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Abstract

It is clear that emission of greenhouse gases must be reduced to minimize
the impact of the greenhouse gas effects. One way to do that is to
increase the use of renewable fuel in the expense of fossil fuels.
Bioethanol is one of the most viable alternatives as a renewable energy
source. Bioethanol can be used to blend with gasoline or completly
replace it in the vehicles used today.

Currently Brazil and USA are the largest bioethanol producers in the
world. In both countries mainly 1* generation bioethanol is produced
from corn (USA) and sugar cane (Brazil). It is very controversial to
produce bioethanol from biomass that is used as food. Increased
bioethanol production from corn and sugar cane has caused food prices to
rise.

Now many scientists have focused on the production of 2"
generation bioethanol from lignocellulosic biomass. Lignocellulosic
biomass exists in large quantities and is almost untapped resourse in
Iceland, for example paperwaste. However, bioethanol production from
complex biomass is not economically feasable today. Therefore,
improvements of microorganisms and enzymes used in the production
process must be made.

The goal of this project was to examine if thermophilic bacteria
can produce ethanol from complex biomass that normally is considered
as waste. Four strains were selected (Ak 17, 25-07-C, 64-07-X og 66-07-
P) and inoculated in several carbohydrates present in lignocellulosic
biomass. Growth experiments were performed to investigate growth,
charasteristics, degradation and the formation of fermentation end-
products from glucose and xylose, but xylose is one of the most common
monosugars in hemicellulose. Additionally, hydrolysates from grass, saw
dust and various kinds of paper were pretreated with heat and enzymes.
Stains were inoculated into media with different concentations of
hydrolysates. Fermentation products and optical density were measured
in the begining and in the end of growth.
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Results revealed that in most cases the ethanol yield was highest from
20% hydrolysates of Whatman paper (99% cellulose).
Strain Ak 17 proved to be the best ethanol producer of the four strains,

with 46,6 mM ethanol from 20% hydrolysates of Whatman paper.

Keywords: Renewable energy, bioethanol, thermophilic bacteria,

microorganisms, complex biomass, pretreatment.
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Pakkaroro

Vid viljum pakka Johanni Orlygssyni fyrir leidsognina i pessu verkefni
0g 6metanlega adstod. Einnig viljum vid pakka Maney Sveinsdottur
Steinari Rafn Beck Baldurssyni og Hilmu Eidsdéttur Bakken sérstaklega
fyrir adstod og upplysingar. Sérstakar pakkir feer Hildur VVésteinsdottir
fyrir yfirlestur.
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Utdrattur

Ljost er ad draga parf Ur losun grodurhusalofttegunda til ad sporna gegn
auknum grodurhusaahrifum. Lidur i pvi er ad auka notkun
endurnyjanlegs eldsneytis a kostnad jardefnaeldsneytis. Lifetanol er ad
morgu leiti raunhafasti moéguleikinn sem endurnyjanlegur orkugjafi, en
heegt er ad nota lifetandl sem bléndu vid bensin eda pad komid algjorlega
i stad jaroefnaeldsneytis i peim farartaekjum sem notud eru i dag.

[ dag eru Bandarikin og Brasilia sterstu framleidendur lifetan6ls
heiminum. I pessum I6ndum er adallega framleitt fyrstu kynslédar
lifetandl ar einféldum lifmassa s.s. mais (Bandarikin) og sykurreyr
(Brasilia). Mjog umdeilt er ad framleida lifetanol ur slikum lifmassa pvi
hann er einnig notadur til manneldis og petta hefur leitt til heekkads
matvalaverds.

Ahugi manna hefur pvi & sidari arum beinst ad notkun flokins
lifmassa til framleidslu a lifetanoli (2°-kynslodar framleidsla). Flokinn
lifmassi er til stadar hér & landi i miklu magni, baedi sem
landbdnadarafurdir (gras, halmur, hampur) og sem Urgangspappir og
annar urgangur. Til ad hagkveemt sé ad framleioa lifetanol ar floknum
lifmassa purfa ad eiga sér stad toluverdar framfarir hvad vardar
formedhdndlun lifmassans og notkun peirra 6rvera og ensima sem til parf
framleidsluferlinu.

Markmid pessa verkefnis var ad athuga hvort hitakerar bakteriur
geti framleitt etanol ar floknum lifmassa sem fellur til sem Grgangur &
islandi. Valdir voru fjorir stofnar (Ak 17, 25-07-C, 64-07-X og 66-07-P)
sem var sad & mismunandi sykrur sem eru til stadar i floknum lifmassa.
Voxtur stofnanna var kannadur & glukosa og xylésa, en su sidarnefnda en
ein mikilvaegasta sykran i hemisellulésa. Utbiin voru ,,hydrolysot ur
grasi, sagi og ymsum tegundum pappirs. Hraefnid var formedhdndlad
med hita og ensimmedhondlun. Eftir pad voru hydrolysétin sett i
mismunandi styrk i eti og stofninum sad i pad. Raektad var i eina viku og
ljésgleypni, vetni, etandl og fitusyrur meelt baedi i upphafi og i lok

reektunartimans. Nidurstddur leiddu i 1jos ad i flestum tilfellum var
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framleidsla etanols hlutfallslega mest & 20% hydrélysétum Whatman
pappirs (99% sellulosi).
Stofn Ak 17 reyndist vera 6flugasti etandlframleidandinn med 46,6 mM

etanol ur 20% hydrélysétum Whatman pappirs.

Lykilord: Endurnyjanlegir orkugjafar, lifetandl, hitakeerar
loftfirrtar bakteriur, flokinn lifmassi, formedhdndlun.

Vi
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Tilgangur/markmid

Skolaarid 2007-8 voru hofundar pessa verkefnis nemendur i &fanganum
Hopverkefni (Group project; HNV1103). Meginmarkmidid i pessum
afanga var ad afla upplysinga og skrifa um endurnyjalega orkugjafa eins
og lifdisil, lifetandl, lifmetan og lifvetni. Vid pessa vinnu kviknadi ahugi
héfunda a framleidslu lifetandls med hitakeerum, gerjandi bakterium.
Undirbuningsvinna vid lokaverkefni okkar héfst haustio 2008 og
rannsoknarvinna vid pad i byrjun arsins 2009. Akvedid var ad velja fjora
stofna ur stofnasafni Haskolans & Akureyri og sa peim i nokkra
mismunandi kolefnisgjafa sem erutil stadar i i floknum lifmassa. Utbdin
voru ,,hydrolysét (HL) ar eftirfarandi lifmassa: grasi, vidarsagi og fjorar
mismunandi tegundir pappirs. Pessi lifmassi var valinn pvi ad audvelt er
ad nalgast hann og mikid af honum fellur til sem trgangur & Islandi.
Pennan Urgang veeri kjorid ad nota til etanolframleidslu, en einfaldur
lifmassi s.s. korn og sykurreyr hefur hingad til verid notadur til
etandlframleidslu erlendis med notkun gersveppa. Astada pess ad flokinn
lifmassi hefur ekki verid meira notadur til etandlframleidslu en raun ber
vitni, er su ad skortur er & dyrum ensimum sem réda vio ad brjéta nidur
flokinn lifmassa.

