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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% H2SO4 and 90 min. heating) 29,7 mM. 

 

Key words: Renewable energy sources, bioethanol, thermophilic 

anaerobic bacteria, lignocellulosic biomass, pretreatment. 
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Útdráttur 
 

Lífetanól er endurnýjanlegt eldsneyti sem hægt er að nota í stað hefðbundins 

jarðefnaeldsneytis, að minnsta kosti að hluta til. Stærstu framleiðendurnir eru 

Bandaríkin og Brasilía sem framleiða fyrstu kynslóðar etanól úr einföldum 

lífmassa, svo sem maís og sykurrey. Sú framleiðsla hefur leitt af sér hækkandi 

markaðsverð á matvælum og fóðri og hefur því skapast mikil þörf fyrir 

annarskonar hráefni til framleiðslunnar. Menn hafa því beint sjónum sínum að 

nota flókinn lífmassa sem fellur til sem ýmsar leifar og úrgangur m.a. í 

landbúnaðarvinnslu til þess að framleiða annarrar kynslóðar etanól. Til þess að 

það sé hagkvæmt skortir heppilegar örverur og ensím sem geta brotið niður 

fjölliður flókins lífmassa.  

 Markmið þessa verkefnis var að athuga hvort hitakærar bakteríur geti 

framleitt etanól úr flóknum lífmassa sem fellur til sem úrgangur á Íslandi. Í 

upphafi voru valdir fjórir stofnar í fortilraun verkefnisins. Þeim var sáð á 

mismunandi sykrur sem eru til staðar í flóknum lífmassa. Valinn var einn stofn 

(stofn 55) af ættkvíslinni Thermoanaerobacter sem var notaður í aðaltilraun 

verkefnisins. Framkvæmd var vaxtartilraun til þess að kanna vöxt, niðurbrot og 

framleiðslu gerjunarafurða hjá stofni 55, á bæði hreinum glúkósa og xylósa, en 

sú síðarnefnda en ein mikilvægasta sykran í hemisellulósa. Í aðaltilraun voru 

útbúin hýdrólýsöt úr bæði grasi og hreinum sellulósa-pappír. Hráefnið var 

formeðhöndlað með þynntri brennisteinssýru og hitun fyrir ensímmeðhöndlun. 

Eftir það voru hýdrólýsöt sett í mismunandi styrk í æti og stofninum sáð í það. 

Ræktað var í eina viku og ljósgleypni, vetni, etanól og fitusýrur mælt bæði í 

upphafi og í lok ræktunartímans.  

 Niðurstöður leiddu í ljós að við formeðhöndlun á pappír skiptir 

hitunartími meira máli en styrkur sýru en því er öfugt háttað með gras. 

Gerjunarafurðir stofnsins eru etanól, ediksýra, vetni og koltvísýringur. Mest 

etanólframleiðsla var í flestum tilfellum úr ræktunarflöskum með 30% 

hýdrólýsati í en mesti styrkur etanóls reyndist vera úr 30% gras-hýdrólýsati 

(1,5% H2SO4 og 90 mín hitun) eða 29,7 mM. 

 

Lykilorð: Endurnýjanlegir orkugjafar, lífetanól, hitakærar loftfirrtar 

bakteríur, flókinn lífmassi, formeðhöndlun. 
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Tilgangur / markmið 
 
Sumarið 2007 vann höfundur að verkefni sem bar heitið „LífEtanól” þar sem 

megin markmiðið var að finna hitakærar, gerjandi bakteríur sem eru öflugir 

etanólframleiðendur. Kviknaði þá áhugi höfundar á endurnýjanlegum 

orkugjöfum og þá sérstaklega lífetanólframleiðslu. Í því verkefni voru 

einangraðir nokkrir stofnar hitakærra baktería á mismunandi einliðum og 

kolhýdratafjölliðum sem suma hverja er hugsanlega hægt að nota til 

lífetanólframleiðslu. Ákveðið var að velja fjóra af þessum stofnum og sá þeim 

á nokkra mismunandi kolefnisgjafa sem flestir eru til staðar í ríkum mæli í 

flóknum lífmassa. Út frá þeim niðurstöðum var síðan ákveðið að velja einn 

stofn sem þótti hafa fleiri kosti umfram hina þrjá og nota í aðaltilraun 

verkefnisins. Þar var kannað hvort hægt væri að framleiða etanól með 

hitakærum bakteríum úr flóknum lífmassa sem fellur til sem leifar á Íslandi. 

Þessi lífmassi væri þá helst úrgangspappír sem til fellur á Íslandi og talinn er 

vera um 60-70 þúsund tonn á ári.1 Þennan úrgang væri kjörið að nota í 

lífetanólframleiðslu. Hingað til hefur lífetanól nánast einungis verið framleitt 

úr einföldum lífmassa með gersveppum og er það aðallega tilkomið vegna 

skorts á ensímkerfum sem ráða við að brjóta niður flókinn lífmassa. Hitakærar 

bakteríur búa yfir þeim hæfileika að geta brotið niður fjölliður og gerjað 

pentósur (C5 sykrur) á borð við xylósa og arabínósa sem flestir gersveppir geta 

ekki. Þessi hæfileiki ásamt fleirum gerir hitakærar bakteríur fýsilegar til 

lífetanólframleiðslu úr flóknum lífmassa.  

 

Þær rannsóknarspurningar sem lagt var upp með að svara í verkefninu 

voru: 

� Geta hitakærar bakteríur framleitt etanól úr pappír og grasi? 

� Er lífetanólframleiðsla raunhæfur möguleiki á Íslandi? 

                                                      

1 Ásgeir Örn Ívarsson, munnleg heimild, 10. apríl 2008 
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1 Inngangur 

1.1 Endurnýjanlegir orkugjafar 

Endurnýjanleg orka er orka sem endurnýjast hratt og má segja að sé 

ótakmarkaðar auðlindir. Slík orka kemur m.a. frá sólinni, vindi, vatni og 

lífmassa allt umhverfis jörðina. Að því leyti er endurnýjanleg orka ólík þeirri 

orku sem fæst úr jarðefnaeldsneyti ásamt því að hún myndar ekki eins mikið af 

gróðurhúsalofttegundum og mengunarefnum eins og gerist við bruna 

jarðefnaeldsneytis.2 Stærsti hluti orku heimsins í dag kemur úr kolum, olíu, 

jarðgösum eða geislavirkum efnum. Þessi efni eru sögð vera óendurnýjanleg 

vegna þess að þegar þau hafa verið fjarlægð úr jörðinni endurmyndast þau ekki 

fljótt aftur. Talið er að það hafi tekið kol, olíu og jarðgös milljónir ára að 

myndast og er því ljóst að þessi efni endurmyndast ekki nema á gríðarlega 

löngum tíma þegar þau eru uppurin.3 Menn eru sífellt að verða meðvitaðri um 

umhverfi sitt og þá staðreynd að jarðefnaeldsneyti er ekki ótæmandi brunnur. 

Á mörgum stöðum í heiminum er farið að ganga töluvert á olíubirgðir og þurfa 

menn því að grípa til annarra ráðstafana eins fljótt og auðið er.   

Líforka (e. bioenergy) er orka sem er geymd í efnum sem eru búin til 

með hjálp lífvera. Eitt besta dæmi um slíka orku er viður sem hefur verið 

notaður lengi vel sem eldsneyti og mun lengur en jarðefnaeldsneyti. Í sumum 

löndum er viður til að mynda enn aðalorkugjafi fyrir hitun og eldamennsku. Á 

stöðum þar sem hann er af skornum skammti er ýmislegt annað brennt í 

staðinn og má þá helst nefna mó og jafnvel grös. Svo lengi sem þessi efni ná að 

vaxa aftur um leið og þau eru notuð þá eru þau álitin sem endurnýjanlegir 

orkugjafar.4 

Algengasti endurnýjanlegi orkugjafinn er enn sem komið er lífmassi. 

Flestar grænar plöntur innihalda lignósellulósa sem er meginuppistaða í viði. 

Grænar plöntur mynda sellulósann úr einsykrum sem þær mynda á meðan 

ljósstillífun stendur. Sellulósinn inniheldur því mikið af efnaorku á 

geymsluformi sem losnar síðan út sem varmi t.d. þegar viður er brenndur. Úr 

                                                      

2 Environmental Literacy Council, 2006a 
3 Re-Energy, 2008a 
4 Re-Energy, 2008b 
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plöntusykrum eða –trefjum má síðan mynda etanól eða metanól með gerjun. 

Það má til dæmis gera með hjálp gersveppa og baktería. Að lokum er hægt að 

hreinsa alkóhólið frá og nota það sem eldsneyti.5 

1.2 Etanól 

1.2.1 Hvað er etanól? 
 

Etanól er eldfimur og litarlaus vökvi sem er oft þekktur undir nafninu vínandi 

vegna þess að hann er til staðar í áfengum drykkjum. Etanól er einnig notað 

sem eldsneyti á bíla og sprengihreyfla og að auki er hægt að vinna úr því edik, 

etýlamín og fleiri efni. Etanól hefur hýdroxýlhóp og getur þess vegna bundist 

öðrum efnum með vetnistengjum. Vegna þeirra eiginleika getur etanól til að 

mynda dregið í sig vatn úr andrúmsloftinu þegar það er í opnu íláti. Etanól 

getur bæði leyst upp skautuð og óskautuð efni vegna vatnssækna 

hýdroxýlhópsins og stutta vatnsfælna metýlhópsins.6  

 

 
Mynd 1 Þrívíddarbygging etanóls 
 

 

1.2.2 Lífetanól – Staðan í dag 
 

Jarðefnaeldsneyti hefur orðið til á milljónum ára úr leifum dýra og plantna sem 

hafa þjappast saman djúpt ofan í jörðinni undir miklum hita og þrýstingi. Allt 

frá því á 19. öld hefur megin orkuþörf heimsins verið fullnægt með 

jarðefnaeldsneyti á borð við olíu, kol og jarðgös og í dag er talið að það þjóni 

yfir 85% af allri orkunotkun heims.7 Á síðustu árum hafa menn haft síauknar 

                                                      

5 Re-Energy, 2008b 
6 Wikipedia, 2007a 
7 Environmental Literacy Council, 2006a 
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áhyggjur af hlýnandi loftslagi jarðar og telja vísindamenn að þar sé aðallega 

um að kenna lofttegundinni koltvísýringi (CO2) sem losnar frá við bruna 

jarðefnaeldsneytis og fer út í andrúmsloftið. Margar þjóðir eru nú farnar að 

setja sér framtíðarmarkmið sem miða að minnkandi notkun jarðefnaeldsneytis 

og nota í staðinn endurnýjanlega og umhverfisvæna orkugjafa. Má það að hluta 

til þakka Kyoto-bókuninni sem iðnvæddu ríkin samþykktu sín á milli árið 1997 

og gengur út á umtalsverða minnkun á notkun jarðefnaeldsneytis fyrir árið 

2012.8   

Ein tegund endurnýjanlegra orkugjafa er lífetanól. Það er talið til 

endurnýjanlegrar orku vegna þess að það verður til af völdum sólarorku. Ferlið 

hefst með ljóstillífun sem veldur því að lífmassi á borð við sykurrófur og maís 

vex. Úr þessum lífmassa er síðan búið til etanól sem er algengasta 

endurnýjanlega eldsneytið sem notað er í dag.9  

Ekki er algengt að nota hreint (100%) etanól sem eldsneyti heldur er 

það yfirleitt blandað og þá gjarnan með hefðbundnu jarðefnaeldsneyti. 

Algengasta blandan er kölluð E10 og inniheldur hún 90% eldsneyti og 10% 

etanól. Þessa blöndu er hægt að setja á vel flesta bíla sem nota venjulegt 

eldsneyti. Í dag er talið að um 46% af öllu eldsneyti í Bandaríkjunum innihaldi 

eitthvað etanól og er þá E10 blandan algengust.10 Etanól er einnig notað í hærri 

styrk og er til blanda sem inniheldur 85% etanól (E85). Slíka blöndu er þó ekki 

hægt að setja á hvaða farartæki sem er heldur þarf að gera töluverða breytingu 

á vélunum (e. flexible fuel vehicles, FFVs) svo hægt sé nota hana.11 Nú þegar 

eru yfir 6 milljónir FFV í umferð í Bandaríkjunum í dag og eru umsvif þeirra 

stöðugt að aukast. Sífellt er verið að setja upp fleiri E85 dælur en kosturinn er 

sá að þegar sú blanda er ekki í boði geta þessar vélar gengið á þynnri 

etanólblöndu eða jafnvel hreinu jarðefnaeldsneyti.12 

Etanól er framleitt og notað sem eldsneyti víðsvegar í heiminum en 

langstærstu framleiðendurnir eru Brasilía og Bandaríkin. Brasilía framleiðir um 

17 milljarða lítra árlega en Bandaríkjamenn 18 milljarða lítra. Á eftir fylgja 

                                                      

8 Environmental Literacy Council, 2006b 
9 Environmental Literacy Council, 2006c 
10 American Coalition for Ethanol, 2008 
11 Sawin, J.L., 2006 
12 American Coalition for Ethanol, 2008 
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síðan Kína og Indland þó með mun minni framleiðslu.13 Hvað Evrópu snertir 

þá eru Þýskaland og Frakkland stærstu framleiðendurnir með framleiðslu upp á 

um 400 milljón lítra hvor.14   

Bæði Brasilía og Bandaríkin framleiða etanól úr einföldum lífmassa en 

meginmunurinn á framleiðslunni er hráefnið sem notað er. Bandaríkjamenn 

nota maís en Brasilíumenn sykurrey. Bæði maís og sykurreyr eru hráefni sem 

teljast til matvæla og hefur því aukin lífetanólframleiðsla í för með sér minna 

framboð hráefnisins og hækkandi markaðsverð á bæði matvælum og fóðri í 

heiminum því sífellt er verið að taka meira af matvælunum til framleiðslunnar. 

