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Abstract

Bioethanol is a renewable fuel which can possibly replace fossil fuel, at least
partially. The largest bioethanol producers are United States and Brazil which
produce first generation ethanol from corn and sugar cane, respectively. This
has lead to an increase in food and feed prizes. Therefore, lignocellulosic
biomass like agricultural residues, energy crops and wastes seem to an
attractive feedstock for future supplies of ethanol. However, there are both
technical and economical impediments to overcome, such as finding an
industrially suitable microorganisms and thermostable enzymes for converting
cellulosic biomass into fuel ethanol.

The main objective of this research was to investigate weather
thermophilic bacteria, isolated from Icelandic geothermal areas, can produce
ethanol from lignocellulosic residues, grass and paper. Four strains were
selected and inoculated in several carbohydrates present in lignocellulosic
biomass. Growth was followed by an increase in optical density and one isolate
(strain 55), belonging to the genus Thermoanaerobacter, was selected for
further experiments. A growth experiment was made to investigate growth,
breakdown and the formation of fermentation products from glucose and
xylose. Both grass and paper were pretreated with dilute sulfuric acid and heat
before enzymatic breakdown. Strain 55 was inoculated into media with three
different concentrations of hydrolysates. The incubation time was one week at
70°C. Ethanol, hydrogen and volatile fatty acid were analyzed in each sample
in the beginning and in the end of the incubation period. The main results from
these experiments showed that when paper is pretreated, heat is more
important than the sulfuric acid but this appears to be vice versa on grass. The
fermentation products of strain 55 are ethanol, acetate, hydrogen and carbon
dioxide. The highest ethanol concentration measured was most often in 30%
diluted hydrolysate and the highest concentration was found in 30%
hydrolysate made from grass (1,5% H,SO4 and 90 min. heating) 29,7 mM.

Key words: Renewable energy sources, bioethanol, thermophilic

anaerobic bacteria, lignocellulosic biomass, pretreatment.
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Utdrattur

Lifetan6l er endurnyjanlegt eldsneyti sem heaegt er ad nota i stad hefobundins
jardefnaeldsneytis, ad minnsta kosti ad hluta til. Sterstu framleidendurnir eru
Bandarikin og Brasilia sem framleida fyrstu kynslodar etandl ar einfoldum
lifmassa, svo sem mais og sykurrey. Su framleidsla hefur leitt af sér haekkandi
markadsverd 4 matvaelum og f60ri og hefur pvi skapast mikil porf fyrir
annarskonar hraefni til framleidslunnar. Menn hafa pvi beint sjonum sinum ad
nota flokinn lifmassa sem fellur til sem ymsar leifar og Girgangur m.a. i
landbtinadarvinnslu til pess ad framleida annarrar kynslodar etanol. Til pess ad
pad sé hagkvaemt skortir heppilegar 6rverur og ensim sem geta brotid nidur
fjollidur flokins lifmassa.

Markmi0 pessa verkefnis var ad athuga hvort hitakerar bakteriur geti
framleitt etanol ur floknum lifmassa sem fellur til sem urgangur 4 Islandi. {
upphafi voru valdir fjorir stofnar i fortilraun verkefnisins. Peim var sad a
mismunandi sykrur sem eru til stadar i floknum lifmassa. Valinn var einn stofn
(stofn 55) af attkvislinni Thermoanaerobacter sem var notadur i adaltilraun
verkefnisins. Framkvamd var vaxtartilraun til pess ad kanna voxt, nidurbrot og
framleidslu gerjunarafurda hja stofni 55, 4 badi hreinum glikosa og xylosa, en
st sidarnefnda en ein mikilvaegasta sykran i hemisellulosa. I adaltilraun voru
utbuin hydrélysot ur badi grasi og hreinum selluldsa-pappir. Hraefnid var
formedhondlad med pynntri brennisteinssyru og hitun fyrir ensimmedhondlun.
Eftir pad voru hydrolysot sett i mismunandi styrk 1 &ti og stofninum sad i pad.
Raektad var i eina viku og ljosgleypni, vetni, etandl og fitusyrur malt baedi i
upphafi og i lok rektunartimans.

Nidurstodur leiddu 1 1j6s ad vid formedhondlun 4 pappir skiptir
hitunartimi meira mali en styrkur syru en pvi er 6fugt hattad med gras.
Gerjunarafurdir stofnsins eru etan6l, ediksyra, vetni og koltvisyringur. Mest
etanolframleidsla var i flestum tilfellum 0r rektunarfloskum med 30%
hydrolysati i en mesti styrkur etandls reyndist vera Gr 30% gras-hydrolysati

(1,5% H2SO4 0og 90 min hitun) eda 29,7 mM.

Lykilord: Endurnyjanlegir orkugjafar, lifetanol, hitakarar loftfirrtar

bakteriur, flokinn lifmassi, formedhondlun.
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Héskoélinn a Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

Tilgangur / markmid

Sumarid 2007 vann hofundur ad verkefni sem bar heitid ,,LifEtanol” par sem
megin markmidid var ad finna hitakerar, gerjandi bakteriur sem eru 6flugir
etandlframleidendur. Kviknadi pa ahugi héfundar a4 endurnyjanlegum
orkugjofum og pa sérstaklega lifetanélframleidslu. I pvi verkefni voru
einangradir nokkrir stofnar hitakaerra bakteria 4 mismunandi einlidum og
kolhydratafjollidoum sem suma hverja er hugsanlega hagt ad nota til
lifetanolframleidslu. Akvedid var ad velja fjora af pessum stofnum og sa peim
a nokkra mismunandi kolefnisgjafa sem flestir eru til stadar i rikum meeli i
floknum lifmassa. Ut fra peim nidurstédum var sidan akvedid ad velja einn
stofn sem potti hafa fleiri kosti umfram hina prja og nota i adaltilraun
verkefnisins. bar var kannad hvort hagt veri ad framleida etanol med
hitakaerum bakterium tr floknum lifmassa sem fellur til sem leifar 4 Islandi.
bessi lifmassi vaeri pa helst irgangspappir sem til fellur 4 {slandi og talinn er
vera um 60-70 pusund tonn 4 4ri.' Pennan urgang veri kjorid ad nota i
lifetandlframleidslu. Hingad til hefur lifetan6l ndnast einungis verid framleitt
ur einfoldum lifmassa med gersveppum og er pad adallega tilkomid vegna
skorts 4 ensimkerfum sem rada vid ad brjota nidur flokinn lifmassa. Hitakerar
bakteriur bua yfir peim hefileika ad geta brotid nidur fjollidur og gerjad
pentosur (C5 sykrur) 4 bord vid xyldsa og arabindsa sem flestir gersveppir geta
ekki. bessi hafileiki 4samt fleirum gerir hitakarar bakteriur fysilegar til

lifetanolframleidslu ar floknum lifmassa.

Pzer rannséknarspurningar sem lagt var upp meo ao svara i verkefninu
voru:
= QGeta hitakaerar bakterfur framleitt etandl ar pappir og grasi?

= Er lifetanolframleidsla raunhzfur moguleiki 4 Islandi?

! Asgeir Orn {varsson, munnleg heimild, 10. april 2008
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1 Inngangur

1.1 Endurnyjanlegir orkugjafar

Endurnyjanleg orka er orka sem endurnyjast hratt og ma segja ad sé¢
otakmarkadar audlindir. Slik orka kemur m.a. frd sélinni, vindi, vatni og
lifmassa allt umhverfis jordina. Ad pvi leyti er endurnyjanleg orka 6lik peirri
orku sem fast Ur jardefnaeldsneyti 4samt pvi ad hin myndar ekki eins mikid af
grodurhuisalofttegundum og mengunarefnum eins og gerist vid bruna
jardefnaeldsneytis.” Staersti hluti orku heimsins i dag kemur Gr kolum, oliu,
jarogoésum eda geislavirkum efnum. Pessi efni eru s6gd vera 6endurnyjanleg
vegna pess ad pegar pau hafa verio fjarlegd ur jordinni endurmyndast pau ekki
fljott aftur. Talid er ad pad hafi tekid kol, oliu og jardgds milljonir ara ad
myndast og er pvi [jost ad pessi efni endurmyndast ekki nema a gridarlega
16ngum tima pegar pau eru uppurin.’ Menn eru sifellt ad verda medvitadri um
umbhverfi sitt og pa stadreynd ad jardefnaeldsneyti er ekki 6teemandi brunnur.
A mérgum stodum i heiminum er farid ad ganga toluvert 4 oliubirgdir og purfa
menn pvi ad gripa til annarra radstafana eins fljott og audio er.

Liforka (e. bioenergy) er orka sem er geymd i efnum sem eru buin til
med hjalp lifvera. Eitt besta deemi um slika orku er vidur sem hefur verid
notadur lengi vel sem eldsneyti og mun lengur en jardefnaeldsneyti. { sumum
16ndum er vidur til ad mynda enn adalorkugjafi fyrir hitun og eldamennsku. A
stodum par sem hann er af skornum skammti er ymislegt annad brennt i
stadinn og ma pa helst nefna mod og jafnvel gros. Svo lengi sem pessi efni na ad
vaxa aftur um leid og pau eru notud pa eru pau alitin sem endurnyjanlegir
orkugjafar.*

Algengasti endurnyjanlegi orkugjafinn er enn sem komid er lifmassi.
Flestar greenar plontur innihalda lignosellulosa sem er meginuppistada i vioi.
Grenar plontur mynda selluldésann Ur einsykrum sem par mynda & medan
ljosstillifun stendur. Selluloésinn inniheldur pvi mikid af efnaorku a

geymsluformi sem losnar sidan it sem varmi t.d. pegar vidur er brenndur. Ur

? Environmental Literacy Council, 2006a
3 Re-Energy, 2008a
* Re-Energy, 2008b
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plontusykrum eda —trefjum ma sidan mynda etandl eda metanol med gerjun.
Pad ma til demis gera med hjalp gersveppa og bakteria. Ad lokum er haegt ad

hreinsa alk6holid fra og nota pad sem eldsneyti.’

1.2 Etanol

1.2.1 Hvad er etandl?

Etanol er eldfimur og litarlaus vokvi sem er oft pekktur undir nafninu vinandi
vegna pess ad hann er til stadar i afengum drykkjum. Etandl er einnig notad
sem eldsneyti a bila og sprengihreyfla og ad auki er haegt ad vinna ur pvi edik,
etylamin og fleiri efni. Etandl hefur hydroxylhop og getur pess vegna bundist
60rum efnum med vetnistengjum. Vegna peirra eiginleika getur etandl til ad
mynda dregid i sig vatn Gr andrimsloftinu pegar pad er 1 opnu ilati. Etanol
getur badi leyst upp skautud og 6skautud efni vegna vatnssaekna

hydroxylhdpsins og stutta vatnsfalna metylhopsins.’

H O—H

Hal:
\o —C

AN

Mynd 1 brividdarbygging etandls

H

1.2.2 Lifetandl — Stadan i dag

Jardefnaeldsneyti hefur ordid til 4 milljonum éra ur leifum dyra og plantna sem
hafa pjappast saman djupt ofan i jordinni undir miklum hita og prystingi. Allt
fra pvi 4 19. 6ld hefur megin orkuporf heimsins verid fullnaegt med
jardefnaeldsneyti 4 bord vid oliu, kol og jardgos og i dag er talid ad pad pjoni

yfir 85% af allri orkunotkun heims.” A sidustu arum hafa menn haft siauknar

> Re-Energy, 2008b
¢ Wikipedia, 2007a
" Environmental Literacy Council, 2006a
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ahyggjur af hlynandi loftslagi jardar og telja visindamenn ad par sé adallega
um ao kenna lofttegundinni koltvisyringi (CO;) sem losnar fra vid bruna
jardefnaeldsneytis og fer Ut i andrimsloftid. Margar pjodir eru nt1 farnar ad
setja sér framtidarmarkmid sem mida ad minnkandi notkun jardefnaeldsneytis
og nota i stadinn endurnyjanlega og umhverfisvena orkugjafa. Ma pad ad hluta
til pakka Kyoto-bokuninni sem idnveeddu rikin sampykktu sin 4 milli arid 1997
og gengur Ut 4 umtalsverda minnkun 4 notkun jardefnaeldsneytis fyrir arid
2012.°

Ein tegund endurnyjanlegra orkugjafa er lifetanol. Pad er talid til
endurnyjanlegrar orku vegna pess ad pad verour til af voldum sdlarorku. Ferlid
hefst med ljostillifun sem veldur pvi ad lifmassi & bord vid sykurréfur og mais
vex. Ur pessum lifmassa er sidan buid til etanl sem er algengasta
endurnyjanlega eldsneytid sem notad er i dag.’