Mikilveegir hafileikar sem hitakeerar etandlframleidandi bakteriur
burfa ad bda yfir er t.d. ad geta brotid nidur fjollidur og gerjad pentosur
(Cs sykrur) & bord vid xylosa og arabinosa sem flestir gersveppir geta
ekki gerjad. bessir kostir asamt fleirum gera hitakeerar bakteriur fysilegar

til lifetanol-framleidslu ar fléknum lifmassa.

par rannsoknarspurningar sem lagt var upp med ad svara i

verkefninu voru:

e Geta hitakeerar bakteriur framleitt etandl ar pappir, grasi og
vidarsagi?

e Er lifetandlframleidsla raunhaefur moguleiki & Islandi?
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1 Inngangur
1.1 Bakgrunnur rannsoknar

Bakgrunnur rannsoknarinnar eru tvo verkefni sem hafa verid i gangi vid
Haskdlann a Akureyri a sidustu arum. Baedi verkefnin tengjast inn & svid
orkulifteekni en p6 4 mismunandi hatt. Fyrra verkefnid kallast “LifVetni”
(BioHydrogen) en pad er hluti af samvinnuverkefni til fjogurra ara milli
Nordurlandapjédanna. Hlutskipti Haskdlans & Akureyri i verkefninu snyr
ad notkun hitakeerra bakteria til framleidslu & lifvetni, en Steinar Rafn
Baldursson fjalladi um pad efni i meistararitgerd sinni sem hann vann ad
2004-2006. Hitt verkefnid kallast “Lifetandl” og hofst arid 2006.
Verkefnid beinist ad rannséknum & hitakeerum etanélframleidandi
bakterium. Ad verkefninu koma tveir meistaranemar, Margrét Audur

Sigurbjoérnsdottir og Hilma Eidsdattir Bakken.

1.2 Orka

Orka gegnir storu hlutverki i lifi okkar allra. Fararteki ganga adallega
fyrir bensini og disil, heimili eru hitud upp med mismunandi orku (heitu
vatni, kolum, oliu, gasi eda rafmagni) og allur idnadur er tengdur orku &
einhvern hétt. | raun ma segja ad orka sé okkur lifsnaudsynleg.
Vistvaenir orkugjafar (e. green energy) eru orkugjafar sem mjog litil sem
engin mengun stafar af, en medal slikra orkugjafa eru t.d. vatnsorka,
solarorka, vindorka og jardhiti. Pessir orkugjafar teljast einnig til
endurnyjanlegra orkugjafa asamt orku dr lifmassa.*

Island sker sig nokkud Gr hvad vardar notkun & vistvaenum
orkugjofum (vatnsorka og jardhiti) en vistvaenir orkugjafar sja landinu
fyrir ramlega 70% af peirri orku sem porf er &. betta hlutfall snyst vid
begar litid er & orkubuskap heimsins ad islandi fratéldu, par sem

jardefnaeldsneyti (kol, olia og gas) er notad i miklu magni og er um 80%

! European Renewable Energy Council, 2004
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af heildar orkuporf.?

NU pegar grédurhusaahrif eru farin ad koma i 1j6s er mannkyninu
loks ad verda ljost ad pad getur haft alvarlegar afleidingar i for med sér ef
losun grédurhisalofttegunda verdur ekki minnkud og notkun vistveenni
orkugjafa aukin til muna. Notkun vistvaenna orkugjafa er adeins 20% af
heildinni, ad medtalinni kjarnorku.®
Grioarleg losun grodurhusalofttegunda af mannavéldum stefnir
vistkerfum heimsins i haettu. Ef ekkert verdur adhafst mun losun CO, af
voldum orkunotkunar aukast Ur 28 Gt arid 2006 i 41 Gt arid 2030 eda um
45%.*

Arid 1997 var gert alpjodlegt samkomulag um losun
grodurhusalofttegunda, Kyoto békunin. Flest riki heims eru i peirri stdu
i dag ad pau vilja auka nytingu endurnyjanlegra orkugjafa og pannig
draga Ur grédurhdsaahrifum.” T jantar 2008 gaf Evrépusambandid Gt
tillégu um ad hlutfall endurnyjanlegra orkugjafa verdi ordid 20% og ad
losun grédurhisalofttegunda verdi minnkud um 20% fyrir &rid 2020.°
Ef takast a ad na pessu takmarki parf margt ad gerast. Auka parf nytingu
allrar endurnyjanlegrar orku, p.m.t. lifetandls sem er einmitt vidfangsefni
hofunda. Mikilvaegt er ad frampréun og teekniframfor i framleidslu
lifetanOls eigi sér stad og fundnar séu leidir til ad gera notkun

lignoselluldsa til framleidslu & lifetandli hagkveemari.

1.2.1 Endurnyjanlegir orkugjafar

Endurnyjanleg orka er orka sem endurnyjast hratt og er pvi haegt ad segja
ad hun sé 6takmorkud audlind. Med pess konar orku er att vid sélarorku,
vindorku, vatnsorku, gufuorku og orku ur lifmassa. Endurnyjanleg orka
er ad pvi leiti 6lik orku sem faest Ur jardefnaeldsneyti auk pess sem
endurnyjanlegir orkugjafar mynda minna af grédurhuaslofttegundum og
mengunarefnum eins og gerist vid bruna jardefnaeldsneytis’. Eins og

adur segir kemur steersti hluti orku i dag ur kolum, oliu, jardgésum og

2 Samorka, 2006
3 Samorka, 2006
* OECD/IEA, 2008

> Ostman P. o.fl., 1998:345
6 European Union Committee, 2008
’ Environmental Literacy Council, 2008
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geislavirkum efnum. pau eru s6gd 6endurnyjanleg af pvi ad pegar buid er
ad nota pessi efni endurnyjast pau ekki fljott aftur. Milljonir ara tekur
fyrir pessi efni ad myndast og er &atlad ad pau verdi ad mestu uppurin
eftir 200 &r.?