Á síðustu árum hefur verð á maís í Mexíkó til að mynda hækkað um 50%.15 

Menn hafa því beint sjónum sínum að flóknum lífmassa sem hráefni, en þá er 

átt við lífmassa sem er úr fleiri gerðum sykra, bæði pentósum og hexósum 

ásamt flóknari tengjum á milli sem erfitt getur verið að rjúfa. Þessi lífmassi er 

óætur og telst ekki til matvæla heldur er hann ýmsar leifar sem falla til í 

landbúnaði eins og t.d. maíshýði, sykurrófuleifar, leifar úr skógarhöggi og 

pappírsiðnaði.16 

Miklar rannsóknir og framfarir hafa átt sér stað á síðustu árum varðandi 

etanólframleiðslu úr flóknum lífmassa en ennþá eru margar hindranir sem þarf 

að yfirstíga svo sú frameiðsla verði hagkvæm.17 Hingað til hefur nánast 

undantekningarlaust verið notast við gersveppinn Saccharomyces cerevisae í 

etanólframleiðslu úr sykrum sem fást t.d. úr sterkju. Hann er þó einungis hæfur 

til þess að gerja ákveðnar tegundir sykra og því er skortur á heppilegum 

örverum og ensímum á borð við sellulasa meiriháttar hindrun í lífetanóliðnaði 

ef framleiða á etanólið úr flóknum lífmassa. Sykran sem er einna mikilvægust 

er xylósi sem fæst úr hemisellulósa-hluta lífmassans en hún er einmitt 

ógerjanleg með gersveppum.18 Menn hafa því litið til ýmissa tegunda baktería 

og þar á meðal hitakærra baktería því margar af þeim geta gerjað pentósur á 

borð við xylósa og arabínósa sem eru til staðar í flóknum lífmassa.   

                                                      

13 Renewable Fuels Association, 2008 
14 European Biomass Industry Association, 2008 
15 Chomsky, N., 2007 
16 Lin, Y. og Tanaka, S., 2005 
17 Lin, Y. og Tanaka, S., 2005  
18 Dien, B. S. o.fl., 2003: bls 258 
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Örvera þarf að uppfylla ákveðin skilyrði svo hún sé raunhæf til þess að 

nota í framleiðslu á iðnaðarskala og má þá nefna: 

  

• Etanólheimtur: >90% fræðilegar heimtur 

• Etanólþol: >40 g l-1 

• Etanólframleiðni: >1 g l-1 h-1 (20 mM/klst) 

 

Á síðustu tveimur áratugum hefur nokkrum tegundum baktería verið 

erfðabreytt til þess að framleiða etanól. Framleiðslan hefur komið best út þegar 

Gram-neikvæðum bakteríum eins og Escherichia coli, Klebsiella oxytoca og 

Zymomonas mobilis hefur verðið erfðabreytt. Vinnan við þessa stofna hefur þá 

ýmist gengið út á erfðabreytingar svo einungis etanól sé framleitt sem 

aukaafurð eða að koma fyrir hvarfrásum sem gera arabínósa- og xylósagerjun 

mögulega.19   

Sú etanólframleiðsla sem á sér stað í heiminum í dag krefst gríðarlega 

mikils landsvæðis undir ræktun lífmassans sem notaður er í framleiðsluna. Oft 

hefur því verið deilt um hvort réttlætanlegt sé að nota svo stór landsvæði fyrir 

framleiðsluna sem annars gætu hugsanlega verið skóglendi eða notuð til 

framleiðslu matvæla. Að auki hafa menn áhyggjur af  jarðvegshnignun, 

minnkandi aðgengi að góðu vatni fyrir ræktunina og aukinni notkun áburðar og 

skordýraeiturs.20 Sífellt fleiri þjóðir setja sér nú framtíðarmarkmið um að auka 

hlut endurnýjarlegrar orku á komandi árum og í kjölfarið mun eftirspurn eftir 

etanóli aukast til muna. Aukin eftirspurn hefur í för með sér, eins og áður hefur 

komið fram, að fæða eins og t.d. maís fer í auknum mæli í framleiðslu etanóls 

sem veldur því að fæðuframboð minnkar og verð á henni hækkar.21 Vegna 

þessara vandamála er ljóst að breyting þarf að eiga sér stað á framleiðslu 

etanóls ef hún á að vera skilvirk í nánustu framtíð og er framleiðsla úr flóknum 

lífmassa mikilvægur hlekkur í þeirri þróun.  

 
 
 

                                                      

19 Dien, B. S. o.fl., 2003 
20 Wikipedia, 2007d 
21 Chomsky, N., 2007 
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1.3 Hitakærar bakteríur  

Fjölmargir þættir hafa áhrif á vöxt örvera en þó eru fjórir þættir sem eru álitnir 

skipta hvað mestu máli og eru þeir hitastig, sýrustig, aðgengi að vatni og 

súrefni. Hitastig er sá þáttur sem hugsanlega skiptir hvað mestu máli. Örverur 

geta einungis vaxið á ákveðnu bili og ef hitastig lækkar eða hækkar um of 

getur það valdið dauða þeirra.  

Samkvæmt almennri varmafræði gerast öll efnahvörf hraðar við hærra 

hitastig og það er einmitt það sem gerist í frumum lífvera þegar hiti hækkar. 

Bæði efna- og ensímhvörf gerast hraðar og vöxtur verður hraðari fyrir vikið. Ef 

hitinn fer þó yfir ákveðið hitastig hefur það eyðileggjandi áhrif á prótein og 

efnaskipti sem veldur því að starfsemi frumunnar stöðvast. Hver lífvera hefur 

því ákveðið hitasvið sem hún getur vaxið á og ákveðið hitatig þar sem vöxtur 

er hraðastur og er sá punktur undantekningarlaust nær hámarkinu en 

lágmarkinu.22  

Skipta má bakteríum í flokka eftir kjörhitastigi til vaxtar og eru 

flokkarnir þá kuldakærar bakteríur (meðalvaxtarhitastig 4°C), 

miðlungshitakærar bakteríur (39°C), hitakærar bakteríur (60°C) og háhitakærar 

bakteríur (88°C). Að auki við þessar bakteríur eru til háhitakærar fyrnur         

(e. archaea) sem geta lifað við enn hærri hita en bakteríurnar.23 Þær dafna vel 

við hitastig sem engin baktería getur lifað við og er ástæðan talin vera sú að 

bakteríur virðast útiloka þær á tempruðum búsvæðum og því hafa þær þróast á 

mjög öfgakenndum búsvæðum eins og í gífurlega háum hita, saltstyrk eða 

jafnvel undir miklum þrýstingi. Fyrnurnar hafa þá þróast þannig að þær nýta 

sér önnur efnasambönd til vaxtar en hefðbundnar bakteríur. Gott dæmi um 

slíka fyrnu er Pyrolobus fumarii, en kjörvaxtarhitastig hennar er 106°C.24   

Hitakærar bakteríur geta lifað á mjög fjölbreytilegum búsvæðum allt frá 

rotnandi ruslahaugum til sjóðandi hvera. Það eru aðallega fjórir þættir sem 

orsaka hita í umhverfi og þeir eru sólahiti, hiti vegna ýmiss konar brennslu eða 

bruna af mannavöldum, hiti vegna geislavirkni og hiti vegna landfræðilegra 

aðstæðna. Landfræðileg virkni á borð við jarðhitasvæði á mestan þátt í 

                                                      

22 Madigan, M.T. o.fl., 2003:151 
23 Perry, J. J. o.fl., 2002: 402-403 
24 Perry, J. J. o.fl., 2002: 402-403 
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háhitasvæðum sem finna má í náttúrunni en þess má þó geta að hiti getur 

einnig myndast undir öðrum kringumstæðum, t.d. á rotnandi ruslahaugum. Sá 

hiti myndast eingöngu vegna efnaskipta þeirra baktería sem þar lifa.   

Heitt vatn finnst á mörgum stöðum á jörðinni en hverasvæði finnast 

aðeins á afmörkuðum svæðum. Stærstu hverasvæði heims má finna í 

Yellowstone þjóðgarðinum í Bandaríkjunum, í Japan, á Nýja Sjálandi og hér á 

Íslandi.25   

 

 
Mynd 2 Litadýrð í Grand Prismatic Spring í  
Yellowstone National Park af völdum hitakærra 
örvera 26 

 
Mynd 3 Hitakærar bakteríur úr stofnasafni Háskólans á 
Akureyri 
Mynd: Steinar Rafn Beck 

 

Þær bakteríur sem lifa við aðstæður hitakærra baktería þurfa að hafa sérstaka 

byggingu og eiginleika til þess að lifa af og stunda sín efnaskipti. Flest prótein 

og kjarnsýrur miðlungshitakærra baktería eðlissviptast töluvert undir 100°C.27 

Nýmyndun sérhæfðra og hitastöðugra próteina sem eru virk við hátt hitastig 

skiptir því miklu máli hjá hitakærum bakteríum. Hámarksstöðugleiki próteina 

fæst með saltbrúm, van der Waals kröftum og öðrum ósamgildum kröftum eins 

og vatnsfælni. Einungis smávægilega breytingu á erfðaefni þarf oft að gera til 

þess að auka hitastöðugleika til muna, jafnvel bara eins basa breytingu, og 

hefur það verið gert með stökkbreytingum með góðum árangri.28 Annað sem 

hefur áhrif á hitastöðugleika er frumuhimnan. Þegar frumuhimnan hitnar missir 

hún fljótanleika sinn og verður m.a. laus í sér. Fosfólípíðsamsetning 

himnunnar hjá hitakærum bakteríum er frábrugðin þeirri hjá kulda- og 

                                                      

25 Brock, T.D., 1978:12-14 
26 Wikipedia, 2008e 
27 Perry, J. J. o.fl., 2002: 406 
28 Microbial Wonders of the deep, 2001 
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miðlungshitakærum bakteríum að því leyti að hún er með lengri og mettaðri 

fitusýrur. Auk þessa er meira af trans-fitusýrum í himnu hitakærra baktería. 

Allir þessir eiginleikar gera það að verkum að himnan pakkast þéttar saman og 

verður sterkari.29   

Ensím úr hitakærum bakteríum koma oft að góðum notum í 

margskonar iðnaði og líftækni vegna þeirra eiginleika að þau haldast stöðug 

við hátt hitastig. Eitt besta dæmið um slíkt ensím er DNA pólýmerasi sem er 

notaður í PCR hvarf (e. polymerase chain reaction), en ensímið er talið 

undirstaða allrar erfðatækni sem stunduð er í dag. Ensímið var einangrað úr 

hitakæru bakteríunni Thermus aquaticus sem má finna í heitum hverum í 

Yellowstone þjóðgarðinum í Bandaríkjunum. 30  

 

1.4 Efnaskipti 

Allar lífverur þurfa á orku að halda til vaxtar, viðhalds og fjölgunar. Orka er til 

á mörgum mismunandi formum sem öll geta umbreyst yfir í önnur orkuform. 

Örveruvöxtur er háður orkuumbreytingu en þá eru efnatengi sífellt rofin og 

mynduð og eru þessi tengi mjög gjarnan tengi innan kolhýdrata.31 Lífverur afla 

orku sinnar með þremur leiðum: með lífrænum efnum, ólífrænum efnum og 

með ljósi. Orkan fæst með oxun og er í formi fosfatefnasambands sem kallast 

ATP (e. adenosin triphosphate). Þær lífverur sem geta eingöngu aflað orku á 

þennan hátt í fjarveru súrefnis eru loftfirrtar (e. anaerobic) bakteríur og er hægt 

að flokka þær í tvo hópa.32 Annars vegar eru það skilyrtar (e. obligate) 

loftfirrtar bakteríur sem drepast yfirleitt ef þær komast í snertingu við súrefni. 

Hins vegar eru það kjörfrjálsar bakteríur (e. facultative) sem geta lifað við 

hvort skilyrðið sem er, það er bæði með og án súrefnis.33 

 

                                                      

29 Microbial Wonders of the deep, 2001 
30 Mattila, P. o.fl., 1991 
31 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 
 

Niðurbrot lífrænna efna getur ýmist átt sér stað í viðurvist súrefnis eða án þess. 

Þegar niðurbrotið þarfnast súrefnis kallast það öndun en án súrefnis kallast það 

gerjun. Ferlarnir gerjun og öndun eiga ýmislegt sameiginlegt en eru þó ólíkir 

um aðra þætti. Ef niðurbrot glúkósa er tekið sem dæmi þá hefjast báðir ferlar á 

glýkólýsu sem á sér stað fyrir utan hvatbera frumunnar, í umfryminu. 