Ekki er algengt ad nota hreint (100%) etandl sem eldsneyti heldur er
pad yfirleitt blandad og pa gjarnan med hefdbundnu jardefnaeldsneyti.
Algengasta blandan er kollud E10 og inniheldur htin 90% eldsneyti og 10%
etandl. bessa blondu er hagt ad setja 4 vel flesta bila sem nota venjulegt
eldsneyti. I dag er talid ad um 46% af 61lu eldsneyti i Bandarikjunum innihaldi
eitthvad etandl og er pa E10 blandan algengust.'® Etanol er einnig notad i harri
styrk og er til blanda sem inniheldur 85% etanol (E85). Slika blondu er p6 ekki
hagt ad setja & hvada fararteki sem er heldur parf ad gera toluverda breytingu
4 vélunum (e. flexible fuel vehicles, FFVs) svo hagt sé nota hana.'' Nu pegar
eru yfir 6 milljonir FFV { umferd i Bandarikjunum i dag og eru umsvif peirra
stodugt ad aukast. Sifellt er verid ad setja upp fleiri E85 delur en kosturinn er
s4 a0 pegar su blanda er ekki 1 bodi geta pessar vélar gengid a4 pynnri
etandlblondu eda jafnvel hreinu jardefnaeldsneyti. 12

Etanol er framleitt og notad sem eldsneyti vidsvegar i heiminum en
langstarstu framleidendurnir eru Brasilia og Bandarikin. Brasilia framleidir um

17 milljarda litra arlega en Bandarikjamenn 18 milljarda litra. A eftir fylgja

¥ Environmental Literacy Council, 2006b
? Environmental Literacy Council, 2006¢
10 American Coalition for Ethanol, 2008
"' Sawin, J.L., 2006

12 American Coalition for Ethanol, 2008
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sidan Kina og Indland p6 med mun minni framleidslu.'® Hvad Evropu snertir
pa eru byskaland og Frakkland sterstu framleidendurnir med framleidslu upp 4
um 400 milljén litra hvor."*

Ba0i Brasilia og Bandarikin framleida etanol r einféldum lifmassa en
meginmunurinn & framleidslunni er hraefnid sem notad er. Bandarikjamenn
nota mais en Brasiliumenn sykurrey. Ba&di mais og sykurreyr eru hraefni sem
teljast til matvaela og hefur pvi aukin lifetanolframleidsla i for med sér minna
frambod hraefnisins og hakkandi markadsverd a badi matvalum og fo0ri i
heiminum pvi sifellt er verid ad taka meira af matvaelunum til framleidslunnar.
A sidustu arum hefur verd 4 mais i Mexiko til ad mynda hakkad um 50%."
Menn hafa pvi beint sjonum sinum ad floknum lifmassa sem hréefni, en pa er
att vid lifmassa sem er ur fleiri gerdum sykra, badi pentdsum og hexdsum
asamt floknari tengjum a milli sem erfitt getur verid ad rjufa. bessi lifmassi er
oxtur og telst ekki til matvela heldur er hann ymsar leifar sem falla til 1
landbunadi eins og t.d. maishydi, sykurrofuleifar, leifar Gr skogarhoggi og
pappirsidnadi.'®

Miklar rannsoknir og framfarir hafa att sér stad & sidustu &rum vardandi
etanolframleidslu Gr floknum lifmassa en ennpa eru margar hindranir sem parf
ad yfirstiga svo st frameidsla verdi hagkvaem.'” Hingad til hefur nanast
undantekningarlaust verid notast vid gersveppinn Saccharomyces cerevisae i
etandlframleidslu Gr sykrum sem fast t.d. ar sterkju. Hann er p6 einungis hafur
til pess ad gerja akvednar tegundir sykra og pvi er skortur & heppilegum
orverum og ensimum a bord vio sellulasa meirihattar hindrun 1 lifetan6lidnadi
ef framleida a etanolid Gr floknum lifmassa. Sykran sem er einna mikilvaegust
er xylosi sem faest Gr hemisellulosa-hluta lifmassans en hun er einmitt
ogerjanleg med gersveppum.'® Menn hafa pvi 1itid til ymissa tegunda bakteria
og par 4 medal hitakaerra bakteria pvi margar af peim geta gerjad pentdsur a

bord vid xyldsa og arabinosa sem eru til stadar 1 floknum lifmassa.

13 Renewable Fuels Association, 2008

' European Biomass Industry Association, 2008
> Chomsky, N., 2007

16 Lin, Y. og Tanaka, S., 2005

17 Lin, Y. og Tanaka, S., 2005

' Dien, B. S. 0.fl., 2003: bls 258
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Orvera parf ad uppfylla akvedin skilyrdi svo hiin sé raunhzf til pess ad

nota i framleidslu 4 i0nadarskala og ma pa nefna:

e Etand6lheimtur: >90% fraedilegar heimtur
e Etan6lpol: >40 g 1"
e Etandlframleidni: >1 g 1" h™' (20 mM/klst)

A sidustu tveimur aratugum hefur nokkrum tegundum bakteria verid
erfOabreytt til pess ad framleida etandl. Framleidslan hefur komid best ut pegar
Gram-neikvadum bakterium eins og Escherichia coli, Klebsiella oxytoca og
Zymomonas mobilis hefur verdid erfdabreytt. Vinnan vid pessa stofna hefur pa
ymist gengid Gt 4 erfdabreytingar svo einungis etanol sé framleitt sem
aukaafurd eda ad koma fyrir hvarfrasum sem gera arabinosa- og xylosagerjun
mogulega."”

St etanolframleidsla sem 4 sér stad i heiminum i dag krefst gridarlega
mikils landsvaedis undir reektun lifmassans sem notadur er i framleidsluna. Oft
hefur pvi verid deilt um hvort réttlaetanlegt s€¢ ad nota svo stor landsvaedi fyrir
framleidsluna sem annars geetu hugsanlega verid skoglendi eda notud til
framleidslu matvela. Ad auki hafa menn ahyggjur af jardvegshnignun,
minnkandi adgengi ad godu vatni fyrir rektunina og aukinni notkun dburdar og
skordyraeiturs.?’ Sifellt fleiri pjodir setja sér ni framtidarmarkmid um ad auka
hlut endurnyjarlegrar orku 4 komandi arum og i kjolfarid mun eftirspurn eftir
etanoli aukast til muna. Aukin eftirspurn hefur i for med sér, eins og adur hefur
komid fram, ad fada eins og t.d. mais fer i auknum meeli i framleidslu etanols
sem veldur pvi ad faduframbod minnkar og verd 4 henni haekkar.”' Vegna
pessara vandamala er 1jost ad breyting parf ad eiga sér stad a framleidslu
etanols ef hiin 4 ad vera skilvirk i ndnustu framtid og er framleidsla Gr floknum

lifmassa mikilvaegur hlekkur i peirri proun.

" Dien, B. S. 0.fl., 2003
2 Wikipedia, 2007d
2! Chomsky, N., 2007
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1.3 Hitakeerar bakteriur

Fj6lmargir paettir hafa ahrif & voxt 6rvera en p6 eru fjorir peettir sem eru alitnir
skipta hvad mestu mali og eru peir hitastig, syrustig, adgengi ad vatni og
surefni. Hitastig er s pattur sem hugsanlega skiptir hvad mestu mali. Orverur
geta einungis vaxid 4 akvednu bili og ef hitastig laekkar eda hekkar um of
getur pad valdid dauda peirra.

Samkvemt almennri varmafraedi gerast 61l efnahvorf hradar vid haerra
hitastig og pad er einmitt pad sem gerist 1 frumum lifvera pegar hiti hekkar.
Badi efna- og ensimhvorf gerast hradar og voxtur verdur hradari fyrir vikio. Ef
hitinn fer po yfir dkvedio hitastig hefur pad eydileggjandi ahrif & prétein og
efnaskipti sem veldur pvi ad starfsemi frumunnar stodvast. Hver lifvera hefur
pvi akvedid hitasvid sem hun getur vaxid 4 og akvedio hitatig par sem voxtur
er hradastur og er sa punktur undantekningarlaust ner hamarkinu en
lagmarkinu.*

Skipta mé bakterium i flokka eftir kjorhitastigi til vaxtar og eru
flokkarnir pa kuldakerar bakteriur (medalvaxtarhitastig 4°C),
midlungshitakaerar bakteriur (39°C), hitakerar bakteriur (60°C) og hahitakerar
bakteriur (88°C). Ad auki vid pessar bakteriur eru til hahitakaerar fyrnur
(e. archaea) sem geta lifad vid enn herri hita en bakterfurnar.”® bar dafna vel
vi0 hitastig sem engin bakteria getur lifad vid og er astaedan talin vera s ad
bakteriur virdast utiloka per 4 temprudum bisvedum og pvi hafa paer proast a
mjog 6fgakenndum busvaedum eins og i gifurlega hdum hita, saltstyrk eda
jafnvel undir miklum prystingi. Fyrnurnar hafa pa proast pannig ad par nyta
sér onnur efnasambond til vaxtar en hefdbundnar bakteriur. Gott deemi um
slika fyrnu er Pyrolobus fumarii, en kjorvaxtarhitastig hennar er 106°C.**

Hitakeerar bakteriur geta lifad 4 mjog fjolbreytilegum busvedum allt fra
rotnandi ruslahaugum til sj06dandi hvera. Pad eru adallega fjorir paettir sem
orsaka hita i umhvertfi og peir eru sélahiti, hiti vegna ymiss konar brennslu eda
bruna af mannavdldum, hiti vegna geislavirkni og hiti vegna landfradilegra

aldstedna. Landfredileg virkni & bord vid jardhitasvaedi 4 mestan patt i

22 Madigan, M.T. o.fl., 2003:151
3 Perry, J. J. 0.fl., 2002: 402-403
# Perry, J. J. 0.fl., 2002: 402-403
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hahitasveedum sem finna ma i nattirunni en pess ma p6 geta ad hiti getur
einnig myndast undir 60rum kringumstadum, t.d. 4 rotnandi ruslahaugum. Sa
hiti myndast eingdngu vegna efnaskipta peirra bakteria sem par lifa.

Heitt vatn finnst 4 moérgum st6dum a jordinni en hverasvadi finnast

adeins 4 afmorkudum svaedum. Sterstu hverasvaedi heims ma finna 1

Yellowstone pjodgardinum i Bandarikjunum, i Japan, &4 Nyja Sjalandi og hér &

Islandi.”

Mynd 2 Litadyrd i Grand Prismatic Spring i Mynd 3 Hitakaerar bakteriur ur stofnasafni Haskélans a
Yellowstone National Park af véldum hitakeerra Akureyri
érvera % Mynd: Steinar Rafn Beck

ber bakteriur sem lifa vid adstedur hitakerra bakteria purfa ad hafa sérstaka
byggingu og eiginleika til pess ad lifa af og stunda sin efnaskipti. Flest protein
og kjarnsyrur midlungshitakeerra bakteria edlissviptast toluvert undir 100°C.*’
Nymyndun sérhafora og hitastodugra proteina sem eru virk vid hatt hitastig
skiptir pvi miklu mali hja hitakerum bakterium. Hamarksstodugleiki proteina
faest med saltbrim, van der Waals kroftum og 60rum ésamgildum kroftum eins
og vatnsfeelni. Einungis smavagilega breytingu & erfdaefni parf oft ad gera til
pess ad auka hitastodugleika til muna, jafnvel bara eins basa breytingu, og
hefur pad verid gert med stokkbreytingum med gédum arangri.”® Annad sem
hefur ahrif & hitastodugleika er frumuhimnan. Pegar frumuhimnan hitnar missir
hun fljotanleika sinn og verdur m.a. laus i sér. Fosfolipidsamsetning

himnunnar hja hitakeerum bakterium er frabrugdin peirri hjé kulda- og

* Brock, T.D., 1978:12-14

26 Wikipedia, 2008¢

7 Perry, J. I. 0.1l., 2002: 406

¥ Microbial Wonders of the deep, 2001
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midlungshitakaerum bakterium ad pvi leyti ad hun er med lengri og mettadri
fitusyrur. Auk pessa er meira af trans-fitusyrum i himnu hitakarra bakteria.
Allir pessir eiginleikar gera pad ad verkum ad himnan pakkast péttar saman og
verdur sterkari.”

Ensim 0r hitakeerum bakterium koma oft ad godum notum i
margskonar i0nadi og lifteekni vegna peirra eiginleika ad pau haldast stodug
vid hatt hitastig. Eitt besta deemid um slikt ensim er DNA polymerasi sem er
notadur i PCR hvarf (e. polymerase chain reaction), en ensimid er talid
undirstada allrar erfdataekni sem stundud er i dag. Ensimid var einangrad ur
hitakaeru bakteriunni Thermus aquaticus sem ma finna i heitum hverum i

Yellowstone pjédgardinum i Bandarikjunum. *°

1.4 Efnaskipti

Allar lifverur purfa 4 orku ad halda til vaxtar, vidhalds og fjolgunar. Orka er til
4 morgum mismunandi formum sem 611 geta umbreyst yfir i Snnur orkuform.
Orveruvoxtur er hadur orkuumbreytingu en pa eru efnatengi sifellt rofin og
myndud og eru pessi tengi mjog gjarnan tengi innan kolhydrata.®' Lifverur afla
orku sinnar med premur leidum: med lifrenum efnum, olifrenum efnum og
med ljosi. Orkan faest med oxun og er i formi fosfatefnasambands sem kallast
ATP (e. adenosin triphosphate). baer lifverur sem geta eingdngu aflad orku a
pennan hatt i fjarveru surefnis eru loftfirrtar (e. anaerobic) bakteriur og er hagt
ad flokka per i tvo hopa.*® Annars vegar eru pad skilyrtar (e. obligate)
loftfirrtar bakteriur sem drepast yfirleitt ef paer komast i snertingu vid strefni.
Hins vegar eru pad kjorfrjalsar bakteriur (e. facultative) sem geta lifad vid

hvort skilyrdid sem er, pad er badi med og an strefnis.™

 Microbial Wonders of the deep, 2001
30 Mattila, P. o.fl., 1991

3! Wikipedia, 2007b

32 Madigan, M.T. o.fl., 2003:28

33 Madigan, M.T. o.fl., 2003:162
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1.4.1 Gerjun

Nidurbrot lifreenna efna getur ymist att sér stad i vidurvist surefnis eda an pess.
begar nidurbrotid parfnast surefnis kallast pad 6ndun en an surefnis kallast pad
gerjun. Ferlarnir gerjun og 6ndun eiga ymislegt sameiginlegt en eru p6 o6likir
um adra paetti. Ef nidurbrot glukdsa er tekid sem demi pa hefjast badir ferlar &
glykolysu sem a4 sér stad fyrir utan hvatbera frumunnar, i umfryminu.
Glykolysan er r6d efnahvarfa sem hefst 4 pvi ad tveer ATP sameindir eru
notadar til pess ad virkja glukosa. Lokamyndefnid eru tvd mol af pyruvati fyrir
hvert mél af gliksa og nettd grodi eru tvo ATP. 1 glykolysunni er ATP
myndad med ferli sem kallast SLP (e. substrate level phosphorylation) par sem
ATP myndast vegna haorkurikra fosfathopa sem eru fluttir af ensimi & ADP
pannig ad ATP myndast.*

Efum 6ndun er ad reda pa fara badar pyruvat sameindirnar sem koma
ur glykolysunni inn 1 hvatbera frumunnar, breytast par i tveggja kolefna acetyl
hopa sem eru tengdir vid Kéensim A, CoA. Vid pad losnar CO; fra og acetyl
CoA gengur inn 1 sitronusyruhringinn. Par er hver acetyl hopur oxadur i tveer
CO, sameindir. Rafeindir eru teknar upp af NAD" og FAD sem eru
rafeindaberar og gegna pvi hlutverki ad flytja rafeindir inn {
rafeindaflutningskedjuna. Vid 6ndun myndast ATP med oxandi fosforun
(e. oxidative phosphorylation), p.e. ATP myndast med styrkleikamun a
protonum yfir frumuhimnu (e. proton motive force).”

