντήζελ. Τέλος, εφόσον υπάρξουν νέα βελτιωμένα στελέχη μικροφυκών, είναι αναγκαία η διατήρηση της γενετικής τους σταθερότητας, ώστε να μη χαθούν όλα εκείνα τα τεχνολογικά χαρακτηριστικά που είναι σημαντικά σε μια βιομηχανική μονάδα παραγωγής βιοντήζελ. Δυστυχώς όμως, το αναγκαίο επίπεδο γνώσης και τεχνολογίας που απαιτείται για τη συστημική προσέγγιση των μικροφυκών δεν είναι εφικτό.

			13.4 Συμπεράσματα

			Τα μικροφύκη προσφέρουν μεγάλες δυνατότητες ως πρώτη ύλη για την παραγωγή βιοκαυσίμων τρίτης γενιάς, όπως π.χ. είναι η βιοαιθανόλη και το βιοντήζελ. Ωστόσο, για να πραγματοποιηθεί μια μεγάλης κλίμακας εμπορική παραγωγή βιοκαυσίμων, είναι απαραίτητο να ξεπεραστούν πολλά σημαντικά επιστημονικά και τεχνικά εμπόδια. Οι τεχνολογικές εξελίξεις, συμπεριλαμβανομένων της προόδου στο σχεδιασμό φωτοβιοαντιδραστήρων και της συγκομιδής βιομάζας μικροφυκών, αποτελούν σημαντικές ερευνητικές περιοχές οι οποίες θα οδηγήσουν σε βελτιωμένη σχέση κόστους-αποδοτικότητας και ως εκ τούτου, στην αποτελεσματική εμπορική εφαρμογή των βιοκαυσίμων που παράγονται από τα μικροφύκη. Η χρήση των βιοκαυσίμων τρίτης γενιάς δεν αυξάνει τις εκπομπές του CO2 στην ατμόσφαιρα, που είναι το κύριο αέριο του θερμοκηπίου, μειώνοντας έτσι τον ρυθμό της κλιματικής αλλαγής και επηρεάζοντας θετικά τα βασικά στοιχεία της ανθρώπινης ζωής που είναι το νερό, η τροφή, η υγεία και το περιβάλλον.
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Eidog pikpo@ikovg YovOnikeg Hopayoywoémra | Hepreydpevo oe | Hapayoykémyra
KoAMEPYELUG propatog hmapa (% Enpod | Mumdiov (mg L!
(g L' day™") Bapove) day™)
Chaetoceros calcitrans CS 178 dototpoPikn® 0,04 39,8 17,6
Chaetoceros muelleri F&M-M43 | ®ototpo@iki’ 0,07 33,6 21,8
Chlorella emersonii CCAP DOTOTPOPIKT) 0,03-0,05 29.0-63,0 8,1-49.9
211/11IN
Chlorella minutissima UTEX DOTOTPOPIKT) 0,02-0,03 31,0-57,0 9,0-10,2
2341
Chlorella protothecoides CCAP DOTOTPOPIKT) 0,002-0,02 11,0-23.0 0,2-5.4
211/8D
Chlorella protothecoides Etepotpoen® 22-74 50,3-57,8 1209,6-3701,1
Chlorella protothecoides Etepotpogn! 2,0 46,1 932,0
Chlorella protothecoides Etepotpoon® 1,7-2,0 43,0-48.7 732,7-932.,0
Chlorella sorokiniana UTEX DOTOTPOPIKT? 0,003-0,005 20,0-22.0 0,6-1,1
1230
Chlorella sorokiniana IAM-212 | ®otoTpo@iki® 0,23 19,3 447
Chlorella sp. F&M-M48 dototpoPikn? 0,23 18,7 42,1
Chlorella sp. dototpoPikn? 0,37-0,53 32,0-34,0 121,3-178,8
Chlorella vulgaris #259 DOTOTPOPIKT)? 0,01 33,0-38,0 4.0
Chlorella vulgaris #259 Etepotpogn? 0,08-0,15 23,0-36,0 27,0-35.0
Chlorella vulgaris #259 Migotpopn*e 0,09-0,25 21,0-34,0 22.0-54.0
Chlorella vulgaris INETI 58 DOTOTPOPIKN® 0,18 5,1 7,4
Chlorella vulgaris Beijerinck DOTOTPOPIKT) 0,03-0,04 18,0-40,0 5,4-14.9
CCAP211/11B
Chlorella vulgaris CCAP dototpoPikn’ 0,17 19,2 32,6
211/11B
Chlorella vulgaris F&M-M49 dototpoPikn? 0,20 18,4 36,9
Chlorococcum sp. UMACC 112 | ®ototpo@iki’ 0,28 19,3 53,7
Dubaliella tertiolectalPIMAR DOTOTPOPIKN® 0,12 16,7 20,0
Ellipsoidion sp F&M-M31 dototpoPikn® 0,17 274 473
Isochrysis sp. (T-ISO) CS 177 dototpoPikn? 0,17 22,4 37,7
Isochrysis sp. F&M-M37 doToTpoPIKn® 0,14 27,4 37,8
Monodus subterraneus UTEX dototpoPikn’ 0,19 16,1 30,4
151
Nannochloropsis CS 246 dototpoPikn’ 0,17 29,2 49,7
Nannochloropsis sp. DOTOTPOPIKN® 0,09 28,7 25,8
Nannochloropsis sp. F&M-M24 | ®ototpo@ikni’ 0,18 30,9 54,8
Nannochloropsis sp. F&M-M26 | ®ototpopiki’ 0,21 29,6 61,0
Nannochloropsis sp. F&M-M27 | ®ototpopiki’® 0,20 24.4 48,2
Nannochloropsis sp. F&M-M28 | ®ototpopiki’® 0,17 35,7 60,9
Nannochloropsis sp. F&M-M29 | ®ototpopiki’® 0,17 21,6 37,6
Neochloris oleabundans UTEX DOTOTPOPIKN® 0,09 29,0 26,1
1185
Pavlova lutheri CS 182 dototpoPikn? 0,14 35,5 50,2
Pavlova salina CS 49 dototpoPikn? 0,16 30,9 49.4
Phaeodactylum tricornutum dototpoPikn? 0,24 18,7 448
F&M-M40
Porphyridium cruentum dototpoPikn® 0,37 9,5 34,8
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