Glýkólýsan er röð efnahvarfa sem hefst á því að tvær ATP sameindir eru 

notaðar til þess að virkja glúkósa. Lokamyndefnið eru tvö mól af pýruvati fyrir 

hvert mól af glúkósa og nettó gróði eru tvö ATP. Í glýkólýsunni er ATP 

myndað með ferli sem kallast SLP (e. substrate level phosphorylation) þar sem 

ATP myndast vegna háorkuríkra fosfathópa sem eru fluttir af ensími á ADP 

þannig að ATP myndast.34  

Ef um öndun er að ræða þá fara báðar pýruvat sameindirnar sem koma 

úr glýkólýsunni inn í hvatbera frumunnar, breytast þar í tveggja kolefna acetýl 

hópa sem eru tengdir við Kóensím A, CoA. Við það losnar CO2 frá og acetýl 

CoA gengur inn í sítrónusýruhringinn. Þar er hver acetýl hópur oxaður í tvær 

CO2 sameindir. Rafeindir eru teknar upp af NAD
+ og FAD sem eru 

rafeindaberar og gegna því hlutverki að flytja rafeindir inn í 

rafeindaflutningskeðjuna. Við öndun myndast ATP með oxandi fosfórun       

(e. oxidative phosphorylation), þ.e. ATP myndast með styrkleikamun á 

prótónum yfir frumuhimnu (e. proton motive force).35 

Þegar gerjun á sér stað er pýruvatið sem myndast í glýkólýsunni afoxað 

í alkóhól og við það losnar CO2. Ástæðan fyrir þessari afoxun á pýruvati er sú 

að hvarfið notar NADH og endurmyndar NAD+ sem getur þá tekið upp 

rafeindir sem koma frá fyrri hluta glýkólýsu. Þetta skref framleiðir ekki orku 

en er nauðsynlegt til þess að halda glýkólýsunni gangandi og þar af leiðandi 

eðlilegri starfsemi frumna.36  

                                                      

34 Mader, S. S., 2003: 118 
35 Madigan, M.T. o.fl., 2003:119 
36 Mader, S. S., 2003: 125 
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Mynd 4 Fyrstu skref glýkóslýsu; undirbúningsskref og oxunarskref 37 

 

 

Sykrur eru algengasta hvarfefni gerjunar og eru dæmigerð myndefni etanól, 

mjólkursýra, vetni og koltvísýringur. Önnur efni geta þó myndast eins og 

smjörsýra própíónsýra og asetón. Áhugavert er að skoða hversu mikið af þeirri 

orku sem kemur úr niðurbroti nýtist frumunni á endanum. Við öndun verða 

39% af heildarorkumyndun að ATP sameindum en einungis um 2,1% í 

gerjun.38 Þessa lágu nýtni í gerjun má rekja til gerjunarafurðanna, eða 

aukaafurðanna sem fruman framleiðir einungis til þess að endurmynda NAD+.  

 

 

                                                      

37 Madigan, M.T. o.fl., 2003:121 
38 Mader, S. S., 2003: 125 
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Mynd 5 Afoxunarskref glýkólýsu 39 
 

 

Til eru mismunandi tegundir gerjunar og fer það eftir því hvort um sveppi eða 

bakteríur er að ræða ásamt tegundum hvarf- og myndefna. Eitt þekktasta 

gerjunarhvarfið er framkvæmt af gersveppum og þá er glúkósi niðurbrotinn í 

CO2 og etanól. Það er mjög mikilvægt hvarf í bruggun, brauð- og víngerð. 

Vetni myndast í mörgum tegundum gerjunar til þess að endurmynda NAD+ og 

FAD úr NADH og NADH2. Vetnið myndast þannig að rafeindir eru fluttar á 

ferredoxín sem er síðan oxað af hýdrógenasa. Vetnið getur síðan virkað sem 

hvarfefni fyrir aðrar tegundir baktería eins og til dæmis metanmyndandi 

bakteríur.40 Slíkt samband baktería er kallað interspecies H2 transfer og gengur 

út á vetnisframleiðanda og vetnisneytanda sem saman stuðla að hvarfi sem er 

útvermið og því hagstætt orkulega séð.41  

 

 

 

  

                                                      

39 Madigan, M.T. o.fl., 2003:121 
40 Wikipedia, 2007c  
41 Madigan, M.T. o.fl., 2003:595 
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1.5 Lífmassi 

Lífmassi (e. biomass) er skilgreindur sem allt lífrænt efni sem búið er til með 

ljóstillífun.42 Orkan sem fæst úr lífmassa er því í raun sólarorka sem er geymd 

á formi lífrænna efna. Þegar lífmassi á borð við tré og plöntur vex, þá hefst 

ferlið á ljóstillífun sem veldur því að sólarorka er beisluð til þess að umbreyta 

CO2 í kolhýdröt (sykur, sterkju og sellulósa). Lífmassinn deyr síðan og rotnar 

og vex þá nýr í staðinn og þar af leiðandi er hann álitinn endurnýjanlegur.43   

Lífmassi er ein elsta gerð af orku í heiminum því hann hefur lengi vel 

verið notaður sem orkugjafi. Á árunum í kringum 1800 þjónaði lífmassi yfir 

90% af orku- og eldsneytisþörf Bandaríkjanna.44 Lífmassa má bæði brenna 

beint eða umbreyta yfir á önnur meðfærilegri eldsneytisform eins og vökva- 

eða gasform sem eru ekki eins mengandi. Dæmi um slík eldsneytisform eru 

etanól, metanól, metan eða vetni. Eldsneyti úr lífmassa er enn sem komið er 

dýrara en jarðefnaeldsneyti en þá er ekki tekið tillit til umhverfisáhrifa svo 

sem kolefnis- og urðunarkostnaðar. Verði það tekið með inn í dæmið er 

eldsneyti úr lífmassa samkeppnishæft við olíuna um einhverja 

markaðshlutdeild.45 

Lífmassi þessi er samsettur úr mismunandi kolhýdratafjölliðum í 

mismunandi hlutföllum. Lignósellulósi er lífmassi sem tré, grös, maíshýði og 

fleira er úr. Lignósellulósi er u.þ.b. 90% af vefjum plantna en afgangurinn er 

m.a. sýrur, sölt og steinefni. Uppistaða lignósellulósa eru þrjú megin 

byggingarefni: sellulósi, hemisellulósi og lignin. Þessi efni tengjast síðan 

saman með bæði samgildum og ósamgildum tengjum.46 Hlutfall mismunandi 

fjölliða er mjög breytilegt eftir tegundum og aldri plantnanna. Mjúkur viður er 

með meira af lignin en harður viður og mest er af hemisellulósa í grösum.47 

 

 

                                                      

42 Orkusetur, 2008 
43 Environmental Literacy Council, 2008c 
44 Environmental Literacy Council, 2008c 
45 Orkusetur, 2008 
46 Collins, T., o.fl., 2004 
47 Glazer, A. N. og Nikado, H., 1999: 329 
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Mynd 6 Aðlöguð mynd af byggingu plöntufrumuveggjar48 
 

 

1.5.1 Sellulósi 
 

Sellulósi er aðalbyggingarefni plantna og þar af leiðandi algengasta lífræna 

efni jarðar. Sellulósi er mjög stöðug línuleg fjölliða sem samanstendur af 

glúkósaeiningum tengdum saman með β-1,4-glýkósíð tengjum. Efnafræðilega 

séð eru þetta síendurteknar glúkósaeiningar en byggingarlega séð er 

grunneiningin tvísykran sellóbíósi. Tvær glúkósaeiningar eru með 180° 

snúning eftir fjölliðuásnum miðað við nálægar einingar og fjölliðan er flöt og 

kemur fyrir á riffluðu formi. Hver einstök sellulósakeðja inniheldur frá 100 til 

100.000 glúkósaeiningar sem pakkast þétt saman í samhliða einingar sem 

tengjast sterkt sín á milli með vetnistengjum. Þannig mynda einingarnar 

svokallaðar örtrefjar (e. microfibrils).49  Sellulósi getur bæði komið fyrir á 

kristölluðu formi og á svokölluðu amorphous formi allt eftir uppruna og 

samsetningu efnisins.50  

                                                      

48 Davidson, M. W., 2005 
49 Bayer, E. A. o.fl., 2006 
50 Glazer, A. N. o.fl., 1998: 331 
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Mynd 7 Grunnuppbygging sellulósa 

 

 

1.5.2 Hemisellulósi 
 

Hemisellulósi er flókin misleit blanda sykra og sykruafleiða sem saman mynda 

mjög greinótta netju með veikum kröftum á milli sín. Öfugt við sellulósa er 

hemisellulósi ekki kristallaður. Megin einsykrur sem koma fyrir í 

hemisellulósa eru glúkósi, xylósi, mannósi, galaktósi, arabínósi og rhamnósi. 

Xylósi er þó sú sykra sem kemur fyrir í hvað mestu magni en einnig eru til 

staðar ýmsar úrónic sýrur og acetýl-hópar. Hemisellulósa má skipta niður í þrjá 

hópa og fer sú skipting eftir þeirri fjölliðu sem er meginuppistaða í 

hemisellulósanum og tengist gjarnan með β-1,4 tengjum. Þessir hópar heita 

xylan, mannan og galaktan.51   

Xylan er fjölliða sem er langalgengust og útbreiddust í lífmassa. Hún 

samanstendur aðallega af pentósunni xylósa. Fjölliðan kemur næst á eftir 

sellulósa hvað snertir útbreiðslu í náttúrunni en hún kemur fyrir í 

frumuveggjum nánast allra landplanta og er að auki megin uppistaða þroskaðs 

harðviðarvefjar. Xylan er brotið niður bæði af bakteríum og sveppum með 

tveimur aðalensímum sem gera það að verkum að frír xylósi myndast. Hann er 

síðan fosfóreraður þannig að xylósi-5-fosfat myndast sem getur þá gengið 

beint inn í pentósa-fosfat hringinn.52  

 

1.5.3 Lignin 
 

Lignin er algengasti uppruni arómatískra efna á jörðinni. Það er um það bil 20-

30% af öllum vefjum viðar og plantna og er því niðurbrot þess mikilvægur 

hluti kolefnishringsins. Lignin hefur það hlutverk að umlykja og vernda 

sellulósa og hemisellulósa fyrir niðurbroti örvera. Allar háplöntur, þar á meðal 

                                                      

51 Brigham o.fl., 1996 
52 Perry, J. J. o.fl., 2002: 242 
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burknar, innihalda lignin en lágplöntur eins og mosar og lifrarmosar innihalda 

ekki lignin. Lignin er illniðurbrjótanlegt og er að öllum líkindum ekki nýtt í 

efnaskipti af neinni einustu lífveru sem aðalkolefnisgjafi. Ástæðuna fyrir því 

má rekja til nýmyndunar lignins en það er myndað úr þremur forvera-

alkóhólum (e. precursor alcohols) með radikal fjölliðun. Í náttúrunni er lignin 

niðurbrotið af White-rot sveppum með ferli sem svipar til myndun þess. Það er 

þó ekki vitað til þess að lignin þjóni vaxtarhlutverki hjá þessum sveppum né 

öðrum tegundum.53   

 

1.5.4 Sterkja 
 

Sterkja er forðanæring plantna sem samanstendur af glúkósaeiningum sem 

tengjast saman með α-1,4 og α-1,6 glýkósíðtengjum. Útkoman verður línulegar 

glúkósaeiningar, amýlósi, ásamt greinóttum glúkósakeðjum, amýlópektíni sem 

mynda þéttriðið kristalnet sem erfitt er að riðla.54 Að umbreyta sterkju í etanól 

hefur verið gert í áraraðir og er sú tækni því orðin vel þróuð. Í því ferli er 

yfirleitt notast við sveppi og þá einna helst af ættkvíslinni Saccharomyces. 

Meginmunur sterkju og lignósellulósa lífmassa er efnasamsetningin, sem er 

mun flóknari í lignósellulósanum, ásamt efnatengjum og samþjöppun. Þessi 

munur gerir það að verkum að mun flóknari ensím þarf til að brjóta 

lignósellulósann niður svo að viðráðanleg hráefni til gerjunar fáist.  

 
Mynd 8 Grunnbygging sterkju 
Tvær línulegar glúkósakeðjur með α-1,4 tengjum á milli sem  
tengjast síðan saman með α-1,6 tengi. 

 

                                                      

53 Glazer, A. N. og Nikado, H., 1998: 334-336 
54 Grey, K. A, o.fl., 2006 
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1.6 Formeðhöndlun flókins lífmassa 

Til þess að lífetanól verði samkeppnishæft við jarðefnaeldsneyti er nauðsynlegt 

að lækka framleiðslukostnað þess með því að nota aðra gerð hráefnis en 

einfaldan lífmassa. Á mörgum stöðum í heiminum falla til þúsundir tonna af 

ýmsum landbúnaðarúrgangi sem samanstendur af flóknum lífmassa og mætti 

nota í lífetanólframleiðslu. Þessum úrgangi er yfirleitt fargað en stundum hefur 

hann þó að hluta til verið nýttur í dýrafóður eða í landfyllingar. Allur sá 

lífmassi sem inniheldur hátt hlutfall af kolhýdrötum er ákjósanlegur í 

lífetanólframleiðslu.55 Þessi lífmassi þarfnast þó formeðhöndlunar sem er 

nauðsynlegur þáttur þegar umbreyta á flóknum lífmassa í etanól. 

Megintilgangur formeðhöndlunar er að gera hluta lífmassans aðgengilegri fyrir 

ensímum sem notuð eru til þess að brjóta lífmassann niður í smærri einingar.  

 

 
Mynd 9 Aðlöguð skematísk mynd af áhrifum 
formeðhöndlunar56 

 

Formeðhöndlun verður að uppfylla ákveðnar kröfur til þess að vera nothæf í 

lífetanólframleiðslu. Meðhöndlunin verður að auka myndun einsykra eða að 

gera lífmassann aðgengilegri fyrir ensímatísku vatnsrofi og hún verður að 

forðast niðurbrot á sykrum. Einnig verður formeðhöndlunin að forðast myndun 

                                                      

55 Campo, I. D o.fl., 2006 
56 Mosier, N. o.fl., 2005 
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hindrandi eiturefna sem hafa áhrif á gerjunina. Umfram allt verður 

formeðhöndlunin þó að vera hagkvæm.57 

Formeðhöndlunaraðferðir eru annaðhvort eðlisfræðilegar eða 

efnafræðilegar en sumar aðferðir byggjast á hvoru tveggja. Stundum er einnig 

talað um líffræðilegar aðferðir og ganga þær aðallega út á niðurbrot lignins 

með hjálp ensíma úr White-rot basíðusveppum.58 Aðferðir sem byggjast á 

notkun vatns og gufu teljast ekki sem efnafræðilegar aðferðir þar sem engu 

utanaðkomandi efni er bætt við lífmassann.  

Algengasta eðlisfræðilega aðferðin er svokölluð gufusprenging (e. 

steam explosion) og gengur hún út á meðhöndlun lífmassa með gufu og mjög 

háum þrýstingi. Algengast er að hafa hitastigið á bilinu 160 - 260°C og 

þrýstinginn á bilinu 0,69 - 4,83 MPa. Þetta stendur yfir frá nokkrum sekúndum 

til nokkurra mínútna og eru afleiðingarnar niðurbrot á hemisellulósa og 

umbreyting á lignini sem veldur aukinni skilvirkni í ensímniðurbroti. 