Liforka er orka sem geymd er i efnum sem eru bdin til med hjalp
lifvera. Deemi um slika orku er pegar lifmassi s.s. vidur er brenndur, en
eldividur hefur verid notadur sem orkugjafi mjoég lengi og er i sumum
I6ndum enn notadur til eldunar og hitunar. bar sem nyr lifmassi (tré) eru
latin vaxa aftur er petta talid vera endurnyjanlegur orkugjafi.’

Ljost er ad minnka parf notkun jardefnaeldsneytis og beinan bruna &
lifmassa en adal fyrirstada hagnytingar & endurnyjanlegu eldsneyti ar
lifmassa er har framleidslukostnadur. Heildarkostnadur fer minnkandi, en
teeknin er p6 nokkud dyrari en su teekni sem notud er til ad framleida
jardefnaeldsneyti. Pa er pad adalega stofnkostnadurinn sem er svona har
en sjalf framkvaemdin kostar minna en framleidsla jardefnaeldsneytis i
orkuveri. SU hugmynd hefur komid fram ad nidurgreida ad hluta
kostnadinn sem mundi pa auka getu til ad framleida orku ar

endurnyjanlegum orkugjofum.®

1.2.1.1 Lifvetni
Vetni er gastegund sem er endurnyjanleg, veldur ekki losun
grédurhusalofttegunda eins og flestir adrir orkugjafar asamt pvi ad mun
meiri orka byr i vetni hlutfallslega (120 MJ/kg) en i sama magni af
6drum endurnyjanlegum orkugjéfum. Eina aukaafurdin sem verdur til
vid bruna vetnis er vatnsgufa, sem er skadlaus.™**2

Vetnisgas er haegt ad framleida med nokkrum adferdum. [ dag er
vetni ad lang mestu leyti unnid dr nattarulegum gastegundum og pa helst
Ur metangasi. I pvi ferli er néttarlegt gas sett saman vid efnahvata og pvi
sidan blandad vid gufu vid mikinn hita og prysting til ad mynda vetni og
koldioxid. Einnig er haegt ad framleida vetni med rafgreiningu en pa er

vatn klofid i frumefni sin, vetni og sarefni. bessi adferd er pd ekki mikid

8 Re-Energy, 2008a

° Re-Energy, 2008b

% Environmental Literacy Council, 2008
u Biohydrogen, 2009

12 Bromberg, L., Cohn, D. R. o.fl., 1999
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notud og er pad vetni sem framleitt er med pessari adferd adeins um
0,1% af heildar vetnisframleidslu i heiminum.*®

Sumar orverur geta framleitt vetnisgas, en med pvi ad nyta
orverur til vetnisframleidslu er haegt ad framleida vetni a hreinan- og
umhverfisvaenan hatt. Vetnisgas sem er framleitt med liffreedilegum
ferlum eda Ur lifmassa er kallad lifvetni.** Framleidsla lifvetnis getur
ordid af véldum gerjunarnidurbrots & lifrenum efnum eda med
ljostillifun. Orverur stunda pessa liffreedilegu ferla og er
vetnisframleidsla loftfirrtra bakteria &hugaverd par sem um er ad raeda

ferli sem myndar orku 0r endurnyjanlegu hraefni.*

1.2.1.2 Lifdisil
I dag er lang mest af lifdisiloliu framleitt ar pléntuoliu s.s. repjuoliu og
sojaoliu. Néanast 6ll lifdisil framleidsla fer fram med pvi ad hvata
umesterun oliunnar med basa par sem ad pad er hagkvaemasta leidin og
til parf adeins lagt hitastig og lagan prysting.

Lifdisill hefur 5-8% minni orku en sama magn af venjulegri
disiloliu en @ méti kemur ad lifdisill hefur betri smureiginleika pannig ad
orkan i lifdisil er adeins 2% minni en i venjulegri disiloliu eda um
35 MJ I'1.2® Framleidsla lifdisils Gr pérungum getur verid raunhafur
kostur. bérungar geta verid allt fra pvi ad vera litlir einfrumungar
(6rpérungar) upp i ad vera fjélfrumungar med flékna byggingu. bérungar
framleida orku med ljostillifun og pvi purfa peir adeins sélarljos auk
steinefna og vatns til vaxtar. Pérungar eru frumbjarga og binda pvi
koltvisyring andrdmsloftsins til ad byggja upp frumur sinar. Orpdrungar
(e. microalgae) hafa adallega verid notadir til lifdisil framleidslu, en peir
innihalda oft mikid magn lipida og fitusyra sem geta verid hluti af
frumuhimnunni eda hluti af forda frumanna. Hlutfall lipida/oliu af pyngd
bérunga getur verid 2%-70% en pad er haegt ad nota til framleidslu

lifdisils. Enginn annar lifmassi hefur jafn hatt hlutfall oliu af massa

" Risp Energy Report 3, 2004:24-25
“ Biohydrogen, 2009

> Sung, S., 2002

16 Hill, J., Nelson, E. o.fl., 2006
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sinum eins og porungar."8

Lifdisil eldsneyti er faanlegt & bila i dag. Heegt er ad fa 100%
lifdisil (B100) en til pess parf breyttar vélar, eda vélar sem sérstakelega
eru gerdar fyrir B100. Venjulega disilvél er haegt ad nota med ibléndun
upp i B20 en pa er 80% disilolia og 20% lifdisill, meiri iblondun krefst

breyttra véla.™

1.2.1.3 Lifmetan
Metan er lyktarlaus gastegund sem samanstendur af einu kolefnis atomi
og fjorum vetnisatomum. Metan kemur nattdrulega fyrir sem hluti af
jardgasi Ur jordinni og er framleitt érverufraedilega af metanmyndandi
bakterium t.d. i myrum, & ruslahaugum og i meltingarfeerum margra dyra.
Metan er léttara en andramsloftid, mjog eldfimt og ekki eitrad nema pad
sé til stadar f miklu magni i lokudu rymi, en pa getur pad valdid kofnun.*
Metan er grodurhusalofttegund og hefur 21 sinnum meiri
grédurhusadhrif heldur en koldioxid séef pvi er sleppt Gt i andramsloftid.
A urdunarstad hofudborgarsvadisins er hauggasi safnad vegna metans.
Hauggas er pé ekki hreint metan heldur er pad 55% metan, 42%
koldioxid og 3% adrar lofttegundir.?

Mikilar teekniframfarir hafa ordid i framleidslu metanbifreida a
sidustu &rum og préun peirra verid mjog hréd, en na er talad um pridju
kynsl6d metanbifreida. Flestir sterri bifreidaframleidendur framleida og
markadssetja metanbifreidar i dag og hefur peim fjélgad mikid sidustu ar.
Volkswagen framleidir t.d. tveer gerdir metanbifreida, Caddy EcoFuel og
Touran EcoFuel en EcoFuel tdknar ad bifreidin gangi fyrir metangasi.
Fram til pessa hefur pé verid algengara ad bifreidum sem ganga fyrir

bensini sé breytt { metanbifreidar. 2

7 Chisti, Y., 2008
18 Chisti, Y., 2007
¥ Wikipedia, 200

8

% 0gejo, J. A., 2007

! Metan.is, 2009
2 Metan.is, 2009
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1.2.1.4 Lifetanol
Etanal er litarlaus, eldfimur og rokgjarn vokvi sem sydur vid 78.4°C og
frys vid -114,1°C. Lifetanol kallast etandl sem framleitt hefur verid med
gerjun Orvera. Lifetanol er ad morgu leiti raunhaefasti moéguleikinn sem
endurnyjanlegur orkugjafi. Heegt er ad nota lifetandl sem ibléndun a
bensini & venjulega bila eda pad komid algjorlega i stad
jardefnaeldsneytis { bilum sem geta gengid fyrir 100% lifetandli.”® bvi
hefur verid hampad sem fyrsta adal lifeldsneyti heimsins og a reetur sinar
ad rekja til nytjaplantna, svo sem mais, korns og sykurreyrs. Litid af
lifetandli dr selluldsa er framleitt enn sem komid er, en Sviar eru pd
framarlega i peim efnum par sem lifetandl er framleitt ar t.d. vidarspeeni.
pad er framleitt ar sykrum sem fengnar eru ur sellulésa og hemisellulsa
sem eru adal byggingarefni flokins lifmassa. Sérfreedingar telja ad
lifetandl ar sellulésa muni vera/verda sjalfbaerara eldsneyti heldur en pad
etandl sem framleitt er Gr korni og sykrum.?*?* Lifetanl hefur t.d. harri
oktant6lu (108), brennur hradar og hefur harra uppgufunarhitastig heldur
en bensin. Pessir pattir leida af sér haerra sampjoppunarhlutfall og fljotari
bruna sem leidir til pess ad nytnin getur verid betri en med bensini i
venjulegri bensinvél.?® Notkun lifetan6ls sem ibléndunarefni i bensin
eykst stodugt. Algengasta iblondunin er 10% etan6l og 90% bensin en su
blanda kallast E10. Med notkun slikrar blondu parf ekki ad breyta vél
bilsins, heldur er haegt ad nota venjulegar bensinvélar. Sé ibléndun meiri,
svo sem eins og E85 parf sérstakar bilvélar sem eru t.d. i tvinnbilum.?’
Okostir vid notkun lifetandls sem eldsneytis eru nokkrir s.s. ad orkan sem
losnar vid brennslu etandls er adeins 65-69% af peirri orku sem losnar
vid brennslu sama ramals af bensini, etanol hefur 1agan gufuprysting sem
veldur pvi ad erfitt getur reynst ad kveikja a bilnum i kulda dsamt pvi ad
etandl blandast vatni mjog vel.?® bratt fyrir pessa 6kosti er lifetandl

talinn alitlegur orkugjafi sem er endurnyjanlegur og minnkar losun

> Mielenz, J. R., 2001

** BioBasics, 2008

> Hahn-Hagerdal, B., Galbe, M. o.fl., 2007
*® Balat, M., Oz, C., 2008

*’ What is bioethanol?, 2008

*® Balat, M., Oz, C., 2008
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grédurhusalofttegunda (NOx, CO og CO5). [ etan6li er meira magn
surefnis en i jardefnaeldsneyti sem veldur pvi ad bruni eldsneytis sem er
blandad etandli verdur betri og pvi minna magn af CO sem myndast, en

bad myndast adallega vid 6fullkominn bruna. 2°3%3

1.3 Lifmassi

Lifmassi (e. biomass) er allt lifraent efni sem buid er til med 1jostillifun.®
Solin er pvi beint eda dbeint adal uppspretta orku & jordinni. Orku hennar
er breytt i lifreen efni, lifmasssa af greenum pléntum, pérungum og
ljostillifandi bakterium.® T ljéstillifunarferlinu binda pléntur og 6rverur
koldioxid i kolhydrot sem eru t.d. sykrur, sterkja og sellulési.>* Lifmassi
er endurnyjanlegur orkugjafi svo framarlega sem efnid sem er notad, er
reektad aftur, t.d. pegar vidur
er nyttur, pa er nyjum trjam
s48 um leid.*® Lifmassa er
heaegt ad umbreyta i vokva- og
gaseldsneyti eda pa ad hann
er brenndur beint (vidur).*

Pegar lifmassi er brenndur

losnar orka, oftast i formi
hita. P& bregdast kolhydrot i Mynd 1 — Ymis form liflassa
lifmassanum vid surefninu i andramsloftinu og mynda koldioxid og vatn.
Sé bruninn fullkominn etti pad magn sem myndast af koldioxidi ad vera
bad sama og plantan tok upp medan hin var ad vaxa.*® Beinn bruni &
vidi, likt hefur verid gert i margar aldir, er ekki skilvirkasta adferdin vid

nytingu lifmassa pvi hann er oftast mengandi og orkan er ekki nytt til

** Mielengz, J. R., 2001

30 Sanchez, O. J. og Cardona, C. A., 2007

3 Lynd, L. R., Weimer, P. J., o.fl. 2002

32 Australian institute of energy, 2004

* Glazer. A.N. og Niksdo, H 2007:430

** Australian institute of energy, 2004

» Re-Energy, 2008b

*® Environmental Literacy Council, 2008

* The lowa department of natural resourses, 2009
% Australian institute of energy, 2004
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fullnustu. En eins og sagt var &dur ma breyta lifmassanum i énnur
eldsneytisform sem betra er ad medahdndla og menga minna vid notkun.
Dami um slikt er ad framleida ma vetni, metan, metandl og etandl ar
lifmassa. Slikt eldsneyti Ur lifmassa er enn toluvert dyrara en
jardefnaeldsneyti.*

Heegt er ad frameida etandl ar margskonar lifmassa, en honum er
skipt nidur i flokka eftir pvi hvernig kolhydrét hann inniheldur. bessir
flokkar eru prir: sykrur, sterkja og lignoselluldsi. Sykrur sem notadar eru
til etanol framleidslu eru faanlegar ar pessum premur flokkum. Sykrur
sem notadar eru til framleidslunnar eru t.d. stkrosi, gltkési og fraktosi.*

I lifmassa & bord vid sykurreyr og sykurrofur eru sykrur pegar &
adgengilegu formi og slikur lifmassi parfnast pvi ekki formedhondlunar,
pvi er litill sem enginn kostnadur sem fylgir.

Formedhdndlunar er hins vegar porf pegar koma parf
kolhydrétunum sem eru bundin i sterkju og ligndsellulésa & form
einsykra. ba eru kolhydroétin afvétnud med ymsum adferdum s.s. syru og
ensim medhondlun. PG svo ad petta hraefni sé 6dyrara en pad sem

inniheldur sykrur pé er kostnadur vegna formedhéndlunar mikill.**

1.3.1 Sykrur

Gerjun felur i sér ad orverur fa orku med pvi ad brj6ta nidur sykrur med
loftfirrtu ferli par sem myndast etandl og fleiri aukaafurdir. Algengast er
ad orverur brjéti nidur 6-kolefnis sykrur, en su algengasta er glukasi. bar
af leidandi er lifmassi sem inniheldur mikid magn af glikosa eda
afleidum glikosa pad hraefni sem audveldast er ad framleida etandl ar.*
pessar sykrur eru pé einnig hluti af faedukedju mannsins sem gerir pad ad
verkum ad ekki er avallt hagkvaemt ad nota hann til etanél framleidslu.*
Daemi um lifmassa sem inniheldur mikid magn sykra er sykurreyr. pessi
lifmassi inniheldur um 20% sukrdsa en sykurreyr er adallega notadur i

Brasiliu. Sukroési er tvisykra par sem ad glukoési og fruktosi tengjast med

39 Orkusetur, 2008

4 Kosaric, N. og Vardar-Sukan, F. o.fl. 2001:115
“ Kosaric, N. og Vardar-Sukan, F. o.fl. 2001:115
2 Lynd, L. R., Weimer, P. J., o.fl. 2002

3 Glazer, A.N. og Nikado, H., 2007:461
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a-1,2 tengi og er sukrdsi algengasta sykran i feedu mannsins.
Gersveppurinn Saccharomyces cerevisiae hefur ensimid invertase sem
getur vatnsrofid stkrosa og pannig klofid hann nidur i einsykrurnar
glukosa og fraktdsa sem hann getur svo gerjad og pannig framleitt
etan6l.** Annar lifmassi sem er rikur af sykrum er t.d. sykurréfa, dirra og

margir avextir.

1.3.2 Sterkja

Nokkrar tegundir plantna (lifmassa) sem innihalda mikid af sterkju eru
heppilegar til etandl framleidslu t.d. korn og seetar kartéflur. begar
akvedio er hvada lifmassa skal nota eru nokkur atridi sem parf ad skoda
og par ber helst ad nefna hvada lifmassi er til stadar i miklu meli og
hvernig reektunaradstedur eru.*

Kornsterkja sem er adal hraefnid til etanélframleidslu i
Bandarikjunum samanstendur af 20% amyl6sa og 80% amyldpektini.
Amylo6si er vatnsleysanleg fjollida en amyldpektin er hins vegar fjollida

sem ekki er uppleysanleg i vatni.*®

EH20H CHzOH

0 0
OH o
a
OH o
OH i
CHzOH CHz CHz0H CHzOH

u] u] o a
OH OH OH OH
OH 9 o [a] OH
OH OH OH OH

Mynd 2 — Sterkja®’
Amylosi er dgreindttur par sem ad D-glukdsa einingar tengjast saman
med a-1,4-glukdsa tengjum og getur fjoldi D-glukosa eininga i einni

amyldsa kedju verid allt fra 200 til 500 einingar. Amylépektin er einnig i

* Glazer, A.N. og Nikado, H., 2007:461
45 Kosaric, N. og Vardar-Sukan, F., 2001:121
4 Glazer, A.N. og Nikado, H., 2007:462
47 .
Science College, e.d.
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kedju margra D-glukosa eininga med a-1,4-gldkdsa tengjum en hefur
greinar sem tengjast med o-1,6-tengjum med u.p.b. 25 sykra millibili.*®
Ensim eru notud til ad brjota sterkjuna nidur i einsykrur, en o-
amylasi og B-amylasi vatnsrjafa a-1,4-tengin. a-amylasi sundrar
sterkjunni svo ad ur verdur blanda glukosa og maltdsa, en B-amylasi
sundrar peim a-1,4-tengjum sem a-amylasinn kemst ekki ad. pessi tvo
ensim duga po ekki til ad brjota amyldpektin fullkomlega nidur pvi pau
geta ekki vatnsrofid o -1,6-tengin en pa er annad ensim notad, amylo-1,6-
glukosidasi, sem sundrar a-1,6-tengjunum. Notkun allra pessara ensima
saman getur pvi brotid amylésa og amyldpektin nidur i maltdsa og
glikosa. Ensimid maltasi sem parf til ad brjéta maltdsa nidur i tveer
glukosa einingar er til stadar i érverum sem eru notadar til pess ad gerja

sykrurnar.*

1.3.3 Lignésellulési

Notkun lifmassa til etanolframleidslu sem einnig er notadur til manneldis
(sykurrofur, sykurreyr, korn o.fl.) er mjog umdeild. EkKi er til nog af
bessum lifmassa sem adallega er notadur i dag og mun hann ekki geta
stadid undir aukinni porf fyrir etandl i heiminum. Raktunarland er vida
af skornum skammti og pvi ekki allstadar moégulegt ad raekta orkuplontur
s.s. korn og sykurreyr i stérum stil. bessir peettir kalla pvi a ad annar
lifmassi sé notadur til ad framleida etandl og er ,.ligndsellulési‘
augljoslega sa lifmassi sem askilegt er ad nota. Lignéselluldsi er til i
gridarlegu magni og kemur fyrir i 6llum plontum.> Til lignécellulésa-
efna teljast sellulési, hemiselluldsi og lignin. bessar prjar mismunandi
fjollidur bindast hver annarri fast med 6samgildum tengjum asamt
samgildum kross-tengjum sem myndar ligndsellulésa sem er mjog

flékinn ad byggingu og er yfir 90% af purrvigt plontufruma.™

*® McMurry, J., Simanek, E., 2007:460-461

49 Perry, J.J., Staley, J.T. og Lory, S., 2002:241-242
>0 Hahn-Hagerdal, B., Galbe, M. o.fl., 2006

>t Glazer, A.N. og Nikado, H., 2007:432
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Mynd 3 — Lignéselluldsi®?

Hemisellul6si og lignin mynda einhverskonar byggingarstraktdra
utan um sellulésann til varnar, sem veldur pvi ad fjarleegja parf
hemisellulésann og ligninid 48ur en hagt er ad vatnsrjafa sellulésann.”®
Hlutfall hemiselluldsa i plontum er mest i grésum en i trjam
samanstendur ligndsellulési ad medaltali af 45% sellulosa, 30%
hemisellulésa og 25% lignin. Talid er ad myndun ligndselluldsa sé arlega
um 2 til 5 x 10* tonn.>

1.3.3.1 Sellulési

Sellul6si er algengasta lifraena efni & jordinni. Sellul6si leysist ekki upp i
vatni, hefur haa togspennu og er miklu polnari gegn nidurbroti en adrar
glukésa fjollidur eins og t.d. sterkja.>> begar hann er & sinu néttrulega
formi er hann 6grein6tt fjéllida sem inniheldur pasundir glikdsa eininga
sem tengjast saman med B-1,4-glukosa tengjum.>® Tvaer glikésaeiningar
mynda sell6bidasa sem er grundvallareining sellulésafjollidunnar. Tveer
glukosaeiningar eru med 180° snining midad vid naleegar einingar eftir
fjolliduasnum. Fjollidan er med flot i riffludu formi og vetnistengi sem
styrkja hana innbyrdis. Vetnistengi milli adliggjandi kedja tengjast henni
einnig. Vid petta myndast mjog langir kristalladir preedir, s.k. ortrefjar (e.

microfibrils) sem eru 250A breidar. bar tengjast sidan saman og mynda

> University of Copenhagen, 2009

>3 Hamelinck, C. N., Hooijdonk, G. van, o.fl., 2004
> Glazer, A.N. og Nikado, H., 2007:432

> Glazer, A.N. og Nikado, H., 2007:433

> McMurry, J., Simanek, E., 2007:460
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steerri trefjar. Trefjarnar mynda sidan punn 16g sem mynda margvislega
byggingarhluta plontufruma. Bygging selluldsa getur verid kristdllud (e.
crystalline region) eda okristdllud (e. amorphous region), allt eftir

uppruna og hvernig samsetningin er.>’

CH,OH CH,OH CH,OH

| |
H C—O H C—0O
W NI L NN AN
\?\CIJH H /‘T" O\<JJ\0H H /<|3 0 \<J3\OH H7 O
G " ' '
Y =
H  OH H  OH H  OH

Mynd 4 — Bygging sellulésa®®

Erfitt er ad vatnsrjufa selluldsa, en pegar hann er vatnsrofinn
myndast tvaer glikosa einingar.> Asteda pess ad erfitt er ad vatnsrjifa
sellulésa er ekki falin i byggingu efnisins heldur virdist pad vera vegna
secondary og tertiary byggingu & sellulésa kedjunni og hvernig hann er
samofinn hinum fjéllidu efnunum (lignin, sterkja, pektin, hemisellulési,

protein og naringarefni) { frumuvegg plontunnar.®

1.3.3.2 Hemisellulési

Einingarnar i hemisellul6sa eru floknar fjolsykrur sem eru
byggingarlega samsvarandi vid selluldsa vegna pess ad uppstada peirra
er 1,4 tenging -D-pyrosyl einingar. Hemiselluldsi er uppbyggdur af
stuttum (<200 sykrur), mjog greindttum kedjum margra mismunandi
sykra. Olikt sellulésa sem er linuleg samfjollida og hefur litlar breytingar
i byggingu sinni a milli tegunda, pa er hemisellulosi mjog greindttur med
flokna kolhydrat byggingu sem samanstendur af pentosum (xylosa og
arabino6sa), hexdsum (galakt6sa, mannsésa og glukosa) og sykursyrur
(D-gltkoronik syru).%* Adal byggingareining hemisellulésa i hardvidi og
landbunadarpléntum er xylan, en adalbyggingareining hemisellulosa i

mjukvid er glikomannan.®

>’ Glazer, A.N. og Nikado, H., 2007:432-433
58 ..
Green spirit, e.d.
> Kosaric, N. og Vardar-Sukan, F., 2001:126
60 Kosaric, N. og Vardar-Sukan, F., 2001:126-127
® Glazer. A.N. og Niksdo, H 2007:433
62 Hendriks, A.T.W.M og Zeeman, G. 2008
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Xylan er fjollida sem samanstendur adalega Ur xyldsa og
pentosasykrum og kemur naest & eftir sellulésa hvad vardar atbreidslu i
nattarunni. Fjollidan er i frumuveggjum nanast allra landplantna og
adalefni i proskudum vidartrefjum.®®

CH,OH
H OH

A5 etylhdpur Asetylhopur
COCH, OCOCH, H

H HS OH H HS OH H H OH
H - H H o H H 0 H
¥ylanke Sja H H H]-[ H
o H H H
H OH HY OH H 1]
H O cooH O
H H
H
H OH 4

CHyOH H OH
Arabindsi OMa

Mynd 5 — Hemisellul6si®

Hemiselluldsi er med leegri molmassa en sellulési, greindttur med
stuttum hlidarkedjum sem samanstanda af mismunandi sykrum.
Hemiselluldsi pjonar peim tilgangi ad tengja lignin og sellulésapradina

saman og gefur lignésellulésabyggingunni meiri ésveigjanleika.®®

1.3.3.3 Lignin
Lignin er til stadar i 6llum ligndsellulésa lifmassa og er algengasta
aromatiska fjollioa a jorainni. Rekja méa uppruna flestra aromatiskra efna
& joroinni til pess. Lignin er stor, flokin og tilviljanakennd fjollida sem
samanstendur af fenylpropan einingum.

63 Perry, J. J, Stanley, J. T og Lory, S. 2002: 242
o University of Copenhagen, 2009
& Hendriks, A.T.W.M og Zeeman, G. 2008
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CHO

Mynd 6 — Lignin®®

Byggingin er margbreytileg fjollida (e. amorphous
heteropolymer) sem samanstendur af premur mismunandi fenylpropan
einingum (p-coumaryl, coniferly og sinapyl alkohdl) sem eru tengd
saman med mismunandi tengjum.®” Lignin er 20-30% hluti af 6llum
vefjum vidar og flestra plantna. ,,Haerri¢ plontutegundir eins og burknar
innihalda lignin en ,,laegri* plontur eins og mosi gera pad ekki.®® Adal
tilgangur lignins er ad gefa plontunni byggingarlega studning,
6gegndraepi, vorn gegn Orveruarasum og agangi strefnis.® bessi
byggingarlegi studningur er pad sem gerir trjam kleift ad vaxa upp i
marga tugi metra.”