begar gerjun 4 sér stad er pyruvatid sem myndast i glykolysunni afoxad
i alkohol og vid pad losnar CO,. Astadan fyrir pessari afoxun & pyruvati er st
ad hvarfid notar NADH og endurmyndar NAD" sem getur pa tekid upp
rafeindir sem koma fra fyrri hluta glykolysu. Petta skref framleidir ekki orku
en er naudsynlegt til pess ad halda glykolysunni gangandi og par af leidandi

edlilegri starfsemi frumna.*®

3* Mader, S. S., 2003: 118
3 Madigan, M.T. o.fl., 2003:119
3 Mader, S. S., 2003: 125
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Stage I: Preparatory
reactions
Production of
glyceraldehyde-3-P

ATP ADP AT P  ADP
~— ~—
Hexokinase Isomerase Phosphofructokinase

Glucose <—— Glucose-8- P <—> Fructose-8- P -~ P Fructose-1,6- P

/

Stage II: Oxidation 2 Glyceraldehyde-3- P

T Aldolase

Making ATP; Glyceraldehyde-3-P
making pyruvate dehydrogenase
2 P ——}——— Electrons — 2 NAD*
; \
2 P 1,3-Bisphosphoglycerate” P 2| NADH
2 ADP
Phosphoglycerokinase (
\ 2AT P

2 3-Phosphoglycerate™ P

Mynd 4 Fyrstu skref glykéslysu; undirbtiningsskref og oxunarskref 37

Sykrur eru algengasta hvarfefni gerjunar og eru demigerd myndefni etandl,
mjolkursyra, vetni og koltvisyringur. Onnur efni geta b6 myndast eins og
smjorsyra propionsyra og aseton. Ahugavert er ad skoda hversu mikid af peirri
orku sem kemur ur nidurbroti nytist frumunni 4 endanum. Vid 6ndun verda
39% af heildarorkumyndun ad ATP sameindum en einungis um 2,1% i
gerjun.”® bessa lagu nytni i gerjun ma rekja til gerjunarafurdanna, eda

aukaafurdanna sem fruman framleidir einungis til pess ad endurmynda NAD".

3" Madigan, M.T. o.fl., 2003:121
3% Mader, S. S., 2003: 125
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2 2-Phosphoglycerate P

Enolase

2 Phosphoenolpyruvate™ P

2 ADP
Pyruvate kinase Q

2AT P

Stage IlI: Reduction

. ruvate~
Making . NADH7>2/ Py Pyruvate:Formate lyase
fermentation

Lactate Pyruvate A = 3
+ cetate™+ formate
products NAD dehydrogenase Y decarboxylase

= Formate
Lactate Acetaldehyde + CO, hydrogenlyase
Alcohol NADH Hly + GO,
dehydrogenase
NAD*
Ethanol

Mynd 5 Afoxunarskref glykélysu

Til eru mismunandi tegundir gerjunar og fer pad eftir pvi hvort um sveppi eda

bakteriur er ad reeda dsamt tegundum hvarf- og myndefna. Eitt pekktasta
gerjunarhvarfid er framkvemt af gersveppum og pa er glukosi nidurbrotinn 1

CO; og etanol. Pad er mjog mikilvaegt hvarf 1 bruggun, braud- og vingerd.

Vetni myndast i mérgum tegundum gerjunar til pess ad endurmynda NAD" og

FAD ur NADH og NADH;. Vetnid myndast pannig ad rafeindir eru fluttar &
ferredoxin sem er sidan oxad af hydrogenasa. Vetnid getur sidan virkad sem

hvarfefni fyrir adrar tegundir bakteria eins og til deemis metanmyndandi

bakteriur.** Slikt samband bakteria er kallad interspecies H, transfer og gengur

ut & vetnisframleidanda og vetnisneytanda sem saman studla ad hvarfi sem er

Gtvermid og pvi hagsteett orkulega s¢d.*'

¥ Madigan, M.T. o.fl., 2003:121
* Wikipedia, 2007¢
I Madigan, M.T. o.1l., 2003:595
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1.5 Lifmassi

Lifmassi (e. biomass) er skilgreindur sem allt lifreent efni sem buid er til med
ljostillifun.*> Orkan sem faest ur lifmassa er pvi i raun sélarorka sem er geymd
a formi lifreenna efna. Pegar lifmassi 4 bord vid tré og plontur vex, pa hefst
ferlid & ljostillifun sem veldur pvi ad solarorka er beislud til pess ad umbreyta
CO; 1 kolhydrét (sykur, sterkju og sellulosa). Lifmassinn deyr sidan og rotnar
og vex pa nyr { stadinn og par af leidandi er hann 4litinn endurnyjanlegur.*

Lifmassi er ein elsta gerd af orku i heiminum pvi hann hefur lengi vel
verid notadur sem orkugjafi. A drunum i kringum 1800 pjonadi lifmassi yfir

90% af orku- og eldsneytisporf Bandarikjanna.** Lifmassa ma badi brenna
beint eda umbreyta yfir 4 onnur medfzrilegri eldsneytisform eins og vokva-
eda gasform sem eru ekki eins mengandi. Demi um slik eldsneytisform eru
etanol, metanol, metan eda vetni. Eldsneyti ur lifmassa er enn sem komid er
dyrara en jarOefnaeldsneyti en pa er ekki tekid tillit til umhverfisahrifa svo
sem kolefnis- og urdunarkostnadar. Verdi pad tekid med inn i demid er
eldsneyti Ur lifmassa samkeppnishaft vio oliuna um einhverja
markadshlutdeild.*

Lifmassi pessi er samsettur ur mismunandi kolhydratafjéllidum i
mismunandi hlutf6llum. Lignosellulosi er lifmassi sem tré, gros, maishydi og
fleira er ar. Lignosellulosi er u.p.b. 90% af vefjum plantna en afgangurinn er
m.a. syrur, solt og steinefni. Uppistada ligndselluldsa eru prji megin
byggingarefni: sellulosi, hemiselluldsi og lignin. Pessi efni tengjast sidan
saman med bzdi samgildum og 6samgildum tengjum.*® Hlutfall mismunandi
fjollida er mjog breytilegt eftir tegundum og aldri plantnanna. Mjikur vidur er

med meira af lignin en hardur vidur og mest er af hemiselluldsa i grosum.*’

2 Orkusetur, 2008

* Environmental Literacy Council, 2008¢
* Environmental Literacy Council, 2008¢
* Orkusetur, 2008

* Collins, T., 0.fl., 2004

* Glazer, A. N. og Nikado, H., 1999: 329
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—Frumuveggur
{primary)

Mynd 6 Adlégud mynd af byggingu plc'intufrumuveggjar“8

1.5.1 Sellulési

Sellulési er adalbyggingarefni plantna og par af leidandi algengasta lifraena
efni jardar. Sellulosi er mjog stodug linuleg fjollida sem samanstendur af
glikosaeiningum tengdum saman med B-1,4-glykosid tengjum. Efnafredilega
s€d eru petta siendurteknar glukosaeiningar en byggingarlega séd er
grunneiningin tvisykran sellobiosi. Tvaer glukdsaeiningar eru med 180°
snuning eftir fjolliduasnum midad vid nalaegar einingar og fj6llidan er flot og
kemur fyrir & riffludu formi. Hver einstok sellulésakedja inniheldur fra 100 til
100.000 glukdsaeiningar sem pakkast pétt saman i samhlida einingar sem
tengjast sterkt sin 4 milli med vetnistengjum. Pannig mynda einingarnar
svokalladar ortrefjar (e. microfibrils).* Sellulési getur beedi komid fyrir &
kristolludu formi og & svokdlludu amorphous formi allt eftir uppruna og

samsetningu efnisins.”’

8 Davidson, M. W., 2005
* Bayer, E. A. o.fl., 2006
0 Glazer, A. N. o.11., 1998: 331
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OH
HO_~ OH
§ Q 5 ]
H OH OH

Mynd 7 Grunnuppbygging sellulésa

1.5.2 Hemiselluldsi

Hemisellulosi er flokin misleit blanda sykra og sykruafleida sem saman mynda
mjog greinodtta netju med veikum krdftum 4 milli sin. Ofugt vid selluldsa er
hemiselluldsi ekki kristalladur. Megin einsykrur sem koma fyrir
hemiselluldsa eru glukoési, xylosi, manndsi, galaktosi, arabindsi og rhamndsi.
Xylosi er po su sykra sem kemur fyrir i hvad mestu magni en einnig eru til
stadar ymsar urénic syrur og acetyl-hdpar. Hemisellulosa ma skipta nidur i prja
hopa og fer st skipting eftir peirri fj611idu sem er meginuppistada i
hemisellulésanum og tengist gjarnan med p-1,4 tengjum. bessir hopar heita
xylan, mannan og galaktan.’'

Xylan er fj6llida sem er langalgengust og utbreiddust i lifmassa. Hin
samanstendur adallega af pentdésunni xylosa. Fjollidan kemur nast a eftir
selluldsa hvad snertir utbreidslu i nattrunni en hin kemur fyrir i
frumuveggjum nanast allra landplanta og er ad auki megin uppistada proskads
hardvidarvefjar. Xylan er brotid nidur badi af bakterium og sveppum med
tveimur adalensimum sem gera pad ad verkum ad frir xylosi myndast. Hann er
sidan fosforeradur pannig ad xylosi-5-fosfat myndast sem getur pa gengid

beint inn i pentésa-fosfat hringinn.*>

1.5.3 Lignin

Lignin er algengasti uppruni aromatiskra efna & jordinni. Pad er um pad bil 20-
30% af 6llum vefjum vidar og plantna og er pvi nidurbrot pess mikilvaegur
hluti kolefnishringsins. Lignin hefur pad hlutverk ad umlykja og vernda

selluldsa og hemiselluldsa fyrir nidurbroti 6rvera. Allar haplontur, par 4 medal

>! Brigham o.11., 1996
2 Perry, J. . o.fl., 2002: 242
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burknar, innihalda lignin en lagplontur eins og mosar og lifrarmosar innihalda
ekki lignin. Lignin er illnidurbrjotanlegt og er ad 61lum likindum ekki nytt i
efnaskipti af neinni einustu lifveru sem adalkolefnisgjafi. Astaeduna fyrir pvi
ma rekja til nymyndunar lignins en pad er myndad Gr premur forvera-
alkoholum (e. precursor alcohols) med radikal fjollidun. 1 nattarunni er lignin
nidurbrotid af White-rot sveppum med ferli sem svipar til myndun pess. bad er
b6 ekki vitad til pess ad lignin pjoni vaxtarhlutverki hja pessum sveppum né

68rum tegundum.”

1.5.4 Sterkja

Sterkja er fordanaring plantna sem samanstendur af glikosaeiningum sem
tengjast saman med a-1,4 og 0-1,6 glykosidtengjum. Utkoman verdur linulegar
glukosaeiningar, amylosi, dsamt greinottum glikosakedjum, amylopektini sem
mynda péttridid kristalnet sem erfitt er ad ridla.”* Ad umbreyta sterkju i etandl
hefur verid gert i araradir og er st taekni pvi ordin vel proud. 1 pvi ferli er
yfirleitt notast vid sveppi og pa einna helst af @ttkvislinni Saccharomyces.
Meginmunur sterkju og lignoselluldsa lifmassa er efnasamsetningin, sem er
mun floknari i lignosellulésanum, dsamt efnatengjum og sampjoppun. bessi
munur gerir pad ad verkum ad mun floknari ensim parf til ad brjota

lignésellulésann nidur svo ad vidradanleg hraefni til gerjunar faist.

CHzOH CHzOH
o 0
L OH
OH a o
aH OH
CHzOH CHz CHzOH CHzOH

0 0 o o
oH OH = oH
OH L a 0 OH
OH OH i sid

Mynd 8 Grunnbygging sterkju
Tveer linulegar glukésakedjur med a-1,4 tengjum & milli sem
tengjast sidan saman med a-1,6 tengi.

53 Glazer, A. N. og Nikado, H., 1998: 334-336
** Grey, K. A, o.1l., 2006
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1.6 Formedhdndlun flokins lifmassa

Til pess ad lifetanol verdi samkeppnishaft vid jardefnaeldsneyti er naudsynlegt

a0 lekka framleidslukostnad pess med pvi ad nota adra gerd hraetnis en

einfaldan lifmassa. A mérgum stédum i heiminum falla til piisundir tonna af

ymsum landbunadarurgangi sem samanstendur af floknum lifmassa og meetti

nota i lifetandlframleidslu. Pessum urgangi er yfirleitt fargad en stundum hefur

hann po6 ad hluta til verid nyttur i dyrafédur eda i landfyllingar. Allur sa

lifmassi sem inniheldur hatt hlutfall af kolhydrotum er akjosanlegur i

lifetanolframleidslu.’® bessi lifmassi parfnast p6 formedhéndlunar sem er

naudsynlegur pattur pegar umbreyta 4 floknum lifmassa i etandl.

Megintilgangur formedhdndlunar er ad gera hluta lifmassans adgengilegri fyrir

ensimum sem notud eru til pess ad brjota lifmassann nidur i smaerri einingar.

Lignin
/ / Sellulasi

\ Hemisellulasi

Mynd 9 Adlégud skematisk mynd af &hrifum
formedhondlunar®

Formedhondlun verdur ad uppfylla dkvednar krofur til pess ad vera notheef i

lifetanolframleidslu. Medhondlunin verdur ad auka myndun einsykra eda ad

gera lifmassann adgengilegri fyrir ensimatisku vatnsrofi og hun verdur ad

fordast nidurbrot 4 sykrum. Einnig verdur formedhondlunin ad fordast myndun

> Campo, 1. D o.fl., 2006
56 Mosier, N. o.fl., 2005
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hindrandi eiturefna sem hafa ahrif 4 gerjunina. Umfram allt verdur
formedhondlunin p6 ad vera hagkvam.’

Formedhondlunaradferdir eru annadhvort edlisfraedilegar eda
efnafraedilegar en sumar adferdir byggjast a hvoru tveggja. Stundum er einnig
talad um liffreedilegar adferdir og ganga par adallega Ut & nidurbrot lignins
med hjalp ensima Gr White-rot basidusveppum.”® Adferdir sem byggjast 4
notkun vatns og gufu teljast ekki sem efnafradilegar adferdir par sem engu
utanadkomandi efni er batt vid lifmassann.

Algengasta edlisfreedilega adferdin er svokollud gufusprenging (e.
steam explosion) og gengur hin it 4 medhondlun lifmassa med gufu og mjog
haum prystingi. Algengast er ad hafa hitastigio & bilinu 160 - 260°C og
prystinginn a bilinu 0,69 - 4,83 MPa. betta stendur yfir fr4 nokkrum sekiindum
til nokkurra minatna og eru afleidingarnar nidurbrot a hemisellulosa og
umbreyting & lignini sem veldur aukinni skilvirkni i ensimnidurbroti.
Adalkostir pessarar adferdar er 1ag orkuporf og par af leidandi litill kostnadur
en gallar eru ad hun a pad til ad valda nidurbroti 4 xylan og 6fullkomnu rofi a
lignin sem leidir til pess ad érveruhamlandi efni myndast.”

Algengasta efnafredilega adferdin til formedhdndlunar er notkun syru,
annadhvort brennisteinssyru (H,SO,) eda saltsyru (HCI). Yfirleitt er notud
pynnt brennisteinssyra (e. dilute acid pretreatment) til pess ad sleppa vid
teringu og fleira sem sterkari syra veldur. Gjarnan er notadur har hiti med
syrumedhondluninni til pess ad flyta fyrir nidurbrotinu. Pynnt syrumedhondlun
leidir einnig til aukinna xylésaheimtna r xylani og stéraukinna dhrifa
ensimatisks vatnsrofs sem er mikill kostur en pessi adferd er po dyrari en til
demis gufusprenging og adrar edslifreedilegar adferdir. Einnig er naudsynlegt

ad stilla syrustig med basa 4dur en ensimmedhondlun 4 sér stad.*

57 Mosier, N. o.1l., 2005

58 Boominathan, K. og Reddy, C. A., 1992
% Sun, Y. og Cheng, J., 2002

5 Sun, Y. og Cheng, J., 2002
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1.6.1 Hindrandi efni sem myndast af voldum formedhondlunar
Formedhondlun flokins lifmassa hefur ekki eingdngu jakvaed ahrif & bord vid
aukinn leysanleika og betra adgengi ad fjollidoum fyrir hvarfset ensima. bad
sem gerist einnig er ad ymis nidurbrotsefni myndast, s.s. fendl, furan efni og
syrur sem geta haft eiturahrif 4 6rverurnar sem sja um gerjunina med pvi ad
hindra efnaskipti peirra. Vegna pessara neikvadu dhrifa & gerjunina og p.a.l.
magn lokaafurdar geta pessi nidurbrotsefni haft mikil 4hrif 4 hagkvaemni
etandlframleidslu Gr floknum lifmassa. Til pess a0 auka skilvirkni
gerjunarinnar er pvi naudsynlegt ad minnka ahrif pessara tdlma med
einhverjum hztti eda reyna ad losna algerlega vid pa.®' Synt hefur verid fram 4
ad meo pvi ad adskilja hemisellul6sahlutann, sem inniheldur hindrandi efnin,
fra sellul6sanum fyrir ensimmedhondlun og gerjun er hagt ad minnka magn
pessara hindrandi efnasambanda.®*

Magn og gerd nidurbrotsefnanna sem myndast vid formedhdndlun fer
badi eftir hraefninu sem notast er vid og adstedum eins og hita, tima,
prystingi, syrustigi, oxunar-afoxunar adstedum (e. redox conditions) og hvata.
Ad0rir paettir eins og syrustig i &ti 6rveranna og lifedlisfredilegir pettir sem
snua ad frumunum geta einnig haft ahrif & eiturahrif
nidurbrotsefnasambandanna og hefur verid synt fram ad i nokkrum tilfellum
hafa pessir peettir aukid eiturahrif efnasambandanna. Pessum eitrudu
efnasambdndum ma skipta nidur i fjéra hdpa eftir uppruna peirra:
nidurbrotsefni fra sykrum, nidurbrotsefni fra lignini, nidurbrotsefni vegna

byggingar lignosellulésa og pungmalmajonir.®®

1.6.1.1 Nidurbrotsefni af voldum sykra
begar hemisellulosi er hitadur med brennisteinssyru a sér stad vatnsrof sem
leidir af sér ad toluvert af xylésa myndast. A sama tima afvatnast xylosi asamt

60rum pentosum med pvi ad prjar sameindir af vatni losna.* Vid pad myndast

o1 Mussatto, S. I. og Roberto, 1. C., 2004
62 Klinke, H. B. 0.fl., 2004

63 Mussatto, S. I. og Roberto, 1. C., 2004
64 Adams, R. og Voorhees, V., 1941
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efnasambandid furfural sem hefur ahrif a sérhafdan vaxtarhrada frumna og a

pad hve mikil lifmassamyndun er 4 hvert mol af ATP.®

Afvotnun xylosa i furfural:*

C5H1()O5 — C5H402 +3 Hzo

Hexosur brotna einnig nidur eins og pentdsur og myndast pa gjarnan eitrada
efnasambandid hydroxymetylfurfural. Pad er talid hafa svipud ahrif & frumur
og furfural, p.e. lengri undirbiningsfasa i vexti. betta efni er p6 ekki eins eitrad
og furfural og er yfirleitt ekki til stadar i miklu magni i hydrélysétum, einkum
vegna pess hversu lagt hlutfall er af hexdsum 1 hemisellulosa og vegna pess
hversu hvarfgjarnt efnasambandid er. Ein og sér hafa pessi efni p¢ tiltdlulega
litil eiturdhrif en pad eru samlegdarahrif peirra, syra, fendla og annarra

arématiskra efna sem hafa hvad verst ahrif 4 gerjun.®’

O /O HO y
| / o/

—0
Mynd 10 Prividdarbygging Mynd 11 Prividdarbygging
furfural hydroxymetylfurfural

1.6.1.2 Nidurbrotsefni af voldum lignins og byggingu lignésellulésa

Vid vatnsrof lignoselluldsa losna ymis aromatisk efnasambond, fenolar og
aldehyd Ut vegna lignins. Fenolefni eru mun eitradri en furfural og
hydroxymetylfurfural, jaftnvel i mjog litlum styrk, sérstaklega fenolefni med
lagan molmassa. Efnin valda skemmdum & frumuhimnu 6rvera og hefur pannig
ahrif & hafni peirra til ad vera valgegndrapar og hlutverk peirra i sambandi vid

ymsa ensimstarfsemi sem fer fram yfir frumuhimnuna.®®

% Mussatto, S. 1. 0.fl., 2004

66 Adams, R. og Voorhees, V., 1941

57 Mussatto, S. 1. 0.fl., 2004

68 Palmquist, E. og Hahn-Hégerdal, B., 2000
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Hemisellulosi er gjarnan acetyleradur og geta acetylhdparnir losnad fra og
myndad ymis efni eins og t.d. syruleifar og terpen syrur. Pessi efni eru ekki
eins eitrud og efnin sem myndast vid nidurbrot lignins eda ediksyra sem
myndast gjarnan lika. Pegar syrustig i @ti er lagt pa er ediksyra 4 0klofnu formi
og getur hun flett yfir frumuhimnuna par sem syrustig er gjarnan 7,4. bar
klofnar ediksyran nidur og kekkjast i umfryminu sem veldur pvi ad protonur
afhladast. [ kjolfarid fellur syrustig frumunnar sem hefur ahrif 4 starfsemi

hennar og veldur jafnvel dauda.®’

OH

Mynd 12 Grunnbygging
fendélefna

1.6.1.3 Pungmalmajoénir

bungmalmajonir eins og jarn, krom, nikkel og kopar geta myndast vid teeringu
hydroélysatsins vid taeki og ahold. Pessar jonir geta haft slem ahrif a
ensimframleidslu og efnaskiptarasir érvera.”

Erfitt er ad segja til um ndkvaem eiturdhrif allra pessara tdlma sem geta
myndast i hydrélysotum vid formedhondlun lifmassa. Ahrifin velta mikid 4 pvi
um hvernig 6rveru er ad reda pvi mismunandi tegundir O6rvera bregdast vid &
6likan hatt og adlagast ad auki atinu misvel. Einnig skiptir mali hvada talmar
eru til stadar og pad sem stjornar pvi er pa eins og 4dur hefur komid fram gerd
lifmassans og par umhverfisadstedur sem eru til stadar vid formedhondlun.
Sem demi um pad hefur verid synt fram a ad badi ediksyra og furfural i litlu

magni geta haft hvetjandi ahrif sitt i hvoru lagi & etan6lframleidslu en

samlegdaréhrif peirra hafa neikvada og mjog hindrandi ahrif 4 framleidsluna.”

% Mussatto, S. 1. o.1l., 2004
" Mussatto, S. 1. o.1l., 2004
" Mussatto, S. 1. o.1l., 2004
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1.6.2 Adferdir til pess ad losna vid eiturefni ur hydrélysotum
Ef framleida 4 lifetandl ur floknum lifmassa 4 stérum skala er gridarlega
mikilvaegt ad rannsaka vel pa talma og hindra sem geta myndast i
hydrélysotum vid formedhdndlun lifmassans. bad parf pa ad gera med tilliti til
peirrar tegundar lifmassa sem nota 4, sem og formedhondlunaradferdar og
umhverfisadstedna. bad eru fjorar leidir til pess ad lagmarka tdlma i
hemisellulosa-hydrolysotum: 1) ad koma i veg fyrir ad myndun talma 4 medan
vatnsrofi stendur, 2) ad hreinsa eiturefni tr hydrolysétum fyrir gerjun, 3) ad
proa sérstakar drverur sem geta vaxid og gerjad i vidurvist tdlmanna, 4) ad
umbreyta pessum eitrudu efnasambondum i 6nnur efnasambdnd sem hafa ekki

ahrif 4 efnaskipti 6rveranna.”

1.6.3 Ensimmedhondlun
Naudsynlegur pattur i etanolframleidslu ur floknum lifmassa er
ensimmedhondlun par sem fjollidurnar sellulési og hemisellulosi eru brotnar
nidur i smerri einingar sem nytast til gerjunar med drverum. Hingad til hefur
petta verid einn dyrasti og erfidasti patturinn i framleidslunni par sem mikill
kostnadur fylgir ensimnidurbroti og skortur er 4 heppilegum 6rverum sem
framleida hitastooug ensim.

Ba0i bakteriur og sveppir framleida ensim sem er haegt ad nota til pess
ad brjota nidur ligndselluldsa. Petta geta ymist verio loftfirrtar, lofthadar,
hitakaerar eda midlungshitakerar 6rverur en paer sem hafa verid mest
rannsakadar i sambandi vid sellulasaframleidslu eru sveppir af attkvislinni
Trichoderma. Sellulasar eru ensim sem brjota nidur selluldsa. Til eru prjar
gerdir af selluldsum: enddglukanasar sem brjota p-1,4-glykosidtengi innan i
sellulosakedju, exdglikanasar sem brjota tengi af endum sellulésakedju og -
glikosidasar sem brjota tengi i fasykrum eins og sellobidsa.”® Fjolmorg ensim
eru einnig til sem brjota nidur hemiselluldsa. Pessi ensim eru kéllud einu nafni
hemisellulasar en skiptast nidur i morg fleiri ensim sem ymist brjota nidur

grunnkedju xylans eda hinar mismunandi hlidarkedjur.”

2 Mussatto, S. 1. o.1l., 2004
3 Grey, K. A o.fl., 2006
7 Collins, T. o.1l., 2004
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Margt hefur ahrif adgengileika, virkni og nidurbrotshrada ensima.
bessum ahrifapattum er gjarnan skipt i tvennt: byggingu lifmassa og virkni
ensima. Hvad snertir byggingu lifmassa pa eru baedi efna- og edlisfraedilegir
pattir sem hafa ahrif & ensimnidurbrot. Samsetning sellulosa, hemisellulosa,
lignins og acetylhopa 1 hemisellulésanum skiptir miklu mali sem og
yfirbordsflatarmal, kristollun og agnasteerd lifmassans svo eitthvad sé nefnt.”
Badi lignin og hemisellulosi hafa ahrif 4 adgengi ensima ad sellulésanum.
Lignin hindrar ensim med pvi ad tengjast pétt vid sellulésann en hemisellulosi
getur hindrad ensim med pvi ad draga pau ad og festa vid yfirbord sitt og
hindra pannig samskipti peirra og sellulosans. Svo virdist vera ad pvi
kristalladri sem sellulosinn er pvi 6adgengilegri er hann gagnvart ensimum, en
mjog skiptar skodanir eru um hvort yfirbordsflatarmal hafi mikil &hrif &

adgengi ensima.’®

5 Zhu, L. 0.fl., 2008
" Zhu, L. 0.1., 2008
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2 Efni og adferdir
2.1 /Eti

Notad var grunneeti Basal medium (BM), sem er sérhannad fyrir loftfirrtar
bakteriur.”’ Ztid var samsett ur nokkrum mismunandi stofnlausnum sem
innihéldu 1 g/L af eimudu vatni: (A) NaH,PO4 276; (B) Na,HPO,4284; (C)
Rezazurin 0,1; (D) NaCl 24; NH4CI 24; CaCl,-2H,0 8,8; MgCl,-6H,0 8,0;
(E) NaHCOs; 80; (F) FeCl-4H,0 2,0; EDTA 0,5; CuCl, 0,03; H;BO3 0,05;
ZnCl; 0,05; MnCl,-4H,0 0,05; (NH4)sM070,4-4H,0 0,05; AICI; 0,05; CoCl,-
6H,0 0,05; Na;WO40,01; NaySeO4 0,3 (mg); (G) vitaminblanda samkvaemt
DSMZ @ti nr. 141(Vidauki I); (H) Na,S —9H,0 240,2;.

Bufferlausnum A og B var blandad i mismunandi magni til ad fa mismunandi
syrustig og i paer var batt samsvarandi magni af vatni til ad fa 1M lokastyrk

buffersins (Vidauki II).

Vid gerd atisins var 50 ml AB bufferlausn, 5 ml lausn C og 885 ml af eimudu
vatni auk 2 g af gerseydi (e. yeast extract, YE) blandad saman, sodi0 og kalt &
is undir kofnunarefnisflaeedi (N;). P4 voru 18,0 ml af ati settir i 120 ml glds (e.
serum bottles) sem lokad var med butyl gtmmitdppum og alhettum.
Floskurnar voru ad lokum gerdar loftfirrtar med N, (studst var vid Hungate
tekni) og daudhreinsadar. Fyrir hvern litra af a&ti var 50 ml lausn C; (lausn G
Iml; F Iml; D 12,5ml; eimad vatn 35,5ml) og 10 ml af lausn C, (lausn E 9ml;
Cystein chloride 0,5g; H 1ml) batt 1 &tid rétt fyrir saningu. Ef purfti var
syrustig stillt af med 6M saltsyru (HCI) og 2M natriumhydroxidi (NaOH) fyrir
sudu. Allar lausnir sem beeta purfti i &tid eftir daudhreinsun (C;, C;, glukosi,
xylosi og hydrolysot) voru siadar gegnum 45um filter i daudhreinsadar

loftfirrtar floskur.

" Orlygsson, J. og Baldursson, S. R. B., 2007
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2.2 Efnagreiningar

2.2.1 Fitusyrugreining
Fitusyrur og etandl var greint med gasgreini (e. gas chromatograph) med FID-
nema (e. flame ionization detector). Synin voru tekin ur rektunarvokva
bakterianna med sprautu og bakteriurnar adskildar fra med filter (45 um).
Tvohundrud pL af reektunarvokva var blandad saman vid 100pL af maurasyru,
100 pL af crotonic syru og 600 pL eimad vatn, sett i litil synaglos med tappa
og 1 gasgreininn. Gasgreinirinn var med sjalfvirka skommtun (e. autosampler).
Sulan var DB-FFAP sula fra Agilent Industries (Palo Alto, CA, US). Hitastig
ofnsins var i upphafi 80°C og haft stodugt i 1 min. Sidan var pad haekkad um
10°C 1 8 minutur pannig ad 160°C var ndd. Pvi hitastigi var vidhaldid i 10

minutur.

2.2.2 Vetnismaling

Framleidsla vetnis er reiknud ut fra hlutfallslegum melingum 4 0,2 ml af
gasfasanum. Gas var dregid upp i nal i sprautu (200ul) og sett handvirkt &
suluna. Vetni var melt med Perkin Elmer gasadgreiningartaki (GC) med
TDC-nema (e. thermal conductivity detector). Silan sem var notud var fra
Supelco Carboxen GC Plot Capillary Column (Carboxen 1010). Hitastig i
TDC nema og i ,.injector” var 220°C en ofninn var hafdur 80°C. I gegnum
stluna for kofnunarefni og var fledid sett 4 15 ml min™ og vidbotarflaedi

(e.make up) var 5 ml min”'. Stadalkarfa var buin til ut fra vetnisstddlum.

2.2.3 Glukésameling
Glukésamalingin var framkvaemd eftir adferdafreedi Laurentin, A. og
Edwards, C. A. med smavagilegum breytingum p6.”® Blandad var saman 400
pl af syni og 2 ml af anprén-lausn (0,2% anthrone i 72% brennisteinssyru (1
hluti eimad vatn 4 moti 3 hlutum 95% brennisteinssyru)). Lausnin vard ad vera
kold og matti ekki vera 1 1j6si. Synid sem innihélt anpron-lausnina var sidan

hrist & vortex 40ur en pad var hitad i sjodandi vatnsbadi i 11 minuatur. Eftir pad

78 Laurentin, A. og Edwards, C. A., 2003
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var synid keelt nidur & is og pvi sidan leyft ad né herbergishita. Ad lokum var

ljosgleypni mald vid 640 nm. Stadall var Gtbtiinn pannig ad eimudu vatni og

glukoésalausn (200 mg/L) var blandad saman i mismunandi hlutféllum.
Adferdin melir hreinan glikosa en einnig ,,glucose-based” sykrur, pad

er sellobidsa og adrar fasykrur sem innihalda einungis glukésaeiningar.

2.2.4 Ljésgleypnimalingar

2.3 Stofn

béttni 1 rektum var meld med ljosgleypnimeli (Perkin Elmer). Flot voru tekin

ur rektum og pau meeld vid 600 nm.

55

Stofn 55 var einangradur af hofundi sumarid 2007 i verkefninu ,,LifEtanol”.
Stofninn var einangradur ar heitum hver i Grensdal vid Hveragerdi. Hitastig
hvers var melt vid synatdku en syrustig synis pegar komid var &
rannsOknarstofu. Hitastig hversins reyndist vera 73°C og syrustig synis 3,63 og

akveoid var ad rekta stofninn vid 70°C og pH 6,0 a rannsoknarstofu.

Mynd 13 Uppruni stofns 565
Gratt afrennsli med méraudu i kring. Enginn
lifmassi til stadar i kringum hver.

2.4 Ensim

Ensimid sem notad var i adtilraun verkefnisins heitir Celluclast® 1.5 L og er
fra Novozymes© i Danmorku. Ensimid er sellulasi med virknina 700 EGU/g.
Pad er brunt a lit, lyktarlitid og & vokvaformi. Edlismassi pess er 1,22 g/ml.
Ensimid er framleitt ur gersveppnum 7richoderma reesei med gerjun

orverunnar.
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2.5 Pappir og Gras — Hydrolysot

Utbuin voru hydrolysét tr baedi pappir og grasi. Akvedid var ad nota
tvennskonar lifmassa og fyrir valinu vard Whatman siupappir sem
samanstendur af um 99% sellulosa dsamt Vallarfoxgrasi sem var fengid ur
hesthusi 1 Eyjafirdi. Grasio var purrkad yfir nétt vio 50°C fyrir notkun.

Utbuin voru sex mismunandi hydrolysot fyrir hvora tegund lifmassa,
p.e. med mismunandi styrk af syru og mislanga hita- og prystingsmedferd i
daudhreinsunartaeki (e. autoclave). Annarsvegar var um 90 mintitna medferd
(121°C) ad rda og hinsvegar 30 mintitna medferd. { badum tilvikum var
styrkur syru hatdur 0,0%, 0,75% og 1,5%. Notast var vid brennisteinssyru,
H,SO4.

Byrjad var a pvi ad klippa pappir og gras nidur i mjog litla buta. Vigtud
voru 100 g af hvorum lifmassa fyrir sig ofan i Waring blandara og fyllt upp ad
2L marki med eimudu vatni (5% DW). bessu var sidan blandad saman &
fullum krafti i um eina minttu. bPvi naest voru vigtud 200 g af blondunni ofan i
sex glerfloskur (300 mL glerfloskur med askrafudum tappa) og videigandi
magni af syru beett ut 1 4samt vatni til pess ad fa jafna rammalsaukningu.

Eftir pad voru floskurnar settar i daudhreinsunarteki. Eftir
daudhreinsun voru floskurnar keeldar nidur i herbergishita og syrustig malt og
jafnad ad pH 5,0 annad hvort med HCI eda NaOH. Pvi naest var ensimum baett
ut i, 2 mL 1 hverja flosku og paer settar 1 hitabad 1 68 klukkustundir vid 45°C.

begar floskurnar voru bunar a0 liggja i ensimbadinu voru peer settar i
skilvindu (4500 rpm 1 30 minttur) og flotid tekid ofan af. Syrustig var meelt i
Ollum hydrolysotum til pess ad fylgjast med breytingu & medan
ensimmeodhondlun st6d. Syrustig hydrolysata var sidan stillt i pH 6, sem
samsvarar syrustigi i &ti. Pvi nast voru hydrolysdtin siud i loftfirrtar,
daudhreinsadar 120 ml fléskur (e. serum bottles) og par sidan loftskiptar med
kofnunarefni til pess ad losna vid sem mest surefni ur hydrolysotunum. ba
voru hydrolysétin tilbuin til séningar. A myndum 14-19 mé sja brot ar
framkvemd pessa hluta og greinilegan mun 4 mismunandi hydrolysétum eftir

hitamedferd og styrk syru.
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Mynd 14 Pappir &dur en hann for i Waring Mynd 15 Gras adur en pad for i Waring blandara
blandara
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Mynd 16 Pappir eftir medferd i Mynd 17 Gras eftir medferd i daudhreinsunartaeki
daudhreinsunarteeki
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Mynd 18 Pappir eftir ensimmedferd Mynd 19 Gras eftir ensimmedferd
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2.6 Framkvaemd fortilraunar

Fortilraun var framkvemd i pvi skyni ad velja einn stofn sem nota atti i
adaltilraun verkefnisins. Akvedid var ad nota fjora stofna sem allir h6fdu
einangrast sumarid 2007 i verkefninu ,,LifEtandl”, stofn 44 (50°C og pH 6),
stofn 55 (70°C og pH 6), stofn 64 (60°C og pH 7) og stofn 66 (60°C og pH 7).
bessum fjorum stofnum var sad 4 sex mismunandi kolefnisgjafa sem allir nema
einn finnast i floknum lifmassa, auk YE (2 g/L) sem var notad sem vidmio.
Nota 4tti ad auki arabindsa, sem er mikilvaeg sykra i hemisellulosa, en ekki
nadist ad panta hann i tima svo pad reyndist ekki hegt.

Styrkur allra kolefnagjafa i a&ti var 20 mM. Fylgst var med vexti
stofnanna med ljosgleypnimelingum vid 600 nm med nokkurra klukkustundna

millibili.

2.7 Framkvaemd adaltilraunar

Adaltilraun var framkvamd pannig ad utbtiin voru hydrdlysot Gr badi pappir
og grasi. { framhaldinu voru ttbtnar raektunarfloskur sem innihéldu BM eti og
hydrélysat i mismiklum styrk (50%, 30% og 10%). 1 pessar floskur var stofni
55 sidan s40 (5% saning) og raektad i viku vio 70°C og pH 6,0.
Viomidunarsyni an sdningar voru hofo eitt fyrir hverja gerd hydrélysats i
hverjum styrk (18 stk.). Einnig var haft vidmidunarsyni med eingéngu YE i
(2g/L) og engu hydrolysati (1 stk.).

Vetni, etanol, fitusyrur og lj6sgleypni var melt baedi 1 upphafi og vid
lok reektunartima. Glukosi var einnig maldur med svokalladri anpron-adfero.

A mynd 20 ma sja framkvaemdarskema adaltilraunar.
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’» 50%, HIL > SANING
™ 30 min * ensim » 30% HL » SANING
L 10% HI. |—»| SANING
L 00% |
HaS0Oy
’» 50% HL » SANING
> 90 min » ensim »  30% HL » SANING
L 10% HI. |—»| SANING
’» 50% HL [ SANING
= 30 min » ensim »  30% HL » SANING
L 10% HI. |—»| SANING
Lifmassi J 0,75% | |
Pappir / gras | Hz804
’» 50% HL [ SANING
| 90 min | ensim » 30% HL » SANING
L 10% HI. |—»| SANING
’» 50% HL [ SANING
»| 30 min |—»| ensim | 30% HL » SANING
L 10% HI. || SANING
| L5% |
HaS0Oy
’» 50% HL [ SANING
> 90 min »| ensim »  30% HL » SANING
L 10% HI. |—»| SANING

Mynd 20 Framkveemdarskema adaltilraunar
HL = hydrélysat.
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3 Nidurstodur

3.1 Nidurstoour fortilraunar

3.1.1 Stofn 44

Stofn 44 var latinn vaxa & sex kolefnisgjofum, hexésunum glikésa, mannodsa,
fraktosa og galaktdsa, pentosunni xyldsa, tvisykrunni laktosa og & YE sem var
notad sem vidmidunarsyni. bessir kolefnisgjafar voru einnig notadir fyrir adra
stofna i fortilraun (sja sidar).

Stofninn nytti sér allar sykrur nema tvisykruna laktésa. Best 6x hann a
hexdsunum glikosa og friktdsa og manndsa. Ljosgleypni ad fradregnum vexti
hja vidmidunarsyni for upp i 1,11 & glukosa, 1,07 4 friktosa og 0,9 4 manndsa.
Stofninn var tiltdlulega fljotur ad na sé 4 strik 4 flestum kolefnagjofum og
sérstaklega 4 manndsa par sem ljosgleypni var hugsanlega byrjud ad lekka
pegar fyrsta maeling var gerd. Stofninn tok mun fljotar vid sér 4 hexdsunum en

a xylosa.
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Ljésgleypni (600 nm)
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Timi (kist)

Mynd 21 Ljésgleypni a timaeiningu hja stofni 44
Takn: Hexdésur m (glukdsi m, mannosi m, fruktosi m, ), pentésur A (xylosi A), tvisykrur e
(laktési @) og YE ¢
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3.1.2 Stofn 64

Ljésgleypni (600 nm)

-
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bessi stofn nytti sér allar sykrur ad einhverju radi, en tvisykruna laktésa og
pentosuna xylosa nytti hann pd verst og mun lengri timi leid par til hann
byrjadi ad brjota par nidur. Best 6x stofninn 4 hexdsunum mannosa og glukosa
og var hann mjog fljotur ad na hdmarki 4 peim eftir ad undirbuningsfasa var
lokid. Ljosgleypni ad fradregnum vexti hja viomidunarsyni for upp i 1,08 a

mannosa og 1,03 a glikosa.
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Mynd 22 Ljésgleypni a timaeiningu hja stofni 64
Takn: Hexdésur m (glukési m, manndsi m, fruktosi m, ), pentosur A (xylosi A), tvisykrur e
(laktési ®) og YE ¢

3.1.3 Stofn 66

Stofn 66 nytti sér allar sykrur ad einhverju radi nema tvisykruna laktésa.
Pentosuna xylosa byrjadi hann ekki ad nyta fyrr en eftir um 35 klukkustundir
og for hann pa skyndilega upp 1 0,87 1 1j6sgleypni en byrjadi sidan ad lekka.
Stofninn 6x mjog vel 4 hexdsunum glikosa, mannosa og friktodsa og var
ljosgleypni ad fradregnum vexti hja vidmidunarsyni 0,74; 0,78 og 1,03.

Stofninn 6x ageetlega a galaktosa en par nadi hann hamarki eftir um 31
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Ljésgleypni (600 nm)
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klukkustund par sem ljésgleypni for upp i 0,4 ad fradregnum vexti

vidmidunarsynis.
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Mynd 23 Ljésgleypni a timaeiningu hja stofni 66
Takn: Hexdésur m (glukési m, manndsi m, fruktosi m, ), pentosur A (xylosi A), tvisykrur e
(laktési ®) og YE ¢

3.1.4 Stofn 55

Stofn 55 nytti sér allar sykrur nokkud vel og jafnt en best 6x hann p6 &
mannosa, glikosa, galaktosa og laktdsa. Ljosgleypni ad fradregnum vexti hja
vidmidunarsyni for upp 1 0,96 & mannosa og 0,84 4 galaktosa. Ljosgleypni
leekkadi mun minna hja pessum stofni eftir ad hamarki hafdi verid nad en hja
hinum premur.

Nokkud erfitt var ad velja 4 milli stofnanna fjogurra par sem enginn
einn stofn skar sig Ur vardandi voxt og breidvirkni i gerjun. Pegar buid var ad
skoda alla kosti og galla var dkvedid var ad notast vid stofn 55 i adaltilraun
verkefnisins og eru adalastedurnar gédur voxtur & morgum sykrum og
rektunarhitastig sem er 70°C. Pad hitastig kemst nast eimingarhitastigi etandls

(78,4°C)" sem pykir godur kostur i lifetandlframleidslu.

" Wikipedia, 2008a
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Mynd 24 Ljésgleypni a timaeiningu hja stofni 55

Takn: Hexdésur m (glukdsi m, mannosi m, fruktosi m, galakiosi m), pentosur A (xylosi A ), tvisykrur e
(laktési ) og YE ¢

Stofn 55 var radgreindur sumarid 2007 i verkefninu ,,LifEtanol” og leiddi
skyldleikagreining i lj6s 99,5% samsvorun vid Thermoanaerobacter
ethanolicus og 99,3% samsvorun vid badi Thermoanaerobacter
thermohydrosulfuricus og Thermoanaerobacter wiegelii. Pad kemur ekki &
ovart pvi allt eru petta tegundir sem hafa einangrast ur heitum hverum. A mynd

25 ma sja skyldleikatré stofns 55 (sja einnig vidauka V).
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E.coli

Thermoanaerobacterium polysaccharolyticum

" Thermoanaerobacter ethanolicus

Thermoanaerobacter wiegelii

 Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus

Stofn 55

Thermoanaerobacter finii

Thermoanaerobacter brockii

— Thermoanaerobacterium saccharolyticum

Thermoanaerobacterium xylanolyticum

Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes

~ Thermoanaerobacterium aciditolerans

~ Thermoanaerobacterium islandicum

— Thermoanaerobium lactoethylicum
0.1

Mynd 25 Skyldleikatré stofns 55
Skyldleikatréd er byggt a samrédun 16S rRNA rada stofns 55 og pekktra stofna innan eefttkvisla
Thermoanaerobacter og Thermoanaerobacterium sem finna ma i genabénkum, t.d. & NCBI.
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3.2 Nidurstoour adaltilraunar
3.2.1 Vaxtartilraun

3.2.1.1 Voxtur a glukésa

Gerd var vaxtartilraun & glikosa til pess ad kanna nidurbrotshrada, vaxtarhrada
og hvada gerjunarafurdir stofninn framleidir. Bakterian var toluvert lengi i
undirbuiningsfasa og for ekki yfir i hdmarks vaxtarfasa fyrr en eftir um 20
klukkustundir (mynd 26). Hamarki 1 [j6sgleypni nddi stofninn eftir 39
klukkustundir og reyndist hiin vera 0,84. Vetnisframleidsluhradinn i
hamarksvaxtarfasa var 0,13 mmol/L/klst og i lok rektunartimans maeldist 3,82
mM 1{ tilraunaflosku. Tvofoldunartiminn reyndist vera 6,58 klst (umax =

0,1053/Klst).
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30 35 40
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Mynd 26 Véxtur og vetnisframleidsla a glukésa
Takn: Vetni m, voxtur ¢

Ljost er ad eitthvad er af afurdum sem voru ekki efnagreindar med peirri GC
adferd sem notud var i pessari tilraun par sem eingdngu um 60%

kolefnaheimtur fengust vio gerjunina.
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A mynd 27 sést ad nanast allur glikésinn var brotinn nidur 4 peim tima sem
tilraunin st6d yfir. Nidurbrotshradi glikosa reyndist vera 1,1 mM/klst.
Gerjunarafurdir ur glikosa voru etandl (13,7 mM), ediksyra (4,1 mM) og vetni
(3,8 mM — mynd 26). Framleidsluhradi etanols var 0,7 mM/Kklst.
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Mynd 27 Gerjunarafurdir og nidurbrot glikésa
Takn: Voxtur ¢, gerjunarafurdir e (etandl e og ), hvarfefni m (glikési m)

3.2.1.2 Voxtur a xylésa

[ tilraun med lifmassa var notast vid gras sem hraefni til gerjunar, en
toluverdur hluti pess er hemisellulosi. Stor hluti hemiselluldsa eru pentosur
(xylosi og arabindsi). bvi var gerd konnun & nidurbroti xylésa med stofninum
til ad athuga badi gerjunarafurdir og adra lifedlisfreedilega eiginleika.

Stofninn var skemur i undirbiiningsfasa (15 klst) samanborid vid
glikosarektunina. Eftir pann tima for stofninn yfir i hamarks vaxtarfasa (mynd
29). Hamarki 1 [jésgleypni nddi hann eftir 36 klukkustundir og reyndist hun
vera 0,76.

Vetnisframleidsluhradinn i hdmarksvaxtarfasa var 0,22 mmol/L/klst og
i lok rektunartimans maeldist 4,3 mM i tilraunaflosku. Tvofoldunartiminn

reyndist vera 7,12 klst (umax = 0,0973/klst).
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Mynd 28 Lifmassamyndun og vetnisframleidsla a xyl6sa
Takn: Vetni m, voxtur ¢

Ekki var fylgst med nidurbroti 4 xylosa 4 sama hatt og glukosa vegna pess ad
efni og tekjabunadur til efnagreiningar var ekki til stadar. Styrkur etanols i lok
rektunartima var 17,77 mM, p.e. mun herri en & glukosarektun (mynd 29).
Eina aukaafurd gerjunar fyrir utan etan6l og vetni var ediksyra (4,1 mM) sem
er svipad og i glukdsaraektun. Framleidsluhradi etanols var 0,9 mM/klst.

Eins og 1 vaxtartilraun 4 gluko6sa pa vantar toluvert af kolefnum upp &
100% heimtur en einungis 66% kolefnaheimtur fengust vid xylésagerjunina

midad vid fullkomid nidurbrot xyldsa.
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Mynd 29 Gerjunarafurdir og voxtur & xylésa
Takn: Voxtur ¢, gerjunarafurdir e (etandl e og )

3.2.2 Hydrolysét

[ upphafi pessarar tilraunar var akvedid ad notast vid tvennskonar hraefni.

Annars vegar var valid ad nota hreinan selluldsa (siupappir). Astadan fyrir pvi

var medal annars st ad pa er mogulegt ad bera nidurstodur sliks nidurbrot

saman vid sundrun & hreinum glukésa. Styrkur sellulésa sem notadur var i

tilrauninni var 0,5; 1,25 og 2,5% (midad vid Utpynnt hydrolysat sem notast var

vid). Ef allur sa selluldsi sem notadur var 1 tilrauninni myndi verda brotinn

nidur i glikosa pa samsvarar petta 27,8; 83,3 og 139 mM af hreinum glukosa i

rektunum (reiknad ut midad vid purrvigt sem notud var af sellulosa).

Hinsvegar var akvedid ad nota gras vegna pess ad pad hraefni er mjog

ahugaverdur kostur 4 Islandi. Til eru fjolmargar tegundir af grasi og er

efnasamsetning pess misjofn eins og tegundirnar eru margar. Synt hefur verid

fram 4 arstidarsveiflur i hlutfollum sellulésa, hemisellulésa og lignins® en

hlutfsllin eru einnig breytileg eftir aldri plantna og mismunandi hluta peirra.®!

80 Patton, A. R. og Gieasker, L., 1942
81 Glazer, A. N. og Nikado, H., 1999: 329
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A0 auki er talid ad hitastig vid voxt plantna hafi dhrif 4 efnasamsetningu
peirra.® [ pessari tilraun var notast vid Vallarfoxgras (Phleum pratens, e.
timothy) sem er mjog vinsalt til beitar og slattar. Grasio var slegid haustid
2007 og notad i januar 2008. Ekki var gerd efnagreining 4 grasinu en synt
hefur verid fram & ad Vallarfoxgras samanstendur af préteinum, fitu, 6sku,
selluldsa, hemisellulosa og lignini. Vid slatt mé reikna med ad hlutfall
sellulosa, hemiselluldsa og lignins s¢ um 29,1%, 27,2% og 3,5%. betta hlutfall
breytist p6 smam saman vegna pess ad grasid verdur purrara og ma gera rad
fyrir ad hlutfallid geti farid upp i ramlega 38%, 34% og 6% pegar buid er ad
purrka pad fyrir notkun.®

3.2.2.1 Hydrélysat ur pappir

Ljost er ut fra nidurstodum (tafla 1) ad med pvi ad nota aukinn styrk syru i
formedhondlun faest ekki aukinn styrkur glukdsa i upphafi. Ef litid er 4 50%
hydrolysat fyrir hvern og einn styrk syru og 30 mintituna meoferd i
daudhreinsunartaeki sést ad styrkur glikosa er 56,78; 50,91 og 56,03 mM.
Jafnmikill glukoési er pvi ad fast eftir baedi 0,0 og 1,5% syru-formedhondlun.
Somu ségu er einnig ad segja pegar hitamedferd stdéd yfir i 90 minuatur. bar var
magn glukosa i 50% hydrolysétum 72,82; 35,95 og 53,80 mM og pvi mesti
styrkur glikosa ad fast pegar engin syra var notud vid formedhondlun en
minnsti pegar notud var 0,75% syra.

Ef bornir eru saman mismunandi hitunartimar sést ad munur 4 styrk
glikosa 1 hydrolysotum 1 upphafi er ekki ykja mikill. begar styrkur syru var
0,75 og 1,5% reyndist glukosastyrkur vera orlitid meiri i upphafi pegar
medferdin st6d yfir i 30 minatur. Pegar hinsvegar engin syra var notud fékkst
meiri glukosastyrkur 1 upphafi pegar medferd stod yfir 1 90 minutur.
Hitunartiminn skiptir pvi mali pegar engin syra er notud i formedhdndlun.

Ef liti0 er 4 gerjunarafurdir pa er greinilegt ad mest af etandli og
ediksyru faest &n undantekninga ar 30% HL. Vetnid virtist vera 4 mjog svipudu

roli 1 langflestum tilrauna uppsetningunum eda fra 2,55 - 5,11 mM.

82 Ford, C. W., Morrison, I. M. og Wilson, J. R., 1979
8 Bjornsson, H. o.1l., 2004
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Tafla 1 Nidurstbdur ur pappirs-tilraun
*Daudhreinsunartaeki

Timi i Glukésii  Glukési
Styrkur DT* Styrkur  upphafi ilok  Etanol Ediksyra  Vetni
syru (%) (min) HL (%) (mM) (mM) (mM) (mM)  (mmol/L)

0,0 30 10 11,4 0,1 10,7 2,4 3,6

30 30 34,1 9,6 18,5 4,3 3,5

30 50 56,8 50,7 12,6 4,7 2,8

0,75 30 10 10,2 0,3 12,2 2,4 5,1
30 30 30,5 8,6 18,0 4,2 4,1

30 50 50,9 44,2 14,6 3,9 3,9

1,5 30 10 11,2 0,3 12,0 2,5 4,2

30 30 33,6 7,7 20,5 3,6 4,3

30 50 56,0 40,0 21,2 2,9 2,5

0,0 90 10 14,6 0,3 13,7 2,4 4,6

90 30 43,7 16,5 14,9 4,4 4,0

90 50 72,8 49,8 13,3 4,3 4,0

0,75 90 10 7,2 0,3 10,0 2,5 4,9
90 30 21,6 2,1 16,0 4,0 3,5

90 50 36,0 36,6 15,1 4,1 3,5

1,5 90 10 10,8 1,3 11,8 3,3 5,8

90 30 32,3 4,3 20,4 3,6 4,0

90 50 53,8 36,0 17,8 3,0 4,2

YE 2,9 2,3 2,2

3.2.2.2 Hydrélysat ur grasi

Ut fra nidurstodum (tafla 2) sést ad med pvi ad nota aukinn styrk af syru i
formedhondlun feest aukinn styrkur glukésa. Téluverdur munur var a
hydrolysati par sem engin syra var notud og pegar styrkur syru var 0,75% og
1,5%. Aftur & moti var mjog litill munur pegar syra var notud yfir hofud, hvort
sem styrkurinn var 0,75% eda 1,5%. Flaska med hydrolysati sem var
medhondlad med engri syru og hitad 1 30 minGtur brotnadi og par af leidandi
fengust engar nidurstéour fyrir pad.

Nénast enginn munur reyndist vera 4 styrk glukosa i samskonar
hydrélysétum pegar timi i daudhreinsunartaeki var misjafn. { badum tilfellum
pegar styrkur syru var 0,75% fékkst sami styrkur glikosa, en pegar styrkur
syru var 1,5% reyndist styrkur glukosa vera orlitid meiri pegar hitamedferd
st60 yfir 1 30 minutur.

begar litid er & gerjunarafurdir er mun erfidara ad sja einhverskonar

fylgni 4 milli syna eins og hja sellulésanum. { premur gerdum hydrolysata
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fekkst po mesti styrkur etanols og ediksyru tr 30% hydrolysati en mjog
sérkennilegt er ad sja hin hydrolysotin par sem toluvert etanol var framleitt en
pa eingdbngu pegar hydrolysat var i 10% styrk.

Ahugavert er p6 ad sja ad etandl er framleitt i ponokkrum styrk i
morgum tilraunauppsetningunum. Haesta gildid sem fékkst var 29,7 mM (1,5%

H,S04, 90 min hitun, 30% HL).

Tafla 2 Nidurstéour ur gras-tilraun
EA = ekki akvardad, *Daudhreinsunarteeki

Timi i Glikésii  Gliakési
Styrkur DT* Styrkur  upphafi ilok Etanél Ediksyra  Vetni
syru (%) (min) HL (%) (mM) (mM) (mM) (mM)  (mmol/L)

0,0 30 10 EA EA EA EA EA
30 30 EA EA EA EA EA
30 50 EA EA EA EA EA
0,75 30 10 11,5 1,1 18,0 2,2 3,1
30 30 34,4 48,3 0,2 0,8 0,1
30 50 57,3 31,3 0,0 0,0 0,3
1,5 30 10 13,3 10,0 0,0 1,5 0,1
30 30 39,9 18,4 8,7 4.6 3,1
30 50 66,4 41,5 0,0 0,0 0,1
0,0 90 10 7,8 1,2 10,2 2,3 45
90 30 23,3 10,3 14,1 3,5 3.4
90 50 38,9 20,8 11,1 2,6 3,3
0,75 90 10 11,7 1,3 16,9 3,2 3.4
90 30 35,1 25,6 5,5 1,7 1,1
90 50 58,4 41,6 0,0 1,5 0,2
1,5 90 10 10,7 10,0 0,0 0,0 0,3
90 30 32,1 7,7 29,7 3,5 3,0
90 50 53,6 38,0 9,7 4,1 2,3
YE 2,9 2,3 2,2
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4 Umraedur
4.1 Stofn 55

Stofn 55 var einangradur i Grensdal vid Hveragerdi eins og margir adrir
stofnar sem tilheyra stofnasaftni Haskolans & Akureyri. Stofninn var upphaflega
einangradur a einsykrunni xylosa en i 1j6s hefur komid ad hann vex vel og
jafnvel betur 4 60rum kolefnisgjofum eins og glukodsa, manndsa, galaktosa,
friktosa og laktosa. Hlutaradgreining & 16S rDNA stofnsins leiddi i 1j6s ad
hann fellur undir &ttkvisl Thermoanaerobacter og er likastur tegundunum 7.
ethanolicus, T. thermohydrosulfuricus og T. wiegelii. Hvort ad stofninn sé
einhver pessara stofna er ekki hagt ad fullyrda um nema ad framkvama
heilradgreiningu 4 16S rDNA-inu eda DNA/DNA poérun (e. hybridization).
bessari @ttkvisl bakteria var fyrst 1yst af Wiegel og Ljungdahl arid
1981.% Tegundir innan ettkvislarinnar eiga pad sameiginlegt ad vera
hitakaerar, loftfirrtar og hafa verid einangradar ur heitu umhverfi eins og t.d.
hverasveedum.® Svo virdist vera sem stofn 55 hafi svipada lifedlisfradi og
adrar tegundir innan pessarar @ttkvislar. Flestar tegundir brjota nidur glukosa,
fraktosa, galaktosa, manndsa, laktosa, xylosa, sellobiosa, sterkju, sikrosa og
fleiri kolefnagjafa, en fair virdast brjota nidur selluldsa, arabindsa. Tegundirnar
eiga pad einnig sameiginlegt ad framleida etanol, ediksyru, mjélkursyru, CO,

og H, sem megingerjunarafurdir en mjog faar framleida smjorsyru.®® 7%

 Wiegel, J. L., og Ljungdahl, G., 1981
8 Carlier, J. P. 0.fl., 2006

% Cayol, J. L. 0.fl., 1995

87 Fardeau, M. L. o.1l., 2000

88 Larsen, L. o0.11., 1997
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4.2 Fortilraun

Akvedid var ad athuga groflega fjora mismunandi stofna sem vitad var ad
framleida etanol ur einfoldum sykrum. Markmidid var ad velja einn stofn til
pess ad nota i adaltilraun verkefnisins. Petta var gert med pvi ad raekta
bakteriurnar & einfoldum ein- og tvisykrum. Stofnarnir voru valdir ut fra
mismunandi reektunaradstaedum, p.e. hita- og syrustigi og pvi hve 6flugir
etandl framleidendur peir voru. Etan6l og adrar gerjunarafurdir voru po ekki
meldar 1 pessari tilraun sokum bilunar i gasgreini.

Stofn 44 6x tiltdlulega vel & 6llum sykrum nema laktésa. Hann var
fljotur ad vaxa en raektunarhitastig hans var 50°C sem er 0kostur i
lifetanolframleidslu pvi pa er leitast vid ad nota stofnha sem vaxa um og yfir
70°C. Stofnar 64 og 66 virtust hafa svipada lifedlisfredilega eiginleika. Badir
uxu vel 4 einsykrunum glukosa, mannodsa og fruktdsa, en ver og frekar haegt 4
pentoésunni xylosa og tvisykrunni laktosa. Baedi stofn 64 og stofn 66 byrjudu
mun seinna ad vaxa a galaktosa, xylosa og laktosa midad vid glukosa,
mannsosa og friktosa. Stofn 55 6x vel a 6llum sykrum og athygli vekur hversu
vel hann 6x & tvisykrunni laktésa samanborid vid hina stofnana. Hann 6x po
orlitid heegar en hinir stofnarnir, en 4 méti kemur ad rektunarhitastig hans er
70°C sem pykir godur kostur eins og adur hefur komid fram.

begar stofnarnir fjorir voru einangradir sumarid 2007 var akvedid ad
reekta pa sem naest einangrunarhitastigi og syrustigi peirra hvera sem peir attu
uppruna sinn Ur. P6 ma benda 4 ad stofn 55 var einangradur ur mjog sirum
hver (pH 3,63) en akvedid var ad raekta hann vid mun haerra syrustig, eda pH
6,0. Astedan fyrir pessu er st ad vid nidurbrot 4 sykrum myndast oft syrur sem
leekka syrustigid enn meir og pvi naudsynlegt ad taka tillit til pess. Pad er pvi
alls ovist ad peer reektunaradstaedur sem valdar voru fyrir hvern og einn stofn
séu kjorvaxtaradstaedur peirra pvi ekki er buid ad framkvama vaxtartilraunir
(Topt; pPHopt) fyrir stofnana fjora sem skera Gr um pad. Pad ma pvi vel vera ad
stofnarnir vaxi betur vid adrar adstedur og ad pa hefdi hugsanlega verid tekin
akvordun um ad velja annan stofn en stofn 55. Par sem markmid verkefnisins
var ad kanna hvort etandlframleidsla Gr pappir og grasi vaeri moguleg med
hitakeerum bakterium pa var engu sidur akvedid ad nota pennan stofn vegna

ofangreindra &stedna.
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4.3 Vaxtartilraun

Vaxtartilraun var framkvamd til pess ad kanna voxt, nidurbrot og
gerjunarafurdir stofns 55 4 badi hreinum glukoésa og xylésa. A badum sykrum
er bakterian ad framleida etanol, vetni og ediksyru. bPegar reektad var 4 glukosa
var hlutfall etandls og ediksyru (Et/Ac) 3,5:1 en 4 xylésa var pad 4,5:1.
Hlutfall ediksyru og vetnis (Ac/H;) var i badum tilvikum 1:1. bessar prjar
gerjunarafurdir voru paer einu malanlegu sem stofninn framleidir ad
undanskildum koltvisyringi (CO,). Téluvert vantar upp & ad fullar
kolefnisheimtur hafi nddst hja badum hvarfefnum. Einungis 60% af kolefnum
skiludu sér pegar rektad var 4 glikosa og um 75% a xyldsa ef midad er vid ad
um 10% kolefna hafi farid i lifmassamyndun (nidurstodur ekki syndar). bvi ma
fastlega gera rad fyrir pvi a0 stofninn sé ad framleida adrar afurdir sem ekki
voru meldar 1 pessari tilraun eins og til demis mjélkursyru eda jafnvel
maurasyru.

Nytni orvera vid etandlframleidslu er mjog mismunandi og getur verid
breytileg, badi eftir @ttkvislum, tegundum innan attkvisla og
rektunaradstedum. Gersveppir eru med bestu nytinguna og eru par af leidandi
langmest notadir vid framleidslu & etan6li ar fyrstu kynslddar lifmassa.

Nidurbrot 4 hexosum 1 etanol med gersveppi ma lysa med eftirfarandi jofnu:

CsH1206 — 2 CH3CH,OH + 2 CO,

betta samsvarar pvi ad ur hverjum 180g af glukodsa er haegt ad 4 92 g af etanoli

eda 51,1%.

Hitakeerar bakteriur framleida einnig etanol i ponokkrum maeli. Nytni peirra er
p6 aldrei jafn g60 og hja gersveppum. Astaedan fyrir pessu er st ad
bakteriurnar framleida adrar aukaafurdir eins og ediksyru, smjorsyru og
mjolkursyru. Algengar nytingartdlur hja hitakerum bakterium er 4 bili 0,7 —

1,5 mol etanol fyrir hvert moél af hexdsu sem brotin er nidur.
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Thermoanaerobacter mathranii er tegund sem flokkast innan sému ettkvislar
og stofn 55. Efnaskipum hans 4 xylésa hefur verid lyst 4 eftirfarandi hatt:*’

CsH;90s + H,O — 1,1 C,HsOH + 0,4 CH3;COOH + 0,06 CH;CHOHCOOH +
1,81 CO, + 0,9 H,

bessi stofn er pvi med 34% nytingu vid xylosanidurbrot.
Efnaskiptum stofns 55 4 glikosa og xyldsa ma lysa & eftirfarandi hatt:

CsH1206 + H,O — 0,7 CH3;CH,OH + 0,2 CH3;COOH + 0,9 CO,+ 0,2 H;

CsH;00s+ H,O — 0,9 CH3;CH,OH + 0,2 CH3;COOH + 1,1 CO,+ 0,2 H;

Stofn 55 virdist vera ad framleida adeins minna etandl ur xylosa en 7.

mathranii og er med 28% nytingu en 18% nytingu 4 glukosa.

Thermoanaerobacterium tegund sem hefur verid einangrud vid Haskolann &
Akureyri er demi um bakteriu sem er med mjog hatt etandlgildi Gr glikosa eda
1,5 mol 4 hvert mol af glukdsa sem var brotinn nidur. bad jaftngildir um 38%

nytingu.”

Ce¢H 1,05 + H,O — 1,5 C,HsOH + 0,5 CH3;COOH + 2 CO, + 0,4 H,

bad er pvi ljost ad mikill fjélbreytileiki er hvad petta vardar hja mismunandi

bakterium.

8 Larsen, L. o0.11., 1997
% Orlygsson, J. og Baldursson, S. R. B., 2007
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4.4 Hydrolysét ar pappir og grasi

Naudsynlegt er ad medhondla lifmassa fyrir gerjun til pess ad gera hann
adgengilegri fyrir ensim nidurbrot. Til eru margar gerdir af
formedhondlunaradferdum en i pessari tilraun var tekin su akvordun ad nota
pynnta syrumedferd sem er algengasta efnafraedilega adferdin sem notud er.
Studst var vid adferdafraedi Saha o.fl.”" Gaman hefdi verid ad nota
gufusprengingu par sem st adferd er algeng, 6dyr og dhrifarik en taekjabinadur
baud ekki upp 4 pad. Nidurstodur rannsoknar leiddu 1 ljos ad pegar pappir 4 i
hlut skiptir hitunartimi meira mali en styrkur syru sem notud er. Pessu er aftur
a moti 6fugt hattad pegar gras er notad, pa skiptir styrkur syru meira mali en
hitunartiminn. Synt hefur verid fram a ad styrkur syru hefur ahrif 4 badi styrk
glukdsa sem myndast og styrk etandls sem myndast Ur gerjun. Ef styrkur syru
er ordinn of har hefur hann hindrandi ahrif en édkjosanlegast virdist vera ad hafa
styrk syru 4 bilinu 0,7%.”>** Astaedan geeti verid st ad hindrandi efni eru pa ad
losna 1 meira magni ur hemisellulésanum.

Fraedilegar etanolheimtur ur pappirstilraun ef midad er vio ad allur
sellulosinn hafi verid brotinn nidur i hreinan glikosa eru 97mM (50% HL),
58,1mM (30% HL) og 19,4 mM (10% HL). Hér er midad vid ad 0,7 mol af
etanodli faist Gr hverju moli af glikosa. Bestar heimtur fengust Gr peim synum
sem innihéldu 10% hydrolysat eda 52 — 71%. Eftir pvi sem styrkur hydrolysats
i &ti jokst, peim mun minni heimtur fengust. Heimtur i 30% hydrolysati voru
26 —35% og i 50% hydrolysati 13 —21,8%. Asteduna fyrir pvi ma hugsanlega
rekja til ensimsins sem notad var, en pad klippir ekki selluldsa nidur i hreinan
glikosa heldur blondu af glukosa, sellobiosa og lengri kedjur af
glukosaeiningum. Ekki er haegt ad segja til um hversu stort hlutfall glikosa er
af peirri blondu og auk pess er ekki vitad hvort stofninn brjoti nidur sellobidsa
eda lengri glukdsakedjur. bess vegna hefdi purft ad nota annad ensim til
vidbotar eins og gjarnan er gert, B-glukdsidasa, sem klippir sellobiosa og

94, 95, 96

stuttar glukosakedjur nidur 1 hreinan glukosa. Einnig mé benda 4 a0

°! Saha, B. C., 0.1l., 2005
%2 Saha, B. C., 0.1l., 2005
% Ahring, B. K. o0.fl., 1999
% Cara, C., o.fl., 2008
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adferdin sem notud var til pess ad mela glukosa malir ekki eingéngu hreinan
glukosa heldur einnig sellobiodsa og adrar lengri kedjur sem innihalda eingdngu
glukosa. Ekki var haegt ad athuga nidurbrot stofns 55 4 sellobiosa, badi timans
vegna og af pvi ad efnid var ekki til.

Sama magn var notad af grasi og pappir (50g/L). bratt fyrir pad er erfitt
a0 finna 0t hverjar freedilegar heimtur Ur gerjun grass gaetu hugsanlega verid.
Grasid inniheldur margar tegundir sykra auk lignins sem er 6gerjanlegt.
Glukésamaling 4 gras-hydrolysétum leiddi 1 [jos ad jafth mikid og jafnvel
meira magn af glukdsa er ad fast i upphafi en hja pappirs-hydrolysétum. bPad
rennir pvi frekari stodum undir framansagt, ad sellobiosi og adrar glukosa-
fasykrur hafi veruleg ahrif 4 glukésamelingu. Hver glukdsakedja maelist sem
ein stok glikosasameind og pvi er hugsanlegt ad meira hafi verid um stuttar
kedjur 1 pappirs-hydrélysétunum en hlutfallslega meira um hreinan glukosa i
gras-hydrolysotum.

Athygli vekur ad i gras-tilraun voru nokkur syni par sem engar
gerjunarafurdir myndudust. Hugsanlegar skyringar & pvi eru ad syrustig i peim
hydrélysotum hafi ekki verid adlagad ad ensimi eda bakterium. Benda ma a ad
gras-blandan var mjog seig og misleit eftir hitamedferd og erfitt reyndist ad
hreera upp 1 henni til pess ad stilla syrustigid (nidurstdodur ekki syndar).

Ef borin er saman etandlframleidsla Gr pappirs- og gras-hydrolysétum
b4 er grasid i nokkrum tilfellum ad koma betur at en pappirinn. I flestum
tilvikum voru mestar etandlheimtur Gr reektunarfloskum med 30% hydrolysati i
en mesta framleidslan fékkst ur 30% gras-hydrolysati pegar notud var 1,5%
syra og hitad 1 90 minttur (29,67 mM). Hlutfall Et/Ac hja pappir var 4,5:1
(medaltal) en hja grasi var hlutfallid 4,7:1. [ badum tilraunum var hlutfall
Ac/H; um pad bil 1:1 likt og 1 vaxtartilraun.

[ svipadri rannsékn sem framkvaemd var i Danska taeknihaskolanum var
utbid hydrolysat (60g/L) ur grasi (e. wheat straw grass), pad sett i
mismunandi styrk i &ti og gerjad med hitakeerum bakterium. I 1jés kom ad 4 af
21 stofnum gatu vaxid badi i 6pynntu hydrolysati og 50% pynntu. Mesti

styrkur etandls sem var framleiddur i 6pynntu hydrélysati var 25,7 mM en 14,0

% Saha, B. C., 0.1, 2005
% Sun, Y., Cheng, J., 2004
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mM i 50% pynntu hydrolysati.”” Ef si rannsokn er borin saman vid pessa
rannsokn kemur 1 1jés ad svipadar etanélheimtur eru ad fast. Onnur rannsokn 4
vegum sOmu adila synir fram & 7. mathranii framleidir tep 10 mM af etanoli i

opynntu gras-hydrolysati (60g/L).”®

7 Sommer, P. o.fl., 2004
% Ahring, B. K. 0.fl., 1999
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5 Samantekt / lokaord

[ upphafi voru settar fram eftirfarandi rannsoknarspurningar:

= QGeta hitakerar bakteriur framleitt etandl ur pappir og grasi?

= Er lifetanolframleidsla raunhzfur moguleiki 4 Islandi?

Nu pegar pessari rannsokn er lokid er hagt ad svara pessum spurningum. Ljost
er ad hitakaerar bakteriur geta framleitt etandl ur pappir og grasi. bratt fyrir ad
etanolheimtur Ur gerjuninni hafi ekki verid eins og best verdur 4 kosid pa
framleiddi stofn 55 engu ad sidur etandl allt upp 1 25,7 mM. Ef huga 4 ad
i0nadarframleidslu & etan6li med hitakeerum bakterium er fjolmargt sem parf
a0 athuga. Byrja parf &4 pvi ad velja akjésanlegt hraefni m.t.t. kostnadar og
efnasamsetningu. Best er ad velja hraefni sem inniheldur hatt hlutfall sellulosa
og hemisellulosa en lagt hlutfall lignins. Sidan parf ad finna formedhdndlun
sem hentar hraefninu best og er hagkvaem. Ad lokum parf ad finna hentug
ensim og drverur sem geta framleitt etandl ur hraefninu med géodum heimtum. |
pessari tilraun var einungis notast vid einn stofn en i idnadarframleidslu vaeri
raunhafara ad nota samraekt nokkurra bakteriutegunda eda jafnvel samreaekt
gersvepps og bakteria. Gersveppurinn geeti pa gerjad hexosur 4 bord vid
gliikosa en bakteriurnar pentosur eins og xylosa og arabindsa.

Ef moguleikar Islands i lifetanolframleidslu eru skodadir er hugsanlegt
ad nokkrir séu fyrir hendi hvad vardar hraefni. Odyrasti kosturinn vari ad nyta
einhverskonar trgang sem hraefni til framleidslunnar og kaeemi pappir pa
sterklega til greina. Magn ,,6umbedins” pappirs (auglysingapostur og
fréttablod) er sifellt ad aukast & hvert heimili og endar oftar en ekki i
ruslatunnunni.”” Ef haegt vari ad gera almenning medvitadri um pau verdmati
sem liggja 1 sliku hraefni er liklegt ad haegt vaeri ad nd auknum endurheimtum
a pappir sem nyta meetti til framleidslunnar. Annar moguleiki er
lifmassaraektun 4 Islandi. Fyrir nokkrum arum var gerd tttekt 4 slikum
moguleikum og var pa alyktad sem svo ad mestar vonir veru bundnar vid

framleidslu & Alaskalipinu. Kosturinn vid hana er ad han prifst vel & séndum

% Bjornsdottir, G. S. og Olafsson, G. T., 2003
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og uppblasturssvedum auk pess sem hun bindur kdfnunarefni nattarulega ar
andrumsloftinu sem leidir til pess ad ekki parf ad nota aburd til reektunarinnar.
Annad sem kemur til greina er rektun 4 byggi og grasi en kosturinn vid ad nota
gras er ad gridarleg reynsla er til stadar { grasraekt og uppskerustérfum.'” A9
lokum ma nefna ad i sumar hefur verid dkvedid ad gera tilraun med
idnadarhamp vid Landbiinadarhaskola fslands og verdur tilraunin gerd a
Mooruvollum 1 Eyjafirdi. Vitad er ad slik jurt er mjog rik af fituefnum og
fjolsykrum sem heaegt veri ad nota til framleidslu 4 baoi lifetandli og lifdisil.

I pessu verkefni var dkvedid ad taka stofn 55 sem vitad var ad braut
nidur ponokkud margar einsykrur sem eru mikilvegar i floknum lifmassa.
Augljosalega eru kostir og gallar vid stofninn en ef hofundur myndi fara at i ad
gera adra slika tilraun veri hugsanlega betra ad skima stofnassafn sem til veeri
vid Haskolann a4 Akureyri & nokkrum mismunandi gerdum af lifmassa og velja
pa bestu etandlnytingu sem ut ur pvi keemi. Eftir pad veri haegt ad profa gerjun
vid mismunandi hitastig og syrustig auk mismunandi gerda formedhondlana.
Mjo6g dhugavert vaeri ad profa Thermoanaerobacterium islandicum, sem
nylega var einangradur i Haskélanum 4 Akureyri, par sem hann er baedi

fjolhaefur i nidurbroti og framleidir mikid magn etandls.

100 Bjornsson, H. o.1l., 2004
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7 Vidaukar

7.1 Vidauki | Grunnlausnir fyrir aeti

Tafla 3 Grunnlausnir fyrir aeti

Heiti lausnar  Lysing Efni Magn i g/LL
W1 Fosfat buffer KH,PO4 27,7
W2 Fosfat buffer Na,HPO, 28,4

Saltlausn NH4C1 24,0
NacCl 24,0
e CaCl, - 2H,0 8,8
MgCl, - 6H,O 8,0
W4 Bikarbonat buffer NaHCO; 80,0
Snefilefnalausn FeCl, - 4H,0O 2,0
H;BO; 0,05
ZnCl, 0,05
CuCl, - 2H,0 0,04
MnCl, - 2H,0 0,04
s (F) (NH4)6M07024 . 4H20
AlCI; 0,05
CoCl, - 6H,0O 0,05
NiCl, - 6H,O 0,05
EDTA C10H14N2Na208 . 2H20 0,08
2H,O 0,50
25% HCI
Vitaminlausn Pyridoxamine = CgH;,N,0O, - 2HCI 0,25
Nicotinic acid CsH5NO, 0,1
Nicotinamide CeH5N>,O 0,10
DL-panthothenic acid CoHigNOg - %2 Ca 0,05
Vitamin B12 Cs3HgsCoN4014P 0,05
W6 (G) p-aminobenzoic acid C,H/NO, 0,05
B6; Pyridoxine - HCI1 CsH;1NO; - HC1 0,10
D Biotin Ci10H6N2O3S 0,02
Lipoic acid; Thioctic acid CsH 14058, 0,05
Folic acid C19H19N7O6 0,02
B2; Riboflavin C17H2()N406 0,05
B1; Thiamine - HCI C1,H;7CIN4OS - HC1 0,10
W7 (H) Sulfidlausn Na,S - 9H,O 240,0
W8 Rezasurin C1oHgNaNO; 0,2 (2%)
Snefilefni Na,SeO; - 5 H,O 2,65
W9 NaWO; - 5 H,O 3,3
10 mM NaOH
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7.2 Vidauki Il Blandadar lausnir i aeti

Tafla 4 Blandadar lausnir i eeti

Heiti lausnar Innihald Styrkur / Magn
A NaH,PO,4 2M
B Na,HPO, 2M
W3 12,5 mL
W5 1 mL
Ci W6 1 mL
W9 1 mL
Eimad vatn 34,5 mL
W4 10 mL
) Cystein HCI 0,5¢g
W7 I mL
Xylosi IM
Glukosi IM

7.3 Vidauki lll Blbndun bufferlausna

Tafla 5 Bléndun bufferlausna
A(mL) B@mL) H;O(@mL) pH
87,7 12,3 100 6,0
39,0 61,0 100 7,0

7.4 Vidauki IV 16S rDNA r60 stofns 55

>Stofn_55
TCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTCCCGATATCTACGCATTTCACCGCTACACCGGGAATTCCACTCC
CCTCTCCTGCCCTCTAGCCACCCAGTTTCATGTGCATCCCCCGGGTTGAGCCCGGGTTTTTTACACC
TGACTTAAGTGGCCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCAGTAATTCCGGACAACGCTCGCCCCCTACGTC
TTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGGGCTTTCGTGTGGTACCGTCATCTATTCTTCCCACA
CTATCGAGCTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGCTCACGCGGCGTCGCTGCGTCAGGCTTTCGCCCA
TTGCGCAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCG
ACCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCTACCAACTAGCTGATG
GGACGCGGGCCCATCCTTAAGCGGTAGCTTCCGCTACCTTCCCTCCTCATAGGATGCCCTACAAGG
AGCTTATCCAGTATTAGCACCCCTTTCGAGGTGTTATCCCGGTCTTAAGGGTAGGTTGCCCACGCGT
TACTCACCCGTCCGCCGCTATCCGGCACTCAACTCCGTGCGTAC
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7.5 Vidauki V Samrbédunarfylki

% 16S rDNA samsvorun

S S g s S S S
3 3 S S 3 3 w3
Ny N Ny Iy N N N Ny Ny S Iy
S S s 3 S S s 3 S, 3 S 3§
S S i S S S S 3 S 2 3 S& 338
= = S S = S =
] = = S <L g = < = < L 3T S ST <5
Lifvera SN S ., = Sf 2835 g8z ° N N S 2 S22 £3
o) v 2 8 Y 9 SIS Y 3 ) 8 ) SIS 8 SN v 2
oo SS S22 S22 S5 33 8 S S SS S & S5 S 3
~ NN S § NN S < S =S N N N S 3 NS s = S <
S SS S §&% 8§88 S5 Sx 8§ S.. S5 S3 32 87T «
S S ¥ €% 8§ &% g% ¢ S S8 S8 83 g8 =~
= § §2 §3 E§E< §8 §® & §S §&§& §8 E§Eg EB
S ] S 3 NS N O 5 8 5 N 5 S~ B S 8 X B "\A‘;\
S 23 2 S8 =28 £ 2z & <£F =285 [z =235 T S
S5 I KRS R= KRS8 R KR BE KS ES KR® ES KR 7y
E.coli J01859 ID
Thermoanaerobacterium aciditolerans 72,6 1D
Thermoanaerobacter ethanolicus 71,9 86,0 ID
Thermoanaerobium lactoethylicum 72,7 98,7 86,2 1D
Thermoanaerobacterium
saccharolyticum 71,8 98,0 851 97,1 ID
Thermoanaerobacterium xylanolyticum 72,1 982 857 979 97,7 1D
Thermoanaerobacter wiegelii 72,2 859 99,5 86,0 846 852 ID
Thermoanaerobacter finii 71,8 85,1 97,6 85,1 84,4 843 974 ID
Thermoanaerobacter brockii 71,9 84,8 96,9 848 84,3 84,0 96,8 99,3 ID
Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes 72,4 98,5 859 982 974 99,0 85,7 84,8 844 1D
Thermoanaerobacterium islandicum 72,6 99,1 86,5 98,8 97,5 98,3 86,3 85,4 85,1 98,7 1D
Thermoanaerobacter
thermohydrosulfuricus 71,9 86,2 99,2 86,3 84,9 856 99,0 974 974 86,0 86,7 ID
Thermoanaerobacterium
polysaccharolyticum 69,6 82,7 834 822 81,3 819 835 834 83,0 82,7 829 834 ID
Stofn 55 72,0 86,0 99,5 86,2 84,8 854 993 97,7 97,1 859 86,5 99,3 834 ID