Aðalkostir þessarar aðferðar er lág orkuþörf og þar af leiðandi lítill kostnaður 

en gallar eru að hún á það til að valda niðurbroti á xylan og ófullkomnu rofi á 

lignin sem leiðir til þess að örveruhamlandi efni myndast.59 

Algengasta efnafræðilega aðferðin til formeðhöndlunar er notkun sýru, 

annaðhvort brennisteinssýru (H2SO4) eða saltsýru (HCl). Yfirleitt er notuð 

þynnt brennisteinssýra (e. dilute acid pretreatment) til þess að sleppa við 

tæringu og fleira sem sterkari sýra veldur. Gjarnan er notaður hár hiti með 

sýrumeðhöndluninni til þess að flýta fyrir niðurbrotinu. Þynnt sýrumeðhöndlun 

leiðir einnig til aukinna xylósaheimtna úr xylani og stóraukinna áhrifa 

ensímatísks vatnsrofs sem er mikill kostur en þessi aðferð er þó dýrari en til 

dæmis gufusprenging og aðrar eðslifræðilegar aðferðir. Einnig er nauðsynlegt 

að stilla sýrustig með basa áður en ensímmeðhöndlun á sér stað.60 

 

 
 

 

                                                      

57 Mosier, N. o.fl., 2005 
58 Boominathan, K. og Reddy, C. A., 1992 
59 Sun, Y. og Cheng, J., 2002 
60 Sun, Y. og Cheng, J., 2002 
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1.6.1 Hindrandi efni sem myndast af völdum formeðhöndlunar 
 

Formeðhöndlun flókins lífmassa hefur ekki eingöngu jákvæð áhrif á borð við 

aukinn leysanleika og betra aðgengi að fjölliðum fyrir hvarfset ensíma. Það 

sem gerist einnig er að ýmis niðurbrotsefni myndast, s.s. fenól, furan efni og 

sýrur sem geta haft eituráhrif á örverurnar sem sjá um gerjunina með því að 

hindra efnaskipti þeirra. Vegna þessara neikvæðu áhrifa á gerjunina og þ.a.l. 

magn lokaafurðar geta þessi niðurbrotsefni haft mikil áhrif á hagkvæmni 

etanólframleiðslu úr flóknum lífmassa. Til þess að auka skilvirkni 

gerjunarinnar er því nauðsynlegt að minnka áhrif þessara tálma með 

einhverjum hætti eða reyna að losna algerlega við þá.61 Sýnt hefur verið fram á 

að með því að aðskilja hemisellulósahlutann, sem inniheldur hindrandi efnin, 

frá sellulósanum fyrir ensímmeðhöndlun og gerjun er hægt að minnka magn 

þessara hindrandi efnasambanda.62  

Magn og gerð niðurbrotsefnanna sem myndast við formeðhöndlun fer 

bæði eftir hráefninu sem notast er við og aðstæðum eins og hita, tíma, 

þrýstingi, sýrustigi, oxunar-afoxunar aðstæðum (e. redox conditions) og hvata. 

Aðrir þættir eins og sýrustig í æti örveranna og lífeðlisfræðilegir þættir sem 

snúa að frumunum geta einnig haft áhrif á eituráhrif 

niðurbrotsefnasambandanna og hefur verið sýnt fram að í nokkrum tilfellum 

hafa þessir þættir aukið eituráhrif efnasambandanna. Þessum eitruðu 

efnasamböndum má skipta niður í fjóra hópa eftir uppruna þeirra: 

niðurbrotsefni frá sykrum, niðurbrotsefni frá lignini, niðurbrotsefni vegna 

byggingar lignósellulósa og þungmálmajónir.63  

 

1.6.1.1 Niðurbrotsefni af völdum sykra 
 

Þegar hemisellulósi er hitaður með brennisteinssýru á sér stað vatnsrof sem 

leiðir af sér að töluvert af xylósa myndast. Á sama tíma afvatnast xylósi ásamt 

öðrum pentósum með því að þrjár sameindir af vatni losna.64 Við það myndast 

                                                      

61 Mussatto, S. I. og Roberto, I. C., 2004 
62 Klinke, H. B. o.fl., 2004 
63 Mussatto, S. I. og Roberto, I. C., 2004 
64 Adams, R. og Voorhees, V., 1941 
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efnasambandið furfural sem hefur áhrif á sérhæfðan vaxtarhraða frumna og á 

það hve mikil lífmassamyndun er á hvert mól af ATP.65  

 
Afvötnun xylósa í furfural:66 
 
C5H10O5 → C5H4O2 + 3 H2O  
 
 

Hexósur brotna einnig niður eins og pentósur og myndast þá gjarnan eitraða 

efnasambandið hýdroxymetýlfurfural. Það er talið hafa svipuð áhrif á frumur 

og furfural, þ.e. lengri undirbúningsfasa í vexti. Þetta efni er þó ekki eins eitrað 

og furfural og er yfirleitt ekki til staðar í miklu magni í hýdrólýsötum, einkum 

vegna þess hversu lágt hlutfall er af hexósum í hemisellulósa og vegna þess 

hversu hvarfgjarnt efnasambandið er. Ein og sér hafa þessi efni þó tiltölulega 

lítil eituráhrif en það eru samlegðaráhrif þeirra, sýra, fenóla og annarra 

arómatískra efna sem hafa hvað verst áhrif á gerjun.67  

 

 
Mynd 10 Þrívíddarbygging 
furfural 

 
Mynd 11 Þrívíddarbygging 
hýdroxymetýlfurfural 

 

 

1.6.1.2 Niðurbrotsefni af völdum lignins og byggingu lignósellulósa 
 

Við vatnsrof lignósellulósa losna ýmis arómatísk efnasambönd, fenólar og 

aldehýð út vegna lignins. Fenólefni eru mun eitraðri en furfural og 

hýdroxýmetýlfurfural, jafnvel í mjög litlum styrk, sérstaklega fenólefni með 

lágan mólmassa. Efnin valda skemmdum á frumuhimnu örvera og hefur þannig 

áhrif á hæfni þeirra til að vera valgegndræpar og hlutverk þeirra í sambandi við 

ýmsa ensímstarfsemi sem fer fram yfir frumuhimnuna.68  

                                                      

65 Mussatto, S. I. o.fl., 2004 
66 Adams, R. og Voorhees, V., 1941 
67 Mussatto, S. I. o.fl., 2004 
68 Palmquist, E. og Hahn-Hägerdal, B., 2000 
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Hemisellulósi er gjarnan acetýleraður og geta acetýlhóparnir losnað frá og 

myndað ýmis efni eins og t.d. sýruleifar og terpen sýrur. Þessi efni eru ekki 

eins eitruð og efnin sem myndast við niðurbrot lignins eða ediksýra sem 

myndast gjarnan líka. Þegar sýrustig í æti er lágt þá er ediksýra á óklofnu formi 

og getur hún flætt yfir frumuhimnuna þar sem sýrustig er gjarnan 7,4. Þar 

klofnar ediksýran niður og kekkjast í umfryminu sem veldur því að prótónur 

afhlaðast. Í kjölfarið fellur sýrustig frumunnar sem hefur áhrif á starfsemi 

hennar og veldur jafnvel dauða.69 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.1.3 Þungmálmajónir 
 

Þungmálmajónir eins og járn, króm, nikkel og kopar geta myndast við tæringu 

hýdrólýsatsins við tæki og áhöld. Þessar jónir geta haft slæm áhrif á 

ensímframleiðslu og efnaskiptarásir örvera.70  

Erfitt er að segja til um nákvæm eituráhrif allra þessara tálma sem geta 

myndast í hýdrólýsötum við formeðhöndlun lífmassa. Áhrifin velta mikið á því 

um hvernig örveru er að ræða því mismunandi tegundir örvera bregðast við á 

ólíkan hátt og aðlagast að auki ætinu misvel. Einnig skiptir máli hvaða tálmar 

eru til staðar og það sem stjórnar því er þá eins og áður hefur komið fram gerð 

lífmassans og þær umhverfisaðstæður sem eru til staðar við formeðhöndlun. 

Sem dæmi um það hefur verið sýnt fram á að bæði ediksýra og furfural í litlu 

magni geta haft hvetjandi áhrif sitt í hvoru lagi á etanólframleiðslu en 

samlegðaráhrif þeirra hafa neikvæða og mjög hindrandi áhrif á framleiðsluna.71  

 

                                                      

69 Mussatto, S. I. o.fl., 2004 
70 Mussatto, S. I. o.fl., 2004 
71 Mussatto, S. I. o.fl., 2004 

 

Mynd 12 Grunnbygging  
fenólefna 
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1.6.2 Aðferðir til þess að losna við eiturefni úr hýdrólýsötum 
 

Ef framleiða á lífetanól úr flóknum lífmassa á stórum skala er gríðarlega 

mikilvægt að rannsaka vel þá tálma og hindra sem geta myndast í 

hýdrólýsötum við formeðhöndlun lífmassans. Það þarf þá að gera með tilliti til 

þeirrar tegundar lífmassa sem nota á, sem og formeðhöndlunaraðferðar og 

umhverfisaðstæðna. Það eru fjórar leiðir til þess að lágmarka tálma í 

hemisellulósa-hýdrólýsötum: 1) að koma í veg fyrir að myndun tálma á meðan 

vatnsrofi stendur, 2) að hreinsa eiturefni úr hýdrólýsötum fyrir gerjun, 3) að 

þróa sérstakar örverur sem geta vaxið og gerjað í viðurvist tálmanna, 4) að 

umbreyta þessum eitruðu efnasamböndum í önnur efnasambönd sem hafa ekki 

áhrif á efnaskipti örveranna.72   

 

1.6.3 Ensímmeðhöndlun 
 

Nauðsynlegur þáttur í etanólframleiðslu úr flóknum lífmassa er 

ensímmeðhöndlun þar sem fjölliðurnar sellulósi og hemisellulósi eru brotnar 

niður í smærri einingar sem nýtast til gerjunar með örverum. Hingað til hefur 

þetta verið einn dýrasti og erfiðasti þátturinn í framleiðslunni þar sem mikill 

kostnaður fylgir ensímniðurbroti og skortur er á heppilegum örverum sem 

framleiða hitastöðug ensím.    

Bæði bakteríur og sveppir framleiða ensím sem er hægt að nota til þess 

að brjóta niður lignósellulósa. Þetta geta ýmist verið loftfirrtar, loftháðar, 

hitakærar eða miðlungshitakærar örverur en þær sem hafa verið mest 

rannsakaðar í sambandi við sellulasaframleiðslu eru sveppir af ættkvíslinni 

Trichoderma. Sellulasar eru ensím sem brjóta niður sellulósa. Til eru þrjár 

gerðir af sellulösum: endóglúkanasar sem brjóta β-1,4-glýkósíðtengi innan í 

sellulósakeðju, exóglúkanasar sem brjóta tengi af endum sellulósakeðju og β-

glúkósídasar sem brjóta tengi í fásykrum eins og sellóbíósa.73 Fjölmörg ensím 

eru einnig til sem brjóta niður hemisellulósa. Þessi ensím eru kölluð einu nafni 

hemisellulasar en skiptast niður í mörg fleiri ensím sem ýmist brjóta niður 

grunnkeðju xylans eða hinar mismunandi hliðarkeðjur.74 

                                                      

72 Mussatto, S. I. o.fl., 2004 
73 Grey, K. A o.fl., 2006 
74 Collins, T. o.fl., 2004 
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 Margt hefur áhrif aðgengileika, virkni og niðurbrotshraða ensíma. 

Þessum áhrifaþáttum er gjarnan skipt í tvennt: byggingu lífmassa og virkni 

ensíma. Hvað snertir byggingu lífmassa þá eru bæði efna- og eðlisfræðilegir 

þættir sem hafa áhrif á ensímniðurbrot. Samsetning sellulósa, hemisellulósa, 

lignins og acetýlhópa í hemisellulósanum skiptir miklu máli sem og 

yfirborðsflatarmál, kristöllun og agnastærð lífmassans svo eitthvað sé nefnt.75 

Bæði lignin og hemisellulósi hafa áhrif á aðgengi ensíma að sellulósanum. 

Lignin hindrar ensím með því að tengjast þétt við sellulósann en hemisellulósi 

getur hindrað ensím með því að draga þau að og festa við yfirborð sitt og 

hindra þannig samskipti þeirra og sellulósans. Svo virðist vera að því 

kristallaðri sem sellulósinn er því óaðgengilegri er hann gagnvart ensímum, en 

mjög skiptar skoðanir eru um hvort yfirborðsflatarmál hafi mikil áhrif á 

aðgengi ensíma.76  

 
 
 
 
 

 

                                                      

75 Zhu, L. o.fl., 2008 
76 Zhu, L. o.fl., 2008 
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2 Efni og aðferðir 

2.1 Æti 

Notað var grunnæti Basal medium (BM), sem er sérhannað fyrir loftfirrtar 

bakteríur.77 Ætið var samsett úr nokkrum mismunandi stofnlausnum sem 

innihéldu í g/L af eimuðu vatni: (A) NaH2PO4 276;  (B) Na2HPO4 284; (C) 

Rezazurin 0,1; (D) NaCl 24; NH4Cl 24; CaCl2-2H2O 8,8;  MgCl2-6H2O 8,0; 

(E) NaHCO3 80;  (F) FeCl-4H2O 2,0; EDTA 0,5; CuCl2 0,03; H3BO3 0,05; 

ZnCl2 0,05; MnCl2-4H2O 0,05; (NH4)6Mo7O24-4H2O 0,05; AlCl2 0,05; CoCl2-

6H2O 0,05; Na2WO4 0,01; Na2SeO4  0,3 (mg); (G) vítamínblanda samkvæmt 

DSMZ æti nr. 141(Viðauki I); (H) Na2S –9H2O 240,2;. 

 

Bufferlausnum A og B var blandað í mismunandi magni til að fá mismunandi 

sýrustig og í þær var bætt samsvarandi magni af vatni til að fá 1M lokastyrk 

buffersins (Viðauki II). 

 

Við gerð ætisins var 50 ml AB bufferlausn, 5 ml lausn C og 885 ml af eimuðu 

vatni auk 2 g af gerseyði (e. yeast extract, YE) blandað saman, soðið og kælt á 

ís undir köfnunarefnisflæði (N2). Þá voru 18,0 ml af æti settir í 120 ml glös (e. 

serum bottles) sem lokað var með bútýl gúmmítöppum og álhettum. 

Flöskurnar voru að lokum gerðar loftfirrtar með N2,   (stuðst var við Hungate 

tækni) og dauðhreinsaðar. Fyrir hvern lítra af æti var 50 ml lausn C1 (lausn G 

1ml; F 1ml; D 12,5ml; eimað vatn 35,5ml) og 10 ml af lausn C2 (lausn E 9ml; 

Cystein chloride 0,5g; H 1ml) bætt í ætið rétt fyrir sáningu. Ef þurfti var 

sýrustig stillt af með 6M saltsýru (HCl) og 2M natríumhýdroxíði (NaOH) fyrir 

suðu. Allar lausnir sem bæta þurfti í ætið eftir dauðhreinsun (C1, C2, glúkósi, 

xylósi og hýdrólýsöt) voru síaðar gegnum 45µm filter í dauðhreinsaðar 

loftfirrtar flöskur.  

 

                                                      

77 Örlygsson, J. og Baldursson, S. R. B., 2007 
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2.2 Efnagreiningar 

2.2.1 Fitusýrugreining 
 

Fitusýrur og etanól var greint með gasgreini (e. gas chromatograph) með FID- 

nema (e. flame ionization detector). Sýnin voru tekin úr ræktunarvökva 

bakteríanna með sprautu og bakteríurnar aðskildar frá með filter (45 µm). 

Tvöhundruð µL af ræktunarvökva var blandað saman við 100µL af maurasýru, 

100 µL af crotonic sýru og 600 µL eimað vatn, sett í lítil sýnaglös með tappa 

og í gasgreininn. Gasgreinirinn var með sjálfvirka skömmtun (e. autosampler). 

Súlan var DB-FFAP súla frá Agilent Industries (Palo Alto, CA, US). Hitastig 

ofnsins var í upphafi 80°C og haft stöðugt í 1 mín. Síðan var það hækkað um 

10°C í 8 mínútur þannig að 160°C var náð. Því hitastigi var viðhaldið í 10 

mínútur.  

 

2.2.2 Vetnismæling 
 

Framleiðsla vetnis er reiknuð út frá hlutfallslegum mælingum á 0,2 ml af 

gasfasanum. Gas var dregið upp í nál í sprautu (200µl) og sett handvirkt á 

súluna. Vetni var mælt með Perkin Elmer gasaðgreiningartæki (GC) með 

TDC-nema (e. thermal conductivity detector). Súlan sem var notuð var frá 

Supelco Carboxen GC Plot Capillary Column (Carboxen 1010). Hitastig í 

TDC nema og í „injector” var 220°C en ofninn var hafður 80°C. Í gegnum 

súluna fór köfnunarefni og var flæðið sett á 15 ml min-1 og viðbótarflæði 

(e.make up) var 5 ml min-1. Staðalkúrfa var búin til út frá vetnisstöðlum.  

 

2.2.3 Glúkósamæling 
 

Glúkósamælingin var framkvæmd eftir aðferðafræði Laurentin, A. og 

Edwards, C. A. með smávægilegum breytingum þó.78 Blandað var saman 400 

µl af sýni og 2 ml af anþrón-lausn (0,2% anthrone í 72% brennisteinssýru (1 

hluti eimað vatn á móti 3 hlutum 95% brennisteinssýru)). Lausnin varð að vera 

köld og mátti ekki vera í ljósi. Sýnið sem innihélt anþrón-lausnina var síðan 

hrist á vortex áður en það var hitað í sjóðandi vatnsbaði í 11 mínútur. Eftir það 

                                                      

78 Laurentin, A. og Edwards, C. A., 2003 
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var sýnið kælt niður á ís og því síðan leyft að ná herbergishita. Að lokum var 

ljósgleypni mæld við 640 nm. Staðall var útbúinn þannig að eimuðu vatni og 

glúkósalausn (200 mg/L) var blandað saman í mismunandi hlutföllum. 

 Aðferðin mælir hreinan glúkósa en einnig „glucose-based” sykrur, það 

er sellóbíósa og aðrar fásykrur sem innihalda einungis glúkósaeiningar. 

 

2.2.4 Ljósgleypnimælingar 
 

Þéttni í ræktum var mæld með ljósgleypnimæli (Perkin Elmer). Flot voru tekin 

úr ræktum og þau mæld við 600 nm.  
 

2.3 Stofn 55 

Stofn 55 var einangraður af höfundi sumarið 2007 í verkefninu „LífEtanól”. 

Stofninn var einangraður úr heitum hver í Grensdal við Hveragerði. Hitastig 

hvers var mælt við sýnatöku en sýrustig sýnis þegar komið var á 

rannsóknarstofu. Hitastig hversins reyndist vera 73°C og sýrustig sýnis 3,63 og 

ákveðið var að rækta stofninn við 70°C og pH 6,0 á rannsóknarstofu. 
 

 
 

Mynd 13 Uppruni stofns 55  
Grátt afrennsli með mórauðu í kring. Enginn  
lífmassi til staðar í kringum hver. 

 

2.4 Ensím 

Ensímið sem notað var í aðtilraun verkefnisins heitir Celluclast® 1.5 L og er 

frá Novozymes© í Danmörku. Ensímið er sellulasi með virknina 700 EGU/g. 

Það er brúnt á lit, lyktarlítið og á vökvaformi. Eðlismassi þess er 1,22 g/ml. 

Ensímið er framleitt úr gersveppnum Trichoderma reesei með gerjun 

örverunnar.  
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2.5 Pappír og Gras – Hýdrólýsöt 

Útbúin voru hýdrólýsöt úr bæði pappír og grasi. Ákveðið var að nota 

tvennskonar lífmassa og fyrir valinu varð Whatman síupappír sem 

samanstendur af um 99% sellulósa ásamt Vallarfoxgrasi sem var fengið úr 

hesthúsi í Eyjafirði. Grasið var þurrkað yfir nótt við 50°C fyrir notkun.   

Útbúin voru sex mismunandi hýdrólýsöt fyrir hvora tegund lífmassa, 

þ.e. með mismunandi styrk af sýru og mislanga hita- og þrýstingsmeðferð í 

dauðhreinsunartæki (e. autoclave). Annarsvegar var um 90 mínútna meðferð 

(121°C) að ræða og hinsvegar 30 mínútna meðferð. Í báðum tilvikum var 

styrkur sýru hafður 0,0%, 0,75% og 1,5%. Notast var við brennisteinssýru, 

H2SO4.   

Byrjað var á því að klippa pappír og gras niður í mjög litla búta. Vigtuð 

voru 100 g af hvorum lífmassa fyrir sig ofan í Waring blandara og fyllt upp að 

2L marki með eimuðu vatni (5% DW). Þessu var síðan blandað saman á 

fullum krafti í um eina mínútu. Því næst voru vigtuð 200 g af blöndunni ofan í 

sex glerflöskur (300 mL glerflöskur með áskrúfuðum tappa) og viðeigandi 

magni af sýru bætt út í ásamt vatni til þess að fá jafna rúmmálsaukningu.   

Eftir það voru flöskurnar settar í dauðhreinsunartæki. Eftir 

dauðhreinsun voru flöskurnar kældar niður í herbergishita og sýrustig mælt og 

jafnað að pH 5,0 annað hvort með HCl eða NaOH. Því næst var ensímum bætt 

út í, 2 mL í hverja flösku og þær settar í hitabað í 68 klukkustundir við 45°C.  

 Þegar flöskurnar voru búnar að liggja í ensímbaðinu voru þær settar í 

skilvindu (4500 rpm í 30 mínútur) og flotið tekið ofan af. Sýrustig var mælt í 

öllum hýdrólýsötum til þess að fylgjast með breytingu á meðan 

ensímmeðhöndlun stóð. Sýrustig hýdrólýsata var síðan stillt í pH 6, sem 

samsvarar sýrustigi í æti. Því næst voru hýdrólýsötin síuð í loftfirrtar, 

dauðhreinsaðar 120 ml flöskur (e. serum bottles) og þær síðan loftskiptar með 

köfnunarefni til þess að losna við sem mest súrefni úr hýdrólýsötunum. Þá 

voru hýdrólýsötin tilbúin til sáningar. Á myndum 14-19 má sjá brot úr 

framkvæmd þessa hluta og greinilegan mun á mismunandi hýdrólýsötum eftir 

hitameðferð og styrk sýru. 
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Mynd 14 Pappír áður en hann fór í Waring 
blandara 
 
 

 
Mynd 15 Gras áður en það fór í Waring blandara 

 
Mynd 16 Pappír eftir meðferð í 
dauðhreinsunartæki 
 
 

 
Mynd 17 Gras eftir meðferð í dauðhreinsunartæki 

 
Mynd 18 Pappír eftir ensímmeðferð 

 
Mynd 19 Gras eftir ensímmeðferð 
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2.6 Framkvæmd fortilraunar 

Fortilraun var framkvæmd í því skyni að velja einn stofn sem nota átti í 

aðaltilraun verkefnisins. Ákveðið var að nota fjóra stofna sem allir höfðu 

einangrast sumarið 2007 í verkefninu „LífEtanól”, 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). 

Þessum fjórum stofnum var sáð á sex mismunandi kolefnisgjafa sem allir nema 

einn finnast í flóknum lífmassa, auk YE (2 g/L) sem var notað sem viðmið. 

Nota átti að auki arabínósa, sem er mikilvæg sykra í hemisellulósa, en ekki 

náðist að panta hann í tíma svo það reyndist ekki hægt.  

Styrkur allra kolefnagjafa í æti var 20 mM. Fylgst var með vexti 

stofnanna með ljósgleypnimælingum við 600 nm með nokkurra klukkustundna 

millibili.   

 

2.7 Framkvæmd aðaltilraunar 

Aðaltilraun var framkvæmd þannig að útbúin voru hýdrólýsöt úr bæði pappír 

og grasi. Í framhaldinu voru útbúnar ræktunarflöskur sem innihéldu BM æti og 

hýdrólýsat í mismiklum styrk (50%, 30% og 10%). Í þessar flöskur var stofni 

55 síðan sáð (5% sáning) og ræktað í viku við 70°C og pH 6,0.  

Viðmiðunarsýni án sáningar voru höfð eitt fyrir hverja gerð hýdrólýsats í 

hverjum styrk (18 stk.). Einnig var haft viðmiðunarsýni með eingöngu YE í 

(2g/L) og engu hýdrólýsati (1 stk.). 

Vetni, etanól, fitusýrur og ljósgleypni var mælt bæði í upphafi og við 

lok ræktunartíma. Glúkósi var einnig mældur með svokallaðri anþrón-aðferð. 

Á mynd 20 má sjá framkvæmdarskema aðaltilraunar. 
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Mynd 20 Framkvæmdarskema aðaltilraunar 
HL = hýdrólýsat. 
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3 Niðurstöður 

3.1 Niðurstöður fortilraunar 

3.1.1 Stofn 44 
 

Stofn 44 var látinn vaxa á sex kolefnisgjöfum, hexósunum glúkósa, mannósa, 

frúktósa og galaktósa, pentósunni xylósa, tvísykrunni laktósa og á YE sem var 

notað sem viðmiðunarsýni. Þessir kolefnisgjafar voru einnig notaðir fyrir aðra 

stofna í fortilraun (sjá síðar). 

 Stofninn nýtti sér allar sykrur nema tvísykruna laktósa. Best óx hann á 

hexósunum glúkósa og frúktósa og mannósa. Ljósgleypni að frádregnum vexti 

hjá viðmiðunarsýni fór upp í 1,11 á glúkósa, 1,07 á frúktósa og 0,9 á mannósa. 

Stofninn var tiltölulega fljótur að ná sé á strik á flestum kolefnagjöfum og 

sérstaklega á mannósa þar sem ljósgleypni var hugsanlega byrjuð að lækka 

þegar fyrsta mæling var gerð. Stofninn tók mun fljótar við sér á hexósunum en 

á xylósa.  
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Mynd 21 Ljósgleypni á tímaeiningu hjá stofni 44  
Tákn: Hexósur ■ (glúkósi ■, mannósi ■, frúktósi ■, galaktósi ■), pentósur ▲ (xylósi ▲), tvísykrur ● 
(laktósi ●) og YE  ♦ 
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3.1.2 Stofn 64 
 

Þessi stofn nýtti sér allar sykrur að einhverju ráði, en tvísykruna laktósa og 

pentósuna xylósa nýtti hann þó verst og mun lengri tími leið þar til hann 

byrjaði að brjóta þær niður. Best óx stofninn á hexósunum mannósa og glúkósa 

og var hann mjög fljótur að ná hámarki á þeim eftir að undirbúningsfasa var 

lokið. Ljósgleypni að frádregnum vexti hjá viðmiðunarsýni fór upp í 1,08 á 

mannósa og 1,03 á glúkósa. 
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Mynd 22 Ljósgleypni á tímaeiningu hjá stofni 64  
Tákn: Hexósur ■ (glúkósi ■, mannósi ■, frúktósi ■, galaktósi ■), pentósur ▲ (xylósi ▲), tvísykrur ● 
(laktósi ●) og YE  ♦ 
 
 

3.1.3 Stofn 66 
 

Stofn 66 nýtti sér allar sykrur að einhverju ráði nema tvísykruna laktósa. 

Pentósuna xylósa byrjaði hann ekki að nýta fyrr en eftir um 35 klukkustundir 

og fór hann þá skyndilega upp í 0,87 í ljósgleypni en byrjaði síðan að lækka. 

Stofninn óx mjög vel á hexósunum glúkósa, mannósa og frúktósa og var 

ljósgleypni að frádregnum vexti hjá viðmiðunarsýni 0,74; 0,78 og 1,03. 

Stofninn óx ágætlega á galaktósa en þar náði hann hámarki eftir um 31 
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klukkustund þar sem ljósgleypni fór upp í 0,4 að frádregnum vexti 

viðmiðunarsýnis. 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tími (klst)

L
jó
s
g
le
y
p
n
i 
(6
0
0
 n
m
)

 
Mynd 23 Ljósgleypni á tímaeiningu hjá stofni 66 
Tákn: Hexósur ■ (glúkósi ■, mannósi ■, frúktósi ■, galaktósi ■), pentósur ▲ (xylósi ▲), tvísykrur ● 
(laktósi ●) og YE  ♦ 
 

3.1.4 Stofn 55 
 

Stofn 55 nýtti sér allar sykrur nokkuð vel og jafnt en best óx hann þó á 

mannósa, glúkósa, galaktósa og laktósa. Ljósgleypni að frádregnum vexti hjá 

viðmiðunarsýni fór upp í 0,96 á mannósa og 0,84 á galaktósa. Ljósgleypni 

lækkaði mun minna hjá þessum stofni eftir að hámarki hafði verið náð en hjá 

hinum þremur.   

Nokkuð erfitt var að velja á milli stofnanna fjögurra þar sem enginn 

einn stofn skar sig úr varðandi vöxt og breiðvirkni í gerjun. Þegar búið var að 

skoða alla kosti og galla var ákveðið var að notast við stofn 55 í aðaltilraun 

verkefnisins og eru aðalástæðurnar góður vöxtur á mörgum sykrum og 

ræktunarhitastig sem er 70°C. Það hitastig kemst næst eimingarhitastigi etanóls 

(78,4°C)79 sem þykir góður kostur í lífetanólframleiðslu.  

                                                      

79 Wikipedia, 2008a 
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Mynd 24 Ljósgleypni á tímaeiningu hjá stofni 55 
Tákn: Hexósur ■ (glúkósi ■, mannósi ■, frúktósi ■, galaktósi ■), pentósur ▲ (xylósi ▲), tvísykrur ● 
(laktósi ●) og YE  ♦ 
 

 

Stofn 55 var raðgreindur sumarið 2007 í verkefninu „LífEtanól” og leiddi 

skyldleikagreining í ljós 99,5% samsvörun við Thermoanaerobacter 

ethanolicus og 99,3% samsvörun við bæði Thermoanaerobacter 

thermohydrosulfuricus og Thermoanaerobacter wiegelii. Það kemur ekki á 

óvart því allt eru þetta tegundir sem hafa einangrast úr heitum hverum. Á mynd 

25 má sjá skyldleikatré stofns 55 (sjá einnig viðauka V). 
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Mynd 25 Skyldleikatré stofns 55 
Skyldleikatréð er byggt á samröðun 16S rRNA raða stofns 55 og þekktra stofna innan ættkvísla 
Thermoanaerobacter og Thermoanaerobacterium sem finna má í genabönkum, t.d. á NCBI.  
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3.2 Niðurstöður aðaltilraunar 

3.2.1 Vaxtartilraun 

3.2.1.1 Vöxtur á glúkósa 

 
Gerð var vaxtartilraun á glúkósa til þess að kanna niðurbrotshraða, vaxtarhraða 

og hvaða gerjunarafurðir stofninn framleiðir. Bakterían var töluvert lengi í 

undirbúningsfasa og fór ekki yfir í hámarks vaxtarfasa fyrr en eftir um 20 

klukkustundir (mynd 26). Hámarki í ljósgleypni náði stofninn eftir 39 

klukkustundir og reyndist hún vera 0,84. Vetnisframleiðsluhraðinn í 

hámarksvaxtarfasa var 0,13 mmól/L/klst og í lok ræktunartímans mældist 3,82 

mM í tilraunaflösku. Tvöföldunartíminn reyndist vera 6,58 klst (µmax = 

0,1053/klst). 
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Mynd 26 Vöxtur og vetnisframleiðsla á glúkósa 
Tákn: Vetni ■, vöxtur ♦ 

 

Ljóst er að eitthvað er af afurðum sem voru ekki efnagreindar með þeirri GC 

aðferð sem notuð var í þessari tilraun þar sem eingöngu um 60% 

kolefnaheimtur fengust við gerjunina. 
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Á mynd 27 sést að nánast allur glúkósinn var brotinn niður á þeim tíma sem 

tilraunin stóð yfir. Niðurbrotshraði glúkósa reyndist vera 1,1 mM/klst. 

Gerjunarafurðir úr glúkósa voru etanól (13,7 mM), ediksýra (4,1 mM) og vetni 

(3,8 mM – mynd 26). Framleiðsluhraði etanóls var 0,7 mM/klst. 
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Mynd 27 Gerjunarafurðir og niðurbrot glúkósa 
Tákn: Vöxtur ♦,  gerjunarafurðir ● (etanól ● og ediksýra ●), hvarfefni ■ (glúkósi ■) 
 

 

3.2.1.2 Vöxtur á xylósa 
 

Í tilraun með lífmassa var notast við gras sem hráefni til gerjunar, en 

töluverður hluti þess er hemisellulósi. Stór hluti hemisellulósa eru pentósur 

(xylósi og arabínósi). Því var gerð könnun á niðurbroti xylósa með stofninum 

til að athuga bæði gerjunarafurðir og aðra lífeðlisfræðilega eiginleika.   

Stofninn var skemur í undirbúningsfasa (15 klst)  samanborið við 

glúkósaræktunina. Eftir þann tíma fór stofninn yfir í hámarks vaxtarfasa (mynd 

29). Hámarki í ljósgleypni náði hann eftir 36 klukkustundir og reyndist hún 

vera 0,76.    

Vetnisframleiðsluhraðinn í hámarksvaxtarfasa var 0,22 mmól/L/klst og 

í lok ræktunartímans mældist 4,3 mM í tilraunaflösku. Tvöföldunartíminn 

reyndist vera 7,12 klst (µmax = 0,0973/klst). 
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Mynd 28 Lífmassamyndun og vetnisframleiðsla á xylósa 
Tákn: Vetni ■, vöxtur ♦ 

 

 

Ekki var fylgst með niðurbroti á xylósa á sama hátt og glúkósa vegna þess að 

efni og tækjabúnaður til efnagreiningar var ekki til staðar. Styrkur etanóls í lok 

ræktunartíma var 17,77 mM, þ.e. mun hærri en á glúkósaræktun (mynd 29). 

Eina aukaafurð gerjunar fyrir utan etanól og vetni var ediksýra (4,1 mM) sem 

er svipað og í glúkósaræktun. Framleiðsluhraði etanóls var 0,9 mM/klst. 

Eins og í vaxtartilraun á glúkósa þá vantar töluvert af kolefnum upp á 

100% heimtur en einungis 66% kolefnaheimtur fengust við xylósagerjunina 

miðað við fullkomið niðurbrot xylósa.  
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Mynd 29 Gerjunarafurðir og vöxtur á xylósa 
Tákn: Vöxtur ♦,  gerjunarafurðir ● (etanól ● og ediksýra ●) 

 
 

 

3.2.2 Hýdrólýsöt 
 

Í upphafi þessarar tilraunar var ákveðið að notast við tvennskonar hráefni. 

Annars vegar var valið að nota hreinan sellulósa (síupappír). Ástæðan fyrir því 

var meðal annars sú að þá er mögulegt að bera niðurstöður slíks niðurbrot 

saman við sundrun á hreinum glúkósa. Styrkur sellulósa sem notaður var í 

tilrauninni var 0,5; 1,25 og 2,5% (miðað við útþynnt hýdrólýsat sem notast var 

við). Ef allur sá sellulósi sem notaður var í tilrauninni myndi verða brotinn 

niður í glúkósa þá samsvarar þetta 27,8; 83,3 og 139 mM af hreinum glúkósa í 

ræktunum (reiknað út miðað við þurrvigt sem notuð var af sellulósa). 

Hinsvegar var ákveðið að nota gras vegna þess að það hráefni er mjög 

áhugaverður kostur á Íslandi.  Til eru fjölmargar tegundir af grasi og er 

efnasamsetning þess misjöfn eins og tegundirnar eru margar. Sýnt hefur verið 

fram á árstíðarsveiflur í hlutföllum sellulósa, hemisellulósa og lignins80 en 

hlutföllin eru einnig breytileg eftir aldri plantna og mismunandi hluta þeirra.81 

                                                      

80 Patton, A. R. og Gieasker, L., 1942 
81 Glazer, A. N. og Nikado, H., 1999: 329 
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Að auki er talið að hitastig við vöxt plantna hafi áhrif á efnasamsetningu 

þeirra.82 Í þessari tilraun var notast við Vallarfoxgras (Phleum pratens, e. 

timothy) sem er mjög vinsælt til beitar og sláttar. Grasið var slegið haustið 

2007 og notað í janúar 2008. Ekki var gerð efnagreining á grasinu en sýnt 

hefur verið fram á að Vallarfoxgras samanstendur af próteinum, fitu, ösku, 

sellulósa, hemisellulósa og lignini. Við slátt má reikna með að hlutfall 

sellulósa, hemisellulósa og lignins sé um 29,1%, 27,2% og 3,5%. Þetta hlutfall 

breytist þó smám saman vegna þess að grasið verður þurrara og má gera ráð 

fyrir að hlutfallið geti farið upp í rúmlega 38%, 34% og 6% þegar búið er að 

þurrka það fyrir notkun.83  

 

3.2.2.1 Hýdrólýsat úr pappír  
 

Ljóst er út frá niðurstöðum (tafla 1) að með því að nota aukinn styrk sýru í 

formeðhöndlun fæst ekki aukinn styrkur glúkósa í  upphafi. Ef litið er á 50% 

hýdrólýsat fyrir hvern og einn styrk sýru og 30 mínútuna meðferð í 

dauðhreinsunartæki sést að styrkur glúkósa er 56,78; 50,91 og 56,03 mM. 

Jafnmikill glúkósi er því að fást eftir bæði 0,0 og 1,5% sýru-formeðhöndlun. 

Sömu sögu er einnig að segja þegar hitameðferð stóð yfir í 90 mínútur. Þar var 

magn glúkósa í 50% hýdrólýsötum 72,82; 35,95 og 53,80 mM og því mesti 

styrkur glúkósa að fást þegar engin sýra var notuð við formeðhöndlun en 

minnsti þegar notuð var 0,75% sýra.    

Ef bornir eru saman mismunandi hitunartímar sést að munur á styrk 

glúkósa í hýdrólýsötum í upphafi er ekki ýkja mikill. Þegar styrkur sýru var 

0,75 og 1,5% reyndist glúkósastyrkur vera örlítið meiri í upphafi þegar 

meðferðin stóð yfir í 30 mínútur. Þegar hinsvegar engin sýra var notuð fékkst 

meiri glúkósastyrkur í upphafi þegar meðferð stóð yfir í 90 mínútur. 

Hitunartíminn skiptir því máli þegar engin sýra er notuð í formeðhöndlun.   

Ef litið er á gerjunarafurðir þá er greinilegt að mest af etanóli og 

ediksýru fæst án undantekninga úr 30% HL. Vetnið virtist vera á mjög svipuðu 

róli í langflestum tilrauna uppsetningunum eða frá 2,55 - 5,11 mM. 

                                                      

82 Ford, C. W., Morrison, I. M. og Wilson, J. R., 1979 
83 Björnsson, H. o.fl., 2004 
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Tafla 1 Niðurstöður úr pappírs-tilraun 
*Dauðhreinsunartæki 
 

Styrkur 
sýru (%) 

Tími í 
DT* 
(mín) 

Styrkur 
HL (%) 

Glúkósi í 
upphafi 
(mM) 

Glúkósi 
í lok 
(mM) 

Etanól 
(mM) 

Ediksýra 
(mM) 

Vetni 
(mmól/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 Hýdrólýsat úr grasi 
 

Út frá niðurstöðum (tafla 2) sést að með því að nota aukinn styrk af sýru í 

formeðhöndlun fæst aukinn styrkur glúkósa. Töluverður munur var á 

hýdrólýsati þar sem engin sýra var notuð og þegar styrkur sýru var 0,75% og 

1,5%. Aftur á móti var mjög lítill munur þegar sýra var notuð yfir höfuð, hvort 

sem styrkurinn var 0,75% eða 1,5%. Flaska með hýdrólýsati sem var 

meðhöndlað með engri sýru og hitað í 30 mínútur brotnaði og þar af leiðandi 

fengust engar niðurstöður fyrir það.  

 Nánast enginn munur reyndist vera á styrk glúkósa í samskonar 

hýdrólýsötum þegar tími í dauðhreinsunartæki var misjafn. Í báðum tilfellum 

þegar styrkur sýru var 0,75% fékkst sami styrkur glúkósa, en þegar styrkur 

sýru var 1,5% reyndist styrkur glúkósa vera örlítið meiri þegar hitameðferð 

stóð yfir í 30 mínútur.  

 Þegar litið er á gerjunarafurðir er mun erfiðara að sjá einhverskonar 

fylgni á milli sýna eins og hjá sellulósanum. Í þremur gerðum hýdrólýsata 
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fékkst þó mesti styrkur etanóls og ediksýru úr 30% hýdrólýsati en mjög 

sérkennilegt er að sjá hin hýdrólýsötin þar sem töluvert etanól var framleitt en 

þá eingöngu þegar hýdrólýsat var í 10% styrk.  

Áhugavert er þó að sjá að etanól er framleitt í þónokkrum styrk í 

mörgum tilraunauppsetningunum. Hæsta gildið sem fékkst var 29,7 mM (1,5% 

H2SO4, 90 mín hitun, 30% HL). 

 

Tafla 2 Niðurstöður úr gras-tilraun 
EÁ = ekki ákvarðað, *Dauðhreinsunartæki 
 

Styrkur 
sýru (%) 

Tími í 
DT* 
(mín) 

Styrkur 
HL (%) 

Glúkósi í 
upphafi 
(mM) 

Glúkósi 
í lok 
(mM) 

Etanól 
(mM) 

Ediksýra 
(mM) 

Vetni 
(mmól/L) 

0,0 30 10 EÁ EÁ EÁ EÁ EÁ 
 30 30 EÁ EÁ EÁ EÁ EÁ 
 30 50 EÁ EÁ EÁ EÁ EÁ 

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 4,5 
 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 
 

 
 



Háskólinn á Akureyri  Viðskipta- og raunvísindadeild 

 43
 

 

4 Umræður 

4.1 Stofn 55 

Stofn 55 var einangraður í Grensdal við Hveragerði eins og margir aðrir 

stofnar sem tilheyra stofnasafni Háskólans á Akureyri. Stofninn var upphaflega 

einangraður á einsykrunni xylósa en í ljós hefur komið að hann vex vel og 

jafnvel betur á öðrum kolefnisgjöfum eins og glúkósa, mannósa, galaktósa, 

frúktósa og laktósa. Hlutaraðgreining á 16S rDNA stofnsins leiddi í ljós að 

hann fellur undir ættkvísl Thermoanaerobacter og er líkastur tegundunum T. 

ethanolicus, T. thermohydrosulfuricus og T. wiegelii. Hvort að stofninn sé 

einhver þessara stofna er ekki hægt að fullyrða um nema að framkvæma 

heilraðgreiningu á 16S rDNA-inu eða DNA/DNA pörun (e. hybridization).  

Þessari ættkvísl baktería var fyrst lýst af Wiegel og Ljungdahl árið 

1981.84 Tegundir innan ættkvíslarinnar eiga það sameiginlegt að vera 

hitakærar, loftfirrtar og hafa verið einangraðar úr heitu umhverfi eins og t.d. 

hverasvæðum.85 Svo virðist vera sem stofn 55 hafi svipaða lífeðlisfræði og 

aðrar tegundir innan þessarar ættkvíslar. Flestar tegundir brjóta niður glúkósa, 

frúktósa, galaktósa, mannósa, laktósa, xylósa, sellóbíósa, sterkju, súkrósa og 

fleiri kolefnagjafa, en fáir virðast brjóta niður sellulósa, arabínósa. Tegundirnar 

eiga það einnig sameiginlegt að framleiða etanól, ediksýru, mjólkursýru, CO2 

og H2 sem megingerjunarafurðir en mjög fáar framleiða smjörsýru.
86, 87, 88   

 

 

 

 

 

                                                      

84 Wiegel, J. L., og Ljungdahl, G., 1981 
85 Carlier, J. P. o.fl., 2006 
86 Cayol, J. L. o.fl., 1995 
87 Fardeau, M. L. o.fl., 2000 
88 Larsen, L. o.fl., 1997 
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4.2 Fortilraun 

Ákveðið var að athuga gróflega fjóra mismunandi stofna sem vitað var að 

framleiða etanól úr einföldum sykrum. Markmiðið var að velja einn stofn til 

þess að nota í aðaltilraun verkefnisins. Þetta var gert með því að rækta 

bakteríurnar á einföldum ein- og tvísykrum. Stofnarnir voru valdir út frá 

mismunandi ræktunaraðstæðum, þ.e. hita- og sýrustigi og því hve öflugir 

etanól framleiðendur þeir voru. Etanól og aðrar gerjunarafurðir voru þó ekki 

mældar í þessari tilraun sökum bilunar í gasgreini.  

 Stofn 44 óx tiltölulega vel á öllum sykrum nema laktósa. Hann var 

fljótur að vaxa en ræktunarhitastig hans var 50°C sem er ókostur í 

lífetanólframleiðslu því þá er leitast við að nota stofna sem vaxa um og yfir 

70°C. Stofnar 64 og 66 virtust hafa svipaða lífeðlisfræðilega eiginleika. Báðir 

uxu vel á einsykrunum glúkósa, mannósa og frúktósa, en ver og frekar hægt á 

pentósunni xylósa og tvísykrunni laktósa. Bæði stofn 64 og stofn 66 byrjuðu 

mun seinna að vaxa á galaktósa, xylósa og laktósa miðað við glúkósa, 

mannsósa og frúktósa. Stofn 55 óx vel á öllum sykrum og athygli vekur hversu 

vel hann óx á tvísykrunni laktósa samanborið við hina stofnana. Hann óx þó 

örlítið hægar en hinir stofnarnir, en á móti kemur að ræktunarhitastig hans er 

70°C sem þykir góður kostur eins og áður hefur komið fram.  

 Þegar stofnarnir fjórir voru einangraðir sumarið 2007 var ákveðið að 

rækta þá sem næst einangrunarhitastigi og sýrustigi þeirra hvera sem þeir áttu 

uppruna sinn úr. Þó má benda á að stofn 55 var einangraður úr mjög súrum 

hver (pH 3,63) en ákveðið var að rækta hann við mun hærra sýrustig, eða pH 

6,0. Ástæðan fyrir þessu er sú að við niðurbrot á sykrum myndast oft sýrur sem 

lækka sýrustigið enn meir og því nauðsynlegt að taka tillit til þess. Það er því 

alls óvíst að þær ræktunaraðstæður sem valdar voru fyrir hvern og einn stofn 

séu kjörvaxtaraðstæður þeirra því ekki er búið að framkvæma vaxtartilraunir 

(Topt; pHopt) fyrir stofnana fjóra sem skera úr um það. Það má því vel vera að 

stofnarnir vaxi betur við aðrar aðstæður og að þá hefði hugsanlega verið tekin 

ákvörðun um að velja annan stofn en stofn 55. Þar sem markmið verkefnisins 

var að kanna hvort etanólframleiðsla úr pappír og grasi væri möguleg með 

hitakærum bakteríum þá var engu síður ákveðið að nota þennan stofn vegna 

ofangreindra ástæðna.  
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4.3 Vaxtartilraun 

Vaxtartilraun var framkvæmd til þess að kanna vöxt, niðurbrot og 

gerjunarafurðir stofns 55 á bæði hreinum glúkósa og xylósa. Á báðum sykrum 

er bakterían að framleiða etanól, vetni og ediksýru. Þegar ræktað var á glúkósa 

var hlutfall etanóls og ediksýru (Et/Ac) 3,5:1 en á xylósa var það 4,5:1. 

Hlutfall ediksýru og vetnis (Ac/H2) var í báðum tilvikum 1:1. Þessar þrjár 

gerjunarafurðir voru þær einu mælanlegu sem stofninn framleiðir að 

undanskildum koltvísýringi (CO2). Töluvert vantar upp á að fullar 

kolefnisheimtur hafi náðst hjá báðum hvarfefnum. Einungis 60% af kolefnum 

skiluðu sér þegar ræktað var á glúkósa og um 75% á xylósa ef miðað er við að 

um 10% kolefna hafi farið í lífmassamyndun (niðurstöður ekki sýndar). Því má 

fastlega gera ráð fyrir því að stofninn sé að framleiða aðrar afurðir sem ekki 

voru mældar í þessari tilraun eins og til dæmis mjólkursýru eða jafnvel 

maurasýru.  

Nýtni örvera við etanólframleiðslu er mjög mismunandi og getur verið 

breytileg, bæði eftir ættkvíslum, tegundum innan ættkvísla og 

ræktunaraðstæðum. Gersveppir eru með bestu nýtinguna og eru þar af leiðandi 

langmest notaðir við framleiðslu á etanóli úr fyrstu kynslóðar lífmassa. 

Niðurbrot á hexósum í etanól með gersveppi má lýsa með eftirfarandi jöfnu:   

 

C6H12O6 → 2 CH3CH2OH + 2 CO2 

 

Þetta samsvarar því að úr hverjum 180g af glúkósa er hægt að fá 92 g af etanóli 

eða 51,1%.  

 

Hitakærar bakteríur framleiða einnig etanól í þónokkrum mæli. Nýtni þeirra er 

þó aldrei jafn góð og hjá gersveppum. Ástæðan fyrir þessu er sú að 

bakteríurnar framleiða aðrar aukaafurðir eins og ediksýru, smjörsýru og 

mjólkursýru. Algengar nýtingartölur hjá hitakærum bakteríum er á bili 0,7 – 

1,5 mól etanól fyrir hvert mól af hexósu sem brotin er niður.  
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Thermoanaerobacter mathranii er tegund sem flokkast innan sömu ættkvíslar 

og stofn 55. Efnaskipum hans á xylósa hefur verið lýst á eftirfarandi hátt:89  

C5H10O5 + H2O → 1,1 C2H5OH + 0,4 CH3COOH + 0,06 CH3CHOHCOOH + 
1,81 CO2 + 0,9 H2 

 

Þessi stofn er því með 34% nýtingu við xýlósaniðurbrot.  

Efnaskiptum stofns 55 á glúkósa og xylósa má lýsa á eftirfarandi hátt: 
 

C6H12O6 + H2O → 0,7 CH3CH2OH + 0,2 CH3COOH + 0,9 CO2 + 0,2 H2  
 
C5H10O5 + H2O → 0,9 CH3CH2OH + 0,2 CH3COOH + 1,1 CO2 + 0,2 H2 
 
 

Stofn 55 virðist vera að framleiða aðeins minna etanól úr xylósa en T. 

mathranii og er með 28% nýtingu en 18% nýtingu á glúkósa. 

 

 Thermoanaerobacterium tegund sem hefur verið einangruð við Háskólann á 

Akureyri er dæmi um bakteríu sem er með mjög hátt etanólgildi úr glúkósa eða 

1,5 mól á hvert mól af glúkósa sem var brotinn niður. Það jafngildir um 38% 

nýtingu.90   
 

C6H12O5 + H2O → 1,5 C2H5OH + 0,5 CH3COOH + 2 CO2 + 0,4 H2  
 

 
Það er því ljóst að mikill fjölbreytileiki er hvað þetta varðar hjá mismunandi 

bakteríum.  

 

 

                                                      

89 Larsen, L. o.fl., 1997 
90 Örlygsson, J. og Baldursson, S. R. B., 2007 
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4.4 Hýdrólýsöt úr pappír og grasi  

Nauðsynlegt er að meðhöndla lífmassa fyrir gerjun til þess að gera hann 

aðgengilegri fyrir ensím niðurbrot. Til eru margar gerðir af 

formeðhöndlunaraðferðum en í þessari tilraun var tekin sú ákvörðun að nota 

þynnta sýrumeðferð sem er algengasta efnafræðilega aðferðin sem notuð er. 

Stuðst var við aðferðafræði Saha o.fl.91 Gaman hefði verið að nota 

gufusprengingu þar sem sú aðferð er algeng, ódýr og áhrifarík en tækjabúnaður 

bauð ekki upp á það. Niðurstöður rannsóknar leiddu í ljós að þegar pappír á í 

hlut skiptir hitunartími meira máli en styrkur sýru sem notuð er. Þessu er aftur 

á móti öfugt háttað þegar gras er notað, þá skiptir styrkur sýru meira máli en 

hitunartíminn. Sýnt hefur verið fram á að styrkur sýru hefur áhrif á bæði styrk 

glúkósa sem myndast og styrk etanóls sem myndast úr gerjun. Ef styrkur sýru 

er orðinn of hár hefur hann hindrandi áhrif en ákjósanlegast virðist vera að hafa 

styrk sýru á bilinu 0,7%.92, 93 Ástæðan gæti verið sú að hindrandi efni eru þá að 

losna í meira magni úr hemisellulósanum. 

Fræðilegar etanólheimtur úr pappírstilraun ef miðað er við að allur 

sellulósinn hafi verið brotinn niður í hreinan glúkósa eru 97mM (50% HL), 

58,1mM (30% HL) og 19,4 mM (10% HL). Hér er miðað við að 0,7 mól af 

etanóli fáist úr hverju móli af glúkósa. Bestar heimtur fengust úr þeim sýnum 

sem innihéldu 10% hýdrólýsat eða 52 – 71%. Eftir því sem styrkur hýdrólýsats 

í æti jókst, þeim mun minni heimtur fengust. Heimtur í 30% hýdrólýsati voru 

26 – 35% og í 50% hýdrólýsati 13 – 21,8%. Ástæðuna fyrir því má hugsanlega 

rekja til ensímsins sem notað var, en það klippir ekki sellulósa niður í hreinan 

glúkósa heldur blöndu af glúkósa, sellóbíósa og lengri keðjur af 

glúkósaeiningum. Ekki er hægt að segja til um hversu stórt hlutfall glúkósa er 

af þeirri blöndu og auk þess er ekki vitað hvort stofninn brjóti niður sellóbíósa 

eða lengri glúkósakeðjur. Þess vegna hefði þurft að nota annað ensím til 

viðbótar eins og gjarnan er gert, β-glúkósídasa, sem klippir sellóbíósa og 

stuttar glúkósakeðjur niður í hreinan glúkósa.94, 95, 96 Einnig má benda á að 

                                                      

91 Saha, B. C., o.fl., 2005 
92 Saha, B. C., o.fl., 2005 
93 Ahring, B. K. o.fl., 1999 
94 Cara, C., o.fl., 2008 
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aðferðin sem notuð var til þess að mæla glúkósa mælir ekki eingöngu hreinan 

glúkósa heldur einnig sellóbíósa og aðrar lengri keðjur sem innihalda eingöngu 

glúkósa.  Ekki var hægt að athuga niðurbrot stofns 55 á sellóbíósa, bæði tímans 

vegna og af því að efnið var ekki til.  

Sama magn var notað af grasi og pappír (50g/L). Þrátt fyrir það er erfitt 

að finna út hverjar fræðilegar heimtur úr gerjun grass gætu hugsanlega verið. 

Grasið inniheldur margar tegundir sykra auk lignins sem er ógerjanlegt. 

Glúkósamæling á gras-hýdrólýsötum leiddi í ljós að jafn mikið og jafnvel 

meira magn af glúkósa er að fást í upphafi en hjá pappírs-hýdrólýsötum. Það 

rennir því frekari stoðum undir framansagt, að sellóbíósi og aðrar glúkósa-

fásykrur hafi veruleg áhrif á glúkósamælingu. Hver glúkósakeðja mælist sem 

ein stök glúkósasameind og því er hugsanlegt að meira hafi verið um stuttar 

keðjur í pappírs-hýdrólýsötunum en hlutfallslega meira um hreinan glúkósa í 

gras-hýdrólýsötum.  

Athygli vekur að í gras-tilraun voru nokkur sýni þar sem engar 

gerjunarafurðir mynduðust. Hugsanlegar skýringar á því eru að sýrustig í þeim 

hýdrólýsötum hafi ekki verið aðlagað að ensími eða bakteríum. Benda má á að 

gras-blandan var mjög seig og misleit eftir hitameðferð og erfitt reyndist að 

hræra upp í henni til þess að stilla sýrustigið (niðurstöður ekki sýndar).   

Ef borin er saman etanólframleiðsla úr pappírs- og gras-hýdrólýsötum 

þá er grasið í nokkrum tilfellum að koma betur út en pappírinn. Í flestum 

tilvikum voru mestar etanólheimtur úr ræktunarflöskum með 30% hýdrólýsati í 

en mesta framleiðslan fékkst úr 30% gras-hýdrólýsati þegar notuð var 1,5% 

sýra og hitað í 90 mínútur (29,67 mM). Hlutfall Et/Ac hjá pappír var 4,5:1 

(meðaltal) en hjá grasi var hlutfallið 4,7:1. Í báðum tilraunum var hlutfall 

Ac/H2 um það bil 1:1 líkt og í vaxtartilraun.   

Í svipaðri rannsókn sem framkvæmd var í Danska tækniháskólanum var 

útbúið hýdrólýsat (60g/L) úr grasi (e. wheat straw grass), það sett í 

mismunandi styrk í æti og gerjað með hitakærum bakteríum. Í ljós kom að 4 af 

21 stofnum gátu vaxið bæði í óþynntu hýdrólýsati og 50% þynntu. Mesti 

styrkur etanóls sem var framleiddur í óþynntu hýdrólýsati var 25,7 mM en 14,0 

                                                                                         

95 Saha, B. C., o.fl., 2005 
96 Sun, Y., Cheng, J., 2004 



Háskólinn á Akureyri  Viðskipta- og raunvísindadeild 

 49
 

 

mM í 50% þynntu hýdrólýsati.97 Ef sú rannsókn er borin saman við þessa 

rannsókn kemur í ljós að svipaðar etanólheimtur eru að fást. Önnur rannsókn á 

vegum sömu aðila sýnir fram á T. mathranii framleiðir tæp 10 mM af etanóli í 

óþynntu gras-hýdrólýsati (60g/L).98   

                                                      

97 Sommer, P. o.fl., 2004 
98 Ahring, B. K. o.fl., 1999 
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5 Samantekt / lokaorð 
Í upphafi voru settar fram eftirfarandi rannsóknarspurningar: 
 

� Geta hitakærar bakteríur framleitt etanól úr pappír og grasi? 

� Er lífetanólframleiðsla raunhæfur möguleiki á Íslandi? 

  

Nú þegar þessari rannsókn er lokið er hægt að svara þessum spurningum. Ljóst 

er að hitakærar bakteríur geta framleitt etanól úr pappír og grasi. Þrátt fyrir að 

etanólheimtur úr gerjuninni hafi ekki verið eins og best verður á kosið þá 

framleiddi stofn 55 engu að síður etanól allt upp í 25,7 mM. Ef huga á að 

iðnaðarframleiðslu á etanóli með hitakærum bakteríum er fjölmargt sem þarf 

að athuga. Byrja þarf á því að velja ákjósanlegt hráefni m.t.t. kostnaðar og 

efnasamsetningu. Best er að velja hráefni sem inniheldur hátt hlutfall sellulósa 

og hemisellulósa en lágt hlutfall lignins. Síðan þarf að finna formeðhöndlun 

sem hentar hráefninu best og er hagkvæm. Að lokum þarf að finna hentug 

ensím og örverur sem geta framleitt etanól úr hráefninu með góðum heimtum. Í 

þessari tilraun var einungis notast við einn stofn en í iðnaðarframleiðslu væri 

raunhæfara að nota samrækt nokkurra bakteríutegunda eða jafnvel samrækt 

gersvepps og baktería. Gersveppurinn gæti þá gerjað hexósur á borð við 

glúkósa en bakteríurnar pentósur eins og xylósa og arabínósa. 

 Ef möguleikar Íslands í lífetanólframleiðslu eru skoðaðir er hugsanlegt 

að nokkrir séu fyrir hendi hvað varðar hráefni. Ódýrasti kosturinn væri að nýta 

einhverskonar úrgang sem hráefni til framleiðslunnar og kæmi pappír þá 

sterklega til greina. Magn „óumbeðins” pappírs (auglýsingapóstur og 

fréttablöð) er sífellt að aukast á hvert heimili og endar oftar en ekki í 

ruslatunnunni.99 Ef hægt væri að gera almenning meðvitaðri um þau verðmæti 

sem liggja í slíku hráefni er líklegt að hægt væri að ná auknum endurheimtum 

á pappír sem nýta mætti til framleiðslunnar. Annar möguleiki er 

lífmassaræktun á Íslandi. Fyrir nokkrum árum var gerð úttekt á slíkum 

möguleikum og var þá ályktað sem svo að mestar vonir væru bundnar við 

framleiðslu á Alaskalúpínu. Kosturinn við hana er að hún þrífst vel á söndum 

                                                      

99 Björnsdóttir, G. S. og  Ólafsson, G. T., 2003 
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og uppblásturssvæðum auk þess sem hún bindur köfnunarefni náttúrulega úr 

andrúmsloftinu sem leiðir til þess að ekki þarf að nota áburð til ræktunarinnar. 

Annað sem kemur til greina er ræktun á byggi og grasi en kosturinn við að nota 

gras er að gríðarleg reynsla er til staðar í grasrækt og uppskerustörfum.100  Að 

lokum má nefna að í sumar hefur verið ákveðið að gera tilraun með 

iðnaðarhamp við Landbúnaðarháskóla Íslands og verður tilraunin gerð á 

Möðruvöllum í Eyjafirði. Vitað er að slík jurt er mjög rík af fituefnum og 

fjölsykrum sem hægt væri að nota til framleiðslu á bæði lífetanóli og lífdísil.  

Í þessu verkefni var ákveðið að taka stofn 55 sem vitað var að braut 

niður þónokkuð margar einsykrur sem eru mikilvægar í flóknum lífmassa. 

Augljósalega eru kostir og gallar við stofninn en ef höfundur myndi fara út í að 

gera aðra slíka tilraun væri hugsanlega betra að skima stofnassafn sem til væri 

við Háskólann á Akureyri á nokkrum mismunandi gerðum af lífmassa og velja 

þá bestu etanólnýtingu sem út úr því kæmi. Eftir það væri hægt að prófa gerjun 

við mismunandi hitastig og sýrustig auk mismunandi gerða formeðhöndlana. 

Mjög áhugavert væri að prófa Thermoanaerobacterium islandicum, sem 

nýlega var einangraður í Háskólanum á Akureyri, þar sem hann er bæði 

fjölhæfur í niðurbroti og framleiðir mikið magn etanóls.  

 

 

 

 

                                                      

100 Björnsson, H. o.fl., 2004 
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7 Viðaukar 

7.1 Viðauki I Grunnlausnir fyrir æti 

Tafla 3 Grunnlausnir fyrir æti 
 

Heiti lausnar Lýsing Efni Magn í g/L 
W1 Fosfat buffer KH2PO4 27,7 
W2 Fosfat buffer Na2HPO4 28,4 

W3 

Saltlausn NH4Cl 
NaCl 
CaCl2 · 2H2O 
MgCl2 · 6H2O 

24,0 
24,0 
8,8 
8,0 

W4 Bikarbonat buffer NaHCO3 80,0 

W5 (F) 
 
 

Snefilefnalausn 
 
 
 
 
 
 
 
 
EDTA 

FeCl2 · 4H2O 
 H3BO3  

ZnCl2 
CuCl2 · 2H2O 
MnCl2 · 2H2O 
(NH4)6Mo7O24 · 4H2O 
AlCl3 
CoCl2 · 6H2O 
NiCl2 · 6H2O 
C10H14N2Na2O8 · 2H2O 
2H2O 
25% HCl 

2,0 
0,05 
0,05 
0,04 
0,04 
 
0,05 
0,05 
0,05 
0,08 
0,50 

W6 (G) 

Vítamínlausn Pyridoxamine 
Nicotinic acid 
Nicotinamide 
DL-panthothenic acid 
Vitamin B12 
p-aminobenzoic acid 
B6; Pyridoxine · HCl 
D Biotin 
Lipoic acid; Thioctic acid 
Folic acid 
B2; Riboflavin 
B1; Thiamine · HCl 

C8H12N2O2 · 2HCl 
C6H5NO2 

C6H5N2O 
C9H16NO6 · ½ Ca 
C63H88CoN14O14P 
C7H7NO2 

C8H11NO3 · HCl 
C10H16N2O3S 
C8H14O2S2 
C19H19N7O6 

C17H20N4O6 

C12H17ClN4OS · HCl 

0,25 
0,1 
0,10 
0,05 
0,05 
0,05 
0,10 
0,02 
0,05 
0,02 
0,05 
0,10 

W7 (H) Súlfíðlausn Na2S · 9H2O 240,0 
W8 Rezasurin C12H6NaNO3 0,2 (2%) 

W9 
Snefilefni Na2SeO3 · 5 H2O 

NaWO4 · 5 H2O 
10 mM NaOH 

2,65 
3,3 
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7.2 Viðauki II Blandaðar lausnir í æti 

 
Tafla 4 Blandaðar lausnir í æti 
 

Heiti lausnar Innihald Styrkur / Magn 
A NaH2PO4 2M 
B Na2HPO4 2M 

C1 

W3 
W5 
W6 
W9 
Eimað vatn 

12,5 mL 
1 mL 
1 mL 
1 mL 
34,5 mL 

C2 

W4 
Cystein HCl 
W7 

10 mL 
0,5 g 
1 mL 

Xylósi  1M 
Glúkósi  1M 

 

 
 
 

7.3 Viðauki III Blöndun bufferlausna 

 
Tafla 5 Blöndun bufferlausna 
 
 

A (mL) B (mL) H2O (mL) pH 

87,7 12,3 100 6,0 

39,0 61,0 100 7,0 
 
 
 

7.4 Viðauki IV 16S rDNA röð stofns 55 

 
>Stofn_55 
TCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTCCCGATATCTACGCATTTCACCGCTACACCGGGAATTCCACTCC
CCTCTCCTGCCCTCTAGCCACCCAGTTTCATGTGCATCCCCCGGGTTGAGCCCGGGTTTTTTACACC
TGACTTAAGTGGCCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCAGTAATTCCGGACAACGCTCGCCCCCTACGTC
TTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGGGCTTTCGTGTGGTACCGTCATCTATTCTTCCCACA
CTATCGAGCTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGCTCACGCGGCGTCGCTGCGTCAGGCTTTCGCCCA
TTGCGCAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCG
ACCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCTACCAACTAGCTGATG
GGACGCGGGCCCATCCTTAAGCGGTAGCTTCCGCTACCTTCCCTCCTCATAGGATGCCCTACAAGG
AGCTTATCCAGTATTAGCACCCCTTTCGAGGTGTTATCCCGGTCTTAAGGGTAGGTTGCCCACGCGT
TACTCACCCGTCCGCCGCTATCCGGCACTCAACTCCGTGCGTAC
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7.5 Viðauki V Samröðunarfylki 

 % 16S rDNA samsvörun 
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E.coli J01859 ID              
Thermoanaerobacterium aciditolerans 72,6 ID             
Thermoanaerobacter ethanolicus 71,9 86,0 ID            
Thermoanaerobium lactoethylicum 72,7 98,7 86,2 ID           
Thermoanaerobacterium 
saccharolyticum 71,8 98,0 85,1 97,1 ID          
Thermoanaerobacterium xylanolyticum 72,1 98,2 85,7 97,9 97,7 ID         
Thermoanaerobacter wiegelii 72,2 85,9 99,5 86,0 84,6 85,2 ID        
Thermoanaerobacter finii 71,8 85,1 97,6 85,1 84,4 84,3 97,4 ID       
Thermoanaerobacter brockii 71,9 84,8 96,9 84,8 84,3 84,0 96,8 99,3 ID      
Thermoanaerobacterium 
thermosulfurigenes 72,4 98,5 85,9 98,2 97,4 99,0 85,7 84,8 84,4 ID     
Thermoanaerobacterium islandicum 72,6 99,1 86,5 98,8 97,5 98,3 86,3 85,4 85,1 98,7 ID    
Thermoanaerobacter 
thermohydrosulfuricus 71,9 86,2 99,2 86,3 84,9 85,6 99,0 97,4 97,4 86,0 86,7 ID   
Thermoanaerobacterium 
polysaccharolyticum 69,6 82,7 83,4 82,2 81,3 81,9 83,5 83,4 83,0 82,7 82,9 83,4 ID  
Stofn 55 72,0 86,0 99,5 86,2 84,8 85,4 99,3 97,7 97,1 85,9 86,5 99,3 83,4 ID 
 