Motstddu lignins vid orverunidurbroti ma rekja til myndunar pess.
Lignin er myndad ar premur undanférum alkéhdls med radikal fjollidun
(. free radical copolymerization).” Talad er um prjar tegundir af lignini
pad eru mjukvidarlignin, hardvidarlignin og graslignin. Mjukvidarlignin
er adalega samansett Ur coniferyl og adeins af p-coumaryl alkoholi.
Hardvidarlignin hefur jafnt magn af coniferyl- og sinapyl alk6holi og 8%
af p-hydrofenylpropan einingu (& reetur ad rekja til p-coumaryl alk6hols)

og graslignin samansett Ur coniferyl-, sinapyl- og p-hydréfenylpropan

66 University of Kentucky, 2009

* Hendriks, A.T.W.M og Zeeman, G. 2008

% perry, J. J, Stanley, J. T og Lory, S. 2002: 245
6 Hendriks, A.T.W.M og Zeeman, G. 2008

® Glazer. A.N. og Niksdo, H 2007:436

& Perry, J. J, Stanley, J. T og Lory, S. 2002: 245
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einingum, med coumaric syru sem hefur verid esterud med hlidarkedju

p-coumaryl alkéhéls.™

C|)H20H CIIHQOH C|:H20H

?H CllH CllH

CH CH CH

| N | = J/J\
N # > OCHj CHy0” 7 “OCH,

OH OH OH
p-Coumaryl Coniferyl Sinapyl
alcohol alcohoal alcohol

Mynd 7 - brji adal byggingarefni lignins™

Lignin er brotid nidur i nattdrunni af White-rot sveppum sem
svipar til myndunar pess. Ekki er vitad til pess ad lignin pjoni einhverjum
tilgangi i vaxtarferli sveppsins eda nokkurrar annarrar tegundar, og hlytur
bvi annar orkugjafi ad vera faanlegur kovetni eda 6nnur orkuuppspretta.

bad gaeti t.d. verid xylan, sellulési eda kolhydrot.”*

1.4 Formedhondlun lignosellulosa

Med formedhdndlun er att vid ferli sem parf ad eiga sér stad til ad brjota
flokinn lifmassa nidur i sykrur. Markmid allrar formedhodndlunar er ad
breyta eda fjarleega efni sem eru hindrandi fyrir vatnsrof ligndsellulésans
svo ad hagt sé auka virkni ensima og heimtur sykra sem svo er hagt ad
gerja. Formedhondlun er mikilveeg ef haegt & ad vera ad brota selluldsa
nidur & hagkveeman hatt. porf er & formedhondlun til ad breyta byggingu
flokins lifmassa og gera adkomu ensima audveldari svo pau geti klippt

fjollidurnar nidur i sykrur.

72 Glazer. A.N. og Niksdo, H 2007:436
7 Glazer, A. N. Og Niksdo, H., 2007:436
“ Perry, J. J, Stanley, J. T og Lory, S. 2002: 246
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Til ad formedhondlun sé hagkveem parf han ad uppfylla viss skilyrdi:
1. Auka myndun sykra eda getad myndad sykrur med vatnsrofi.
2. Lagmarka nidurbrot og tap kolhydrata.
3. Lagmarka myndun efna sem geetu haft hindrandi ahrif & vatnsrofs-
0g gerjunaferli.
4. Vera éd)’/r.75
Rannsoknir hafa synt ad formedhondlun lignoselluldsa er sé pattur sem
mestu reedur um heimtur sykra ur vatnsrofi selluldsa og hemisellul6sa, en

einnig er han einn staersti kostnadarlidurinn i etandélframleidslu ur

lifmassa.”®

Nokkrar mismunandi tegundir formedhondlunar eru notadar i dag.
Gufusprenging (e. steam explosion) er formedhondlun sem er mikid
notud. Pa er lifmassinn settur inn i lokad rymi par sem hann er
medhodndladur med mjog heitri gufu (allt ad 240°C) og miklum prystingi
i 1-5 mindtur. Eftir vissan tima er lifmassinn keeldur hratt nidur en vid
pad eykst rammal gufunar innan i lifmassanum sem veldur pvi ad trefjar
adskiljast. Markmidid med gufusprengingu er ad leysa upp
hemisellulésann og gera selluldsann adgengilegri fyrir ensimmedhoéndlun
en einnig ad reyna ad koma i veg fyrir myndun hindrandi efna.”” Talid er
ad hemiselluldsinn sé vatnsrofinn af ediksyru og fleiri syrum sem
myndast & medan gufusprengingin stendur yfir, en vatn virkar einnig sem
syra vid hatt hitastig. bPegar leitast er vid ad na heerri heimtum sykra eru
syruhvatar oft notadir med gufusprengingu. ba er helst notast vid H,SO,
0g SO, en syran eykur heimtur sykra ar hemisellulésanum og baetir
virkni ensima sem svo vatnsrjufa sellulésann. Pessir tveir syruhvatar gefa
p6 mismunandi heimtur, H,SO,4 gefur haar heimtur sykra ur
hemisellulésanum en pad myndast hindrandi efni vid notkunina, SO,
gefur hinsvegar ekki jafn miklar heimtur sykra en minna af hindrandi

efnum myndast.”

7> Balat, M., Oz, C., 2008
’® Balat, M., Oz, C., 2008
77 Zeeman, G., Hendriks, A.T.W.M., 2008
’® Balat, M., Oz, C., 2008
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Formedhondlun sem er svipud gufusprengingu er medhondlun
med heitu vatni (e. liquid hot water, LHW). LHW notast vid prysting til
ad halda vatninu i vokvafasa. Vatnid sem er mjog heitt (200-230°C) er
latid renna um lifmassann i allt ad 15 minatur. Vid petta leysist hluti (40-
60%) lignosellulosans upp, par af 4-22% sellulosans, 35-60% lignins, en
allur hemisellulésinn er fjarleegdur. Meiri en 90% heimtur eru af
hemisellulésanum i formi einsykra pegar syra var notud til ad vatnsrjufa
vokvann sem vard til.”® Nokkur afbrigdi eru til a8 LHW en megin
munurinn @ LHW og gufusprengingu er s ad magn uppleystra afurda er
meiri i LHW samanborid vid gufusprengingu en styrkur afurdanna er
meiri med gufusprengingu heldur en med LHW en petta orsakast
adallega af pvi ad meira magn vatns er notad i LHW.%

Notkun syruformedhéndlunar (e. acid pre-treatment) gefur
yfirleitt &geetar heimtur sykra ar ligndselluldsa lifmassa. Til eru nokkrar
utgafur af syruformedhdndlun. Notast er vid brennisteinssyru, saltsyru,
saltpéturssyru, fosforsyru asamt fleiri syrum en notkun brennisteinssyru
er algengust. Oftast er notad hitastig a bilinu 160-220°C i nokkrar
minatur. Heegt er ad nota sterka og daufa syru til ad fjarleega
hemisellulésann og beeta vatnsrof sellulésa.®! Notkun sterkrar syru er
ekki hagstaed pegar litid er til etanolframleidslu vegna pess ad vid peer
adsteedur myndast hindrandi efni. Notkun daufrar syru er hinsvegar talin
ein af peim formedhdndlunum sem pykja lofa hvad bestu vegna pess ad
myndun hindrandi efna er pa lagmorkud.®*®

Almennt orsakar heerra hitastig og styttri timi formedhondlunar
betri heimtur & xyl6sa og batir adgengi vatnsrofsensima ad sellulésanum.
Formedhondlun med daufri syru er si sem mest hefur verid rannsékud og

er hvad Gtbreiddust af 6llu gerdum formedhdndlunar.®

7 Mosier, N., Wyman, C. o.fl., 2005

% Zeeman, G., Hendriks, A.T.W.M., 2008
*! Balat, M., Oz, C., 2008

8 Zeeman, G., Hendriks, A.T.W.M., 2008
8 Mosier, N., Wyman, C. o.fl., 2005

* Balat, M., Oz, C., 2008
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Formedhondlun med basa (e. alkaline pre-treatment) s.s. natrium
hydroxid og kalsium hydroxid er notad til ad fjarleegja lignin og hluta
hemisellul6sans. Med pessari adferd er adgengi ad sellulésanum aukid og
heimtur (Ur vatnsrofi sellulésans) aukast til muna.®® Formeshondlun med
basa fer fram vid leegra hitastig, laegri prysting og lengri tima heldur en i
80rum formedhondlunum.® Notkun basa formedhondlunnar hefur p6
sina okosti, par sem ad hluti basans verdur ad salti. Ef styrkur salts verdur
har getur pad verid skadlegt umhverfinu og leitt til pess ad erfitt getur
verid ad endurnyta basann.?’

Liffreedileg formedhodndlun (e. biological pre-treatment) notast
vid sveppi til pess ad brjéta nidur ligninid i lignosellulésanum. pessi
adferd fer fram vid lagt hitastig og mildar adstaedur.® Flestir sveppir sem
geta brotid nidur lignin vaxa vid 20-30°C en P. chrysosporium er sveppur
sem sem hefur kjorhitastig vid 40°C og getur vaxid vid hitastig allt ad
50°C. P. chrysosporium getur brotid lignin hratt nidur, en nidurbrotshradi
lignins getur verid allt ad 3g lignin g™ fruma & dag.®® b6 svo ad pessi
teekni geeti einfaldad fjarleegingu lignins verulega péa er hradi ferlisins
ekki nogu mikill og heimtur ekki naegjanlega gédar svo hagkveemt sé ad

nota hana.

1.4.1 Hindrandi efni sem myndast vid formedhdndlun

Eins og adur hefur komid fram er markmidid med formedhondlun ad
sundra (e. hydrolysis) lignésellulésanum i grunneiningar sinar svo ad ur
verdi einsykrur. Vid vatnsrof er hluti sykranna og ligninsins brotid afram
nidur i 6nnur efni s.s. furfural, hydroxymetylfarfural, ediksyru, syringic
syru, p-hydrobezen syru, vanillin o.fl. efni. bessi efni hafa hindrandi ahrif

& voxt og efnaskipti bakteria.*°

& Hamelinck, C. N., Hooijdonk, G. van, o.fl., 2004
8 Mosier, N., Wyman, C. o.fl., 2005

87 Hamelinck, C. N., Hooijdonk, G. van, o.fl., 2004
% Glazer, A.N. og Nikado, H., 2007:444

* Balat, M., Oz, C., 2008

% Mussatto, S. I., Roberto, I. C., 2003

19



Haskdlinn & Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

Reynt er ad lagmarka myndun pessara efna og fjarlaeegja pau ur atinu
adur en ad drverum er sad til ad gerja sykrurnar. Misjafnt er hvada efni
myndast eftir pvi hvada lifmassa er um ad reda.™

Pegar sykrur brotna nidur geta myndast hindrandi efni en hvada
efni myndast fer eftir ymsu t.d. hvernig sykra a i hlut. Furfural myndast
Ur pentdsa sykrum en hydroxymetylfurfural ar hex6sa sykrum. bessi tvo
efni hafa svipada virkni en farfural er talid hafa meiri eiturahrif. Styrkur
bessara efna parf ekki ad vera mikill i ati til ad hafa hindrandi ahrif og
hafa rannsoknir synt ad 1,5-2 g I'* hindra voxt gersveppsins P. stipitis
algjorlega og adeins 1 g I™ af var hydroxymetylfarfural nég til ad hindra
vOxt Saccharomyces cerevisiae alveg. bessi tvo efni bera po ekki alla sok
a eiturahrifum eftir nidurbrot sykra heldur koma nokkur énnur efni vid
sogu s.s. fenol- og aromatisk efni sem myndast vid nidurbrot lignins
4samt edik-, formik- og levalinik syru.”

Mikill fjoldi efna myndast vid nidurbrot lignins pegar
lignoselluldsi er vatnsrofinn. Medal pessara efna eru aromatisk-,
polyaromatisk-, fenol-, aldehyd efni. Fendl efni hafa nokkud mikil
hindrandi &hrif & gerjun hydrolysata, en pau fendl efni sem hafa litinn
molmassa eru hvad eitrudust. Virkni peirra felst helst i pvi ad pau hafa
ahrif & himnur og frumuveggi sem veldur pvi ad flutningur efna um
himnur og virkni ensima drvera minnkar eda stodvast.”® Rannsoknir hafa
synt ad pau efni sem myndast vid nidurbrot lignins (fendl- og aromatisk
efni) hafa meiri eiturdhrif & érverur heldur en farfural og
hydroxymetylfarfural jafnvