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摘要

微生物應用是生質能源生產技術開發的重要工具，工業微生物學會每年皆聚集致力於應用微生物領域之研究人員，於會議期間進行技術討論，相關議題涵蓋最新的創意觀念、技術發展、到工業量產製程。近年來開發纖維質成為下一世代能源原料已成為全球注目焦點，由於製程中微生物或酵素是關鍵技術，相關發展持續受到產學研官等各界重視，又伴隨著新科技與跨領域技術之整合，使得生物程序在某個程度具有替代石油化學程序的能力，以生物物質為原料取代石油或天然氣已經證實可行，生產特用化學品也漸成工業微生物領域的重要研究開發項目。本年度工業微生物學會年會持續有顯著的討論場次專注於生物物質（纖維質）處理與酒精生產菌株開發，專門的微生物技術，例如代謝工程等場次，也見多位講者以生質能源或生物物質原料衍生產品為例，說明各自的研究成果與對未來發展的預期。
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目的

能源需求與大氣中二氧化碳濃度持續升高已經成為二十一世紀人類文明面對的重大問題，尋求碳中性(Carbon neutral)的可再生能源型態同時兼具產業開發與永續經營概念，成為近來科學研究的主要工作項目之一。其中，生質能源是可再生能源型態中最具有潛力的選項。由於生質能源生產技術開發結合生物、工程、與農業相關專業，契合台糖公司累積的企業經驗與目前擁有的資源，值得持續觀察國際上的相關發展，規劃長期開發工作。此行目的主要有三個：1.蒐集生質能源生產技術最新發展之相關資訊。2. 蒐集微生物相關特用化學品相關發展資訊。3. 蒐集具潛力之其他應用微生物相關技術。
過程
7月24日啟程

7月26日

1. 報到並出席開幕儀式及餐會。

2. 大會第一場壁報展示。其中有一個壁報是嘉吉公司（Cargill）研究人員利用生產乳酸的菌株，經過再改質後用於纖維質酒精生產。嘉吉公司原與道氏公司（Dow Chemical）合作，利用玉米澱粉生產乳酸，在以化學程序合成聚乳酸，之前道氏公司將股權轉讓嘉吉公司。其研究人員利用原有的轉殖酵母菌，再經過基因工程改質，目前已能同時使用葡萄糖及木糖，阿拉伯糖的途徑已經建構中（建構完成但未完成生產實測），使用原料是處理過的玉米稈，如何處理沒有說明。

7月27日

1. 出席「系統生物學在生質能源產品開發之應用」會議，五篇論文發表。波多黎各科學家與柏克萊加州大學合作，測試柳枝稷(switchgrass)、玉米稈等材料在天然環境中分解速率，追蹤測試物成分變化、酵素種類及活性消長，並分析核酸變化（16s rRNA）估計微生物物種變化，同時利用木質素螯合顆粒測試木質素被分解的速率。測試環境包括中美洲與北美洲的熱帶森林、溫帶森林等土壤。結果顯示天然環境中纖維分解酵素活性在測試期間的最初13週內呈微幅下降，之後持續上升。整體的纖維分解速率在潮濕環境中比在乾燥環境中明顯緩慢。美國能源部支持的聯合生物能源研究所（Joint BioEnergy Institute, JBEI）的科學家嘗試發展單一程序（Consolidated bioprocess），將纖維原料分解成適於進行下游製程的糖質混和物，該研究所採取的方法自天然界篩選出可以應用於嚴苛環境的菌種（extremophiles），例如地熱高溫區域、深海活火山附近、極地低溫區、高鹼性湖泊、富含硫磺的地域及酸性環境等。講者說明其團隊自Sulfolobus solfataricus篩選出纖維分解酵素，可在攝氏80度、酸鹼值1.8的條件下維持長時間的酵素活性（半衰期8小時以上），宣稱已成功將此種酵素已經轉殖於大腸菌中大量生產。另一位來自JBEI之研究者接續前一位講者，就開發耐性菌株提出報告，其研究重心在於自天然界篩選特殊性質的基因用於菌株改良，其概念係較新的所謂「製造生物學」（synthetic biology），也就是利用已知的酵素反應步驟，組合成天然界不存在的代謝途徑，生產目標產物（此種觀念早已存在，近期的代謝工程、生物資訊與分子生物技術已經大幅提昇各類新代謝途徑的可行性）。講者專注於自古菌(archaea)篩選特殊的基因，用於構築可以耐受特殊環境的生產菌株，其理論基礎是基於古菌乃最原始生物，仍保存部分耐受太古時期嚴酷環境的基因，因此在菌體結構上無論是物理性或化學性都比進一步演化的菌株堅強，若能正確篩選出適當基因，並成功轉殖於生產菌（例如常用的大腸菌），則可以顯著提升生產菌對環境變化的耐受性，其應用性相當廣泛，舉例而言，目前正丁醇生產菌大約能耐受2%的產物濃度，限制現有製程的發展，而調整生產菌的細胞膜結構可能有助於提升正丁醇耐受度，提高生產時產品最終濃度，對於產品（例如正丁醇）生產與回收純化都有直接幫助，使製程經濟性大幅改善。議程中有兩位講者缺席（國際會議極罕見狀況），主持者義務提供另一講題，「離子溶液應用於纖維質處理」，講者首先簡單說明「離子溶液」，其優點是可以較快速浸透纖維質，破壞植物的纖維結構。並展示相對於傳統方法（稀酸法），其實驗室利用離子溶液可以提升纖維素溶解率超過20％，說明利用不同的離子溶液系統，可以針對處理的纖維質調整，離子溶液可以調整至僅溶解纖維質或僅溶解木質素。

2. 出席「代謝工程應用於特用化學品」會議。這個議程大部分講者來自工業界（五名講者中有四位），介紹利用代謝工程觀念與技術，將製程商業化的例子。首位講者來自肯塔基的Allylix公司，該公司專注於生產功能性天然三萜類，特別是應用於香料與香精的三萜結構物。具有商業價值的三萜結構物主要來自高等植物，Allylix公司創辦人利用早先開發的技術，將關鍵酵素基因植入酵母菌，成功利用酵母菌生產三萜，使得微生物生產三萜具有商業競爭力。該技術與一般的代謝工程操作類似，其關鍵是利用Hyoscyamus muticus/ premnaspirodiene synthase (HPS)，使酵母菌可以將farnsyl pyrophosphate 轉化成premnaspirodiene，之後可利用生物或化學合成製造 valencene （一種植物三萜）。除了前述香料、香精之外，三萜類衍生物具有開發成抗真菌劑、抗病毒成分、吸引或嚇阻昆蟲成分（防蚊）之潛力。該公司已經商業化一種具揮發性的葡萄香氣成分，nootkatone（諾卡酮），用於高級香料與葡萄酒調味。第二位來自賓州的Microbia公司，這是一家與Tate & Lyle關係密切的小型生物技術公司，專注於利用代謝工程相關技術，開發微生物製程生產特用化學品。講者主題是利用特殊酵母菌Yarrowia lipolytica生產油溶性胡蘿蔔素及衍生物(carotenoid)，例如蝦紅素、葉黃素等。類胡蘿蔔素具有顏色，常用於顏料（特別是食品），多數類胡蘿蔔素具有明顯抗氧化效果（如蝦紅素、維生素E等），因此部分被商業化成食品添加劑或保健食品。多種類胡蘿蔔素以貝它胡蘿蔔素（β-carotene）為中間物，該公司在進行代謝途徑設計與建構過程中累積相當豐富經驗，目前擁有多項專利技術，專利菌株可累積相當於10%乾菌重的貝它胡蘿蔔素，但是預計2010年才會有真正獲利的量產產品。Amyris生物科技公司研究人員與羅倫斯國家研究中心（柏克萊加州大學）研究人員合作之生質能源開發，利用代謝工程觀念與技術開發可再生且具永續性的新生質能源。與前面兩家公司類似，Amyris公司利用代謝工程與基因重組技術發展具產業應用性微生物，同時據以開發生產製程，其產品主要有兩大類：a.生質能源及b.治瘧疾藥（artemisinin）。在生質能源製程上，Amris利用轉殖麵包酵母菌（S. cerevisiae）代謝途徑的大腸菌生產甲羥戊酸(mevalonate)，甲羥戊酸再轉化成異戊烯醇(isoprenol或3-methyl-2-buten-1-ol)。在大腸菌中，利用物質平衡估計轉化效率，以葡萄糖為原料生產甲羥戊酸的理論轉換率最高為55%，在原來的路徑宿主（酵母菌）中，轉換率大約20%，該公司利用代謝工程調整轉殖於大腸菌中的路徑，已經從最初轉殖後僅有6-7%轉化率，提升達到接近理論值的收率。最後一位講者是來自澳洲昆士蘭大學的L K Nielsen教授，是學界之名的玻尿酸實驗室主持人，講題仍然是玻尿酸，主要重點是醱酵生產中提升玻尿酸分子量的一般準則：低溫、適當碳源、充足供氧、限量氮源。過去Nielsen教授專注於溶血菌（S. zooepidemicus），目前則以轉殖基因的枯草菌為主，其實驗室發現連續式培養模式中的轉殖枯草菌在很短時間就喪失生產玻尿酸能力，但培養基經過濾後可以解決問題，真正的原因仍待確定。最後一位講者來自Solazyme，該公司利用微藻生產生質能源（生質柴油）、特用化學品（特殊油脂）、及微藻相關功能食品。講者利用部分時間說明該公司對於以微藻系統的看法，由於微藻介於植物細胞與細菌之間，同時具有光自營性（photoautotrophic）及異營性（heterotophic）生長的能力，且相對高等植物具有高生長速率（在適當環境中），因此最近的可再生能源熱潮中，微藻系統生產藻油成為許多人注目的潛力選項。講者提醒聽眾注意文獻中微藻的潛力與現實環境中的諸多限制，舉例來說，微藻在自營性生長環境中（利用光合作用固定二氧化碳），其生長速率低、最終藻濃度受限於光穿透度與低碳源濃度限制，因此無法達到具有經濟效益的程度，而且油脂累積速率及最高累積量明顯低於文獻報導的數據，加上產品回收相當耗能，因此自營性環境生產的產品，在目前的技術架構下，其生產成本往往超過每公斤100元以上；然而在異營性環境下，微藻的細胞濃度累積速率最高可達到自營性環境的10倍（數天相對於1-2個月），同時藻油累積可達到文獻報導的高濃度（75%），因此該公司對於微藻系統的培養方式定位於完全利用異營性環境。由於該公司的主力發展產品之一是功能性食品，因此不使用基因轉殖藻株，完全利用馴化篩選目標菌株。建構異營性生產環境需要提供營養源，講者建議三種原料：a. 纖維質（分解後得糖質）；b. 甘蔗；c. 可利用的產業廢棄物（例如畜殖廢水）。特別是甘蔗，由於其本質是可食用，適合生產食品相關的油脂，如果在農業生產具有效率的區域，甘蔗生產藻油也具有競爭力。

9月28日

1. 出席「微生物醱酵產品」場次會議。第一位講者來自Genomatica公司，這個公司專門研究利用生物程序生產特用化學品，其程序開發過程是先篩選目標產品，鎖定目前利用石化原料所生產的化學品，市場在每年10-100億美金者，再依據化學結構設計生物程序，利用路徑工程（pathway engineering）觀念建構可行的代謝路徑，利用菌株工程（strain engineering）篩選轉殖菌株，並提升菌株對產物的耐受度（特用化學品通常對生產菌株具有明顯毒性），最後回歸傳統化學工業操作，設計產品回收與純化程序。講者以自蔗糖原料開始，生產1,4丁二醇之程序開發為例說明整個流程，依據目前的資料庫顯示已經存在的天然酵素反應步驟中，利用反應的自由能計算可以猜測需要49個步驟，大約4000種不同的可能合成路徑。篩選大約50種基因，轉殖於目標大腸菌宿主中，過程中同時需開發相關的酵素反應測試分析方法，分析酵素產物、或是中間產物以確認酵素反應。這個過程採用該公司開發的軟體進行酵素反應效率評估，開發生產菌株為可以生產5%（醱酵液中丁二醇濃度）之菌株。配合純化成序與廢棄物處理程序開發，最終產品的的成本可以在每桶原油美金40元的條件下具有經濟競爭性。（丁二醇目前使用於溶劑與塗料，年產值約美金30億，年產量110萬公噸）值得注意的是Genomatica推薦考慮的營養原料包括蔗糖（甘蔗系統）、纖維質（分解後得糖質）、甘油（生質柴油副產品）、合成氣（synthetic gas，纖維質利用氣化技術處理後所得產物），其中以利用甘蔗系統為首選，原因是不需要經過複雜處理（甚至不需處理）就可以提供全方位的營養需求。第二位講者為Tate & Lyle公司研究人員，說明該公司與杜邦公司合資的生物合成1,3丙二醇程序在大量生產過程中所遭遇的問題。1,3丙二醇程序是首先利用基因轉殖菌株生產泛用工業原料，並成功工業化的例子，雖然量產工廠已經運轉數年，在製程上偶而遭遇技術困難（講者並未說明原因），造成轉化效率明顯降低，因此研究人員利用小型醱酵槽模擬大量生產過程的操作，試圖解決生產問題。（筆者認為講者為保密理由，內容流於教科書式解說，僅介紹小型醱酵槽進行測試的優點，但並未真正說明量產程序的問題與嘗試解決的問題，因此缺乏有用資訊。）第三位講者介紹琥珀酸（succinic acid，學名丁二酸）生產途徑開發。丁二酸具有進一步利用現有的化學合成路徑，配合化工製程生產其他常用化合物（例如丁烯二酸或酸酐）的潛力，在生物體內是重要的中間產物，然而在正常狀況下生物體不累積丁二酸，因此存在濃度低。講者來自Myriant公司（改組自BioEnergy International），聲稱以大腸菌為基礎，將非必要性的競爭路徑去除後，獲得菌株可大量累積丁二酸，並且合成速率高，在今年四月份進行細部生產成本評估，估計每磅丁二酸生產成本僅48美分，由於丁二稀酸酐價格帶在35-50美分之間，因此在投資大量生產前需要謹慎評估（講者未說明該公司量產的規劃）。次一位講者來自杜邦公司，介紹該公司利用含油酵母菌Yarrowia lipolytica生產不飽和脂肪酸的研究工作。根據營養學家研究，人類的營養需求中，帶有Ω3雙鍵的不飽和脂肪酸遠低於最佳值，由於人體缺乏合成Ω3結構的機制，因此從食物中補充是必要的。傳統上，魚類油脂含有較高濃度Ω3油脂（EPA與DHA），但由於人口成長壓力，魚獲來源在可預見未來將無法提供足夠Ω3油脂，從2002年至2007年魚油價格由每公斤大約70美分漲升至1.2美元，大約可看出市場漸漸反應供給與需求的消長。除了食用之外，醫藥、飼料等領域都是具Ω3結構油脂應用範圍。Yarrowia lipolytica可累積超過40％油脂，不過主要成分為帶有Ω6結構的亞麻酸油，研究者經過詳細分析油脂合成路徑，嘗試改變Ω3合成路徑中的關鍵基因，可有效提高Ω3結構油脂的生產，經篩選出兩株改質菌可分別生產含38及50%EPA，飽和脂肪酸含量在10%以下。最後一位講者來自OPX biotechnologies，講者強調該公司應用基因組研究，發展出快速優化、篩選的流程，比傳統基因工程、代謝工程操作架構快、準、且經濟（存疑），在生質燃料、生質煉製領域可以提供具有競爭性的新製程。講者以生產3-羥基丙酸（3-Hydroxypropionic acid）為例說明其研究成果。3-羥基丙酸經過自縮合去一分子水可產生丙稀酸，丙稀酸是目前在聚合物產業用量很大的單體，該公司利用大腸菌為宿主進行改質，目前的成果是在複合培養基質中可累積75 g/L的3-羥基丙酸，已經達到大腸菌的最高耐受極限。在中場休息時筆者抽空到真菌場次聆聽真菌篩選，講者是惠氏公司研究部門（Wyeth Research）的真菌專家，該講者係介紹新近（2008年）引進市場的商業菌種鑑定套組，配合LCMS區別真菌種類。

2. 出席「生質觸媒 - 油脂及相關產品開發」場次（與前一場次重疊，故僅聆聽一場演講）。講者來自法國的Metabolic Explore（ME）公司，這是一家在生質燃料與生質特化品技術領域著名的公司。講者說明該公司在開發生質1,3-丙二醇製程的最新進展，與杜邦公司的生質1.3丙二醇製程不同，ME公司利用Clostridium butyricum為宿主，以甘油為原料，經甘油去氫酶(glycerol dehydorgenase)先生產3-羥基丙酸，再利用C. butyricum之1,3丙二醇去氫酶(1, 3-propandiol dehydrogenase)轉化成1,3丙二醇。杜邦公司製程需要額外添加維生素，ME公司的新製程則不需要，這是ME公司的優勢之一。講者與其研究團隊針對甘油去氫酶進行蛋白質工程，改變蛋白質結構以大幅提昇轉化效率，甘油轉化為1,3丙二醇的理論轉換率是0.58，具稱其團隊已經達到0.55的成績，生產率為1.9 g/l h（註：極高），批次模式醱酵液中產品累積量可達85 g/l，連續培養模式達60g/l。這個生產程序在今年底之前將構建試量產工廠。這家公司另有丁醇製程，因此對於生產菌C. butyricum具豐富經驗，同時該公司也發展生質柴油，可預見甘油（生質柴油副產品）的前瞻性，整體構想令人佩服。

3. 出席「代謝工程在可再生能源與生質能應用」場次，這個場次主要是學界的研究成果發表。首位講者為佛羅里達大學研究生，出自L. O. Ingram實驗室。該實驗室是以開發KO11大腸菌，用於同時利用六碳糖與五碳糖的纖維質酒精生產，在相關領域享有盛名。講者說明應用代謝路徑分析，建構琥珀酸合成路徑中相關的能量消耗的質能平衡，並從中推測可改善能量消耗（以ATP為能量單位）的關鍵步驟，藉以提昇琥珀酸整體生產效率，也就是從生物細胞能量供給與消耗的觀點進行菌種優化。直言之，先確認消耗大量ATP的步驟，在找出可能的替代途徑，比較能量（ATP）消耗量，再嘗試構築最經濟的替代途徑，同時調降耗ATP的途徑，調升生產ATP途徑。接著同樣來自佛羅里達大學的Shanmugam教授說明其實驗室在纖維質酒精領域的相關研究。其研究工作之一是開發可在高溫環境使用的酵素系統，理論基礎建構於嘗試著讓纖維素前處理與水解同時進行，並預期酒精生產可接續進行（與水解步驟至少部分重疊），目前纖維質酒精生產方式大多採用多段式，主要原因是各階段的最佳操作條件差異太大，強行結合將使得整理效率降低，講者嘗試篩選耐高溫菌，並利用基因工程技術提升其酒精生產效率與酒精耐受度，選用菌種是Bacillus coagulans，野生株在天然環境中可在攝氏50度以上利用葡萄糖與木糖（pH～5）。此種操作方式，可以降低水解酵素用量（因操作溫度大約在目前市售酵素的最佳反應效率範圍），降低雜菌污染機會，也不需要在水解與醱酵兩階段的連接處進行降溫，可節省能源。聽眾提到高溫下酒精逸散加劇，教授回答未偵測，因此該實驗實質上需要重新執行。來自科羅拉多大學的Joeseph R. Warner教授說明其實驗室開發Trackable Recursive Multiplex Recombineering（講者團隊自命名，簡稱TReMR，發音接近英文顫抖，tremor）。其理論基礎係利用有系統的多重基因改質，製備可能的基因組合庫（library），再利用微矩陣陣列進行篩選。講者宣稱此法可大幅改善傳統上隨機突變難以追蹤，或是單一基因突變常無法兼顧菌體整體代謝環環相扣的缺點（筆者認為這種作法不比工業界整合生物化學、基因工程、生物資訊與化學工程技術高明，後者所開發的菌種已經證明可工業化生產，而且在改善菌種與實際應用上屢屢超出預期）。次一位講者為Mascoma Corporation專家，介紹該公司在纖維酒精製程開發的進展，該公司專注於開發合併式纖維酒精生產（Consolidated BioProcess, CBP），嘗試選用厭氧微生物為宿主，利用基因工程引入酒精生產代謝途徑，菌種為Thermoanaerobacterium saccarolyticum（篩自黃石公園）及Clostridium thermocellum（來源不明），這兩種菌株都是耐高溫菌，在完美條件下，纖維質分解、纖維素與半纖維素水解、與酒精醱酵可以在同一個反應槽執行。講者宣稱該公司利用T. saccarolyticum菌株可生產65 g/L酒精，但未說明其他數據。C. thermocellum經過去除乙酸與乳酸路徑後，應用該菌種生產酒精可達50 g/l。該公司同時也應用酵母菌，其原料來源是造紙廠的懸浮纖維（註：Mascoma公司網站已經失效）。次一位講者是來自Solazyme，演講內容與昨天的另一場次完全相同(投影片相同，內容也一樣，在場聽眾傻眼)。最後一位講者來自法國Metabolic Explorer（ME）公司，說明該公司利用Clostridium acetobutylicum開發連續式丁醇生產程序的發展。講者說明C. acetobutylicum可以利用單糖、澱粉、半纖維、蔗糖、乳糖、甚至甘油，根據筆者之前收集資料，ME公司原來使用C. butyricum為丁醇生產菌，更改菌種可能是新菌種具有使用較廣泛的原料的優勢。講者宣稱該公司所發展的菌種已經將丙酮路徑去除，同時將與丁醇路徑競爭的丁酸路徑除去，不過乙醇路徑沒有去除，僅降低流通量（原因不明，猜測如果去除乙醛去氫酶，則中間產物會累積導致效率降低）。連續式醱酵操作後最終丁醇濃度可達11 g/l，另含有1-3 g/l酒精，試驗工廠將於2009年底完成。

7月29日

1. 出席「生質能在日本之發展」場次。首位講者是京都大學的Watanabe教授，介紹該校生存圈研究所(Research Institute for Sustainable Humanophere)以木料為原料，開發纖維質酒精的進展。該研究中心先利用白腐真菌進行木料處理（已磨碎），將木質素分解，再利用微波協助進行木料前處理，其原理是以蒸汽處理為基礎，用微波提高分解效率。醱酵菌種是Zymobacter palmae及Zymomosas mobilis。整套技術預期在2010年建立實驗室桌上型規模硬體設備。次一位講者來自京都地球環境產業技術研究機構（Research Institute of Innovative Technology for the Earth, RITE，係一財團法人研究單位），該研究機構獲得本田汽車的經費支助進行可再生能源研究。講者團隊利用Corynebacterium glutamicum為宿主，將之改質成酒精生產菌，並可利用纖維質分解後的糖為原料。這是一個相當有趣的研究，因為C. glutamicum是用來生產胺基酸的菌種，而且僅成長於絕對厭氧環境。研究者從Zymomonas mobilis取得去氫酶酵素基因，自大腸菌取得五碳糖代謝路徑相關基因，成功轉殖於C. glutamicum，進行酒精生產程序前，生產菌先在絕對厭氧環境下培養，達到目標菌濃度後，進氣轉換成低氧濃度，導入纖維質處理後所得的糖液進行酒精生產。生產菌可維持300小時（或大約10次回用）。這個程序最大優點是C. glutamicum不受纖維質前處理所產生毒性物質（如咈喃）抑制。

2. 出席「利用代謝工程優化醱酵製程」場次。講者為杜邦公司研究人員，發表其與美國國家可再生能源實驗室（National Renewable Energy Laboratory, NREL）的研究成果。NREL進行纖維質酒精相關研究多年，在纖維質處理、處理後糖質等領域之相關分析與研究是目前領先的研究單位之一，該研究中心發現玉米稈纖維質經前處理後產生大量乙酸，乙酸是半纖維素水解後的產物，最高濃度可達到糖液之1％。Zymomonas mobilis（NREL的重點酒精生產菌種）對於乙酸敏感，因此研究人員嘗試針對Z. mobilis之乙酸耐受度提升進行基因改質工作。同時，其團隊嘗試將木糖醇的合成途徑關閉，避免生產過程中碳源被轉化成木糖醇，影響酒精產率。次一位講者為LS9公司研究人員，LS9最初由兩位分別來自史丹佛大學與柏克萊加州大學的教授共同成立，目前與寶鹼公司（Procter and Gamble）有密切合作關係。目前利用生物物質產生柴油替代品主要有兩種途徑，其一是利用油脂中的三酸甘油酯與低碳醇經過轉酯化產生生質柴油，或是利用熱處理（包括熱裂解，pyrolysis，及氣化，gasification）產生短碳鏈成分再精製。LS9公司生產生質柴油是採取前者，但是其最初原料是糖質，先利用微生物將糖質先轉化油脂，再經轉酯化生產生質柴油。這個概念與利用微藻生產藻油類似，不同點在於微生物（細菌）可以更有效率將糖質轉化成油脂。LS9擁有可以累積大量油脂之改質大腸菌菌種（創辦人是基因工程專家，累積相關技術與專利），同時應用相關技術將大腸菌的代謝途徑微調至生產生質柴油最佳的脂肪酸分子結構，該公司工程團隊開發下游製程自乳化的醱酵液中分離油脂，所生產的生質柴油符合美國的柴油規格標準。講者說明，目前的製程原料成本佔了總生產成本70-80%，因此該公司針對目前可能的原料供應架構進行評估篩選，最具競爭力的是甘蔗。

7月30日

1. 出席「北美洲生質能源發展」場次。首位講者來自美國農業部所屬之農業應用研究所（National Center for Agricultural Utilization Research），介紹其研究團對針對小麥稈纖維質進行的酒精生產相關研究（小麥稈已先經過磨碎）。該團隊利用熱水蒸煮、稀酸、石灰、過氧化物等法分別處理小麥稈，並進行經前處理所得纖維質應用於分段製程（Separate Hydrolysis and Fermentation, SHF）及合併製程（Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF）的比較。稀酸處理後產品，以改質後大腸菌為生產菌，應用SHF製程可在24小時內達到22.5 g/l，SSF製程則需要72小時達到20.6 g/L，二者轉化率都接近每克葡萄糖當量產生0.5克酒精（也就是說接近於理論值）。針對SSF製程，講者說明其團隊曾進行分段批次饋料（Fed-batch）測試，可有效提高總糖供給量，但是對於酒精轉化效率提升效益不顯著。第二位講者來自美國國家再生能源實驗室（NREL），介紹該研究中心以玉米稈為原料所開發之整體酒精製程。講者說明經過稀酸前處理所得的產品需經過「調整」（英文使用conditioning），其實就是調整到適當的酸鹼值，這個步驟（操作）其他講者很少提及，但講者強調，這個階段會產生副產品（酸鹼中和產生鹽類），量產製程必須事先考慮副產品的去處。NREL雖然有研究人員進行水解酵素相關研究，不過實際進行生產實驗時會使用商業用酵素，可見雖然常見學研界發表樂觀數據，表示超越商業用酵素，實質上商業酵素仍然領先研究機構。NREL開發的纖維質酒精生產製程（原料玉米稈），估計每公升生產成本約台幣20元，以目前的條件估計，酵素成本進一步下降的空間有限。從原料利用率的觀點分析，提升五碳糖的利用率比較有機會降低單位體積酒精的生產成本，講者建議程序中的酒精對六碳糖的轉換率應該要高於95%，對木糖轉換率需要高於90%，其他糖類高於80%。第三位講者是喬治亞大學的Doran-Peterson教授，說明其實驗室以松樹為纖維原料生產酒精的研究成果。松樹纖維質結構與草本植物有很大差異，其半纖維結構成分中含有高比例的六碳糖，且木質素比例較高，因此水解酵素組合以及醱酵生產酒精所用的菌株需要針對水解後產品進行篩選優化。喬木纖維質除了纖維素、半纖維素、與木質素，還常含有較小分子（例如特殊香氣），因此在處理前極可能含有抑制生產菌物質，講者聲稱篩選出特殊酵母菌，可在利用松樹纖維質經處理後產品，效率高於野生菌株100%（包括松樹在內的所謂軟木，一般生長緩慢，因此這個研究的應用性應該是針對事業廢棄木料）。次一位講者來自Qteros公司，這是另一家由大學教授將研究成果商業化所創立的小公司，該公司的最重要有形資產是一株全方位的微生物，商業名 Q Micorb，學名是Clostridium phytofermentans。講者聲稱其菌種可以利用纖維素、聚木糖、果膠、角蛋白、及幾丁，可以接受單糖、雙糖、寡糖結構的碳源，未經基因改質的野生菌就具有同時利用葡萄糖、纖維雙糖、及木糖的能力。由於該菌株可以生產複雜的纖維質分解酵素組合，具有直接利用簡單處理過的纖維質能力，講者強調這是目前唯一接近商業化的真正整合型生產菌株，在單一步驟的纖維質酒精生產試驗中，酒精濃度可高達70 g/l，對糖轉化率超過90%。Qteros公司研究人員不到三十人，其中十一位有博士學位，可惜基於商業機密理由，講者並未對該菌株做任何說明，僅呈現很精簡的實驗數據，也沒有真正觸及近期或未來發展方向。
2. 出席「生質能源之生質觸媒反應」場次。首位講者是Riverside加州大學研究人員，講者說明前處理對於纖維質酒精生產的重要性，利用多張圖表說明原料、前處理、水解與醱酵製程在不同狀況下的成本變動情況（因為沒有文獻參考資料，無法驗證是否正確），估計前處理約佔據20%的纖維酒精生產成本，而廣被認為除原料之外佔最重要地位的酵素生產成本僅有10%（這一點與微生物學家的認知有相當大差異）。接續前一講者，第二位講者立即提出對於纖維質酒精生產成本的不同看法，認為酵素目前仍是原料之外貢獻最多成本的項目。第二位講者來自密西根州立大學，屬於”大湖生質能研究中心”（Great Lakes Bioenergy Research Center）研究圈的學者。講者從酵素化學的觀點提出其對於酵素組合研究的看法。目前使用的纖維素酵素組合至少包含三種酵素：cellobiohydrolase、endoglucanase、及beta-glucosidase，但是依據實測經驗，可提供較佳分解效率的酵素系統通常會含有更複雜的組合，在少數例子中，甚至發現一些非纖維分解酵素具有明顯提升分解速率的現象（被稱為accessory/synergistic enzymes）。若從目前的基因庫Genebank中搜尋，可以發現超過5100種纖維分解酵素，及超過4200種聚木糖分解酵素（xylanases），如果單純進行酵素排列組合，並據以進行最佳酵素組合篩選將是極耗時的工作，而各種酵素的最佳條件是否相容還未考慮到實驗中。最重要的，天然的纖維分解菌株除了纖維分解酵素之外，另有其他互助酵素，輔助整個酵素系統的運作，因此其實驗室設計了數株具備有「基礎分解能力」的宿主，用於篩選具高效率分解能力的纖維素分解酵素基因。次一位講者是加州理工大學教授，講題是纖維分解酵素分解纖維素的動力學理論探討。這可能是整個會議最具挑戰性的講題，因為工業微生物學家絕大多數沒有生物物理學的訓練（包括筆者），眾人最後以熱烈鼓掌表示推崇。次一位講者來自伊利諾大學（Urbana），說明其實驗室自牛胃中分離具高效率分解半纖維素能力的菌株，Prevotella bryantii，並且自該菌篩選得到各種相關基因，其中有部分已經成功轉殖於大腸菌，刻正進行酵素化學的相關研究。Prevotella bryantii必須培養在含有牛胃液的環境中。整場會議的壓軸是Novozyme公司的研究人員，講者簡單介紹Novozyme後，開宗明義強調其公司相信兩階段式製程架構是纖維酒精最終的選項，因此相關研究工作完全是以兩階段為假想的工業規格來進行（筆者認為這樣才能賣最多酵素，因此大酵素公司傾全力推動兩階段製程，事實上到目前為止各種製程模式的發展，還沒有任何模式獲得壓倒性的成果），該公司持續開發酵素組合，目標是單純的降低商業化酵素組合的生產成本，也就是提生產率與回收效率。另有研究部門分別進行新酵素的篩選與酵素工程提升酵素反應效率，目前有超過400株新的潛力菌株，所生產的酵素效果高於現有的商品（Tricoderma resei）。由於酵素組合的效率受到前處理影響（換言之，前處理決定酵素組合是否可行），Novozyme歡迎各種新的前處理程序，並且有意願合作，針對特殊的前處理製程進行客製化設計。
心得及建議

此次出席會議的學者與專家以來自美國居多，日本特別有一個場次介紹其生質能發展，其他有來自歐洲、澳洲、南美洲及其他亞洲地區，身份涵蓋工業微生物的上、中、下游，從多數致力於高深與尖端基礎研究的大學教授與學生（研究生）、至產業技術整合的研究機構人員、及至最終將製程商業化的業界人士，這是少數具有整合整個產業鏈菁英，從觀念到成品具備的專業研討會。與會業界人士有來自成員十數人的小企業到跨國產業集團，由於眾人對技術發展的分析與看法各自有不同的背景基礎，因此技術開發方向明顯各有特色，大公司常是壟斷所有相關專利，小研究團隊則以推出具有商業化技術甚至產品為目標，然而，大多數人都同意生物物質應用在生質燃料將持續發展，部分生物物質也將被用於生產現階段以石油為原料的特用化學品。大家也都樂觀期待生物程序進一步成為化學工業的主流之一。

美國在生質能源發展投注相當心力，除了位於科羅拉多的國家再生能源實驗室（National Renewable Energy Laboratory），另有不少研究機構專注於生質能源開發，例如Joint BioEnergy Institute，或是大學與政府合力構成的研究圈，例如五大湖區的”大湖生質能研究中心”（Great Lakes Bioenergy Research Center）及幾個國家實驗室，另有許多小型公司著手於將實驗室的技術發展至商業應用規模，其中不乏脫離傳統的創意。以下是筆者會後的淺見：

1. 纖維質酒精仍有一些瓶頸有待突破，雖然相關的纖維分解酵素產成本已經顯著改善，整體製程的生產成本並未下降至理想範圍，而最近的研究顯示纖維質處理後的產物 – 糖液，其組成遠較過去一般專家的預期更複雜，尚需要持續投入開發能量。

2. 會議以微生物之應用相關領域為主軸，雖然部分出席人員具有農業相關背景，或是從事工作屬於農業部門，然而多數專家學者專長領域不是農業操作。眾多非農業專長領域的微生物、酵素、生物製程、工程等領域專家，咸認為具有意義的生質能源開發，必須先解決原料問題。北美洲長久以來聚焦在玉米稈及穗軸、小麥稈等農產剩餘物，或柳枝稷等快速生長植物；日本以事業廢棄木料為重心，另對稻稈、蔗渣也投注相當心力；巴西則因蔗渣產量大，對其相關發展最有興趣，顯示出各地研究以方便取得的原料為中心。值得注意的是，至少三家私人公司對於甘蔗系統抱持樂觀的態度，將甘蔗列為可能成為其生產原料的第一順位，包括Solazyme建構異營環境生產微藻油脂、Genomatica開發丁二醇生產製程、LS9公司利用大腸菌生產特定結構的脂肪酸等，由於這些公司以開發產品及相關技術存活，集資過程需展示包括預期產品市場預測等資訊的財務規劃，直接顯示出在經濟競爭性方面，甘蔗勝過其他的原料系統。
3. 纖維質處理持續受到重視。雖然微生物學家對於纖維質前處理階段的探討大多集中在酵素開發，但多數人同意前處理的操作對於後面的酵素水解、甚至醱酵生產酒精有決定性影響，各場次討論中，講者多會說明其纖維質原料的前處理方法。少數研究機構具有多領域人才因此會採用不同前處理方法，例如國家能源實驗室（NREL）；密西根州立學者與研究人員幾乎全採用氨氣爆破前處理程序，因為該校大學化工系專精於氨氣爆破前處理，可以提供足夠樣品，其他大部分學者或研究單位多以稀酸處理的產物進行研究，因為技術與設備要求比較容易達到。

4. 除了開發生質能源製程外，纖維質處理及水解相關技術或產品（纖維質分解後所得之糖液）可以提供做微生物煉製的原料，因此，研究的成果具有多重經濟誘因。
5. 第一代應用基因工程的生技產品諸如胰島素、生長激素、EPO（紅血球增生素）等都是高單價醫藥，當時高昂的技術開發成本僅有高價產品能支持。拜相關技術進步之賜，目前的微生物製程應用於生產大宗特用化學品已經具有與傳統石化原料競爭的實力，我們見到好幾個進到實驗工廠階段的製程，其成本估計在每公斤1美元以下。顯示生物科技應用已漸進入平價時代（至少在北美洲與歐洲）。
6. 從去氧核糖核酸結構確認到應用基因工程的商品出現，花了人類大約三十年；生質丙二醇在數年內從概念達到蓋廠量產階段；此次會議中，有幾家公司宣稱應用目前的可取得技術，具有產業應用性的生產菌株可以在數個月內建構完成。

7. 除了生產生質燃料之外，利用微生物製造特用化學品的實例與日俱增，過去許多生物分子、甚至非天然的有機分子的生產創意或受限於技術瓶頸無法突破，或相關數據不足而停留在構想階段，今日已經可以利用代謝途徑重新組合，構築基因重組微生物來合成，然後透過醱酵培養大量生產，再配合分離技術進行分離純化，最後利用化學工業程序合成最終產品。整個化學工業產業鏈，隱約可見在煉製廠之前的階段，至少部分可以由生物程序來取代。這樣的發展肇基於大量累積的生物化學及分子生物學基本資料，整合酵素工程、代謝工程、生物資訊等領域專長，同時應用質量平衡、能量平衡、熱力學、反應動力學等化學工程之傳統訓練所得結果，跨領域合作的效果在此獲得最佳展現。
8. 總結此行出席會議之幾點感想：

(1)微生物工業應用進步神速，最引人注目的是跨領域的整合將創意實體化成產品。

(2)短期內欲降低人類對化石能源倚賴度，降低大氣中二氧化碳濃度持續累積，生質能源開發仍然是重要選項之一，而微生物相關技術開發將是生質能源開發的重要工具。

(3)生質原料將是繼石化原料之後，化學工業的原料來源，現有技術及相關產品（例如生質13丙二醇）已經明顯展現經過生物程序，生質原料能取代石化原料。現階段由於石化原料供給仍充裕，但可預見未來，在石化原料短缺與二氧化碳過量排放之雙重壓力下，生物程序開發將會加速進行。
(4)越來越多工業的實例顯示甘蔗是一個重要，且具有經濟經爭力的生質原料系統，甚至在現階段技術發展初期即可與石化原料競爭，台灣應該盡力保存甘蔗系統的經驗與技術。
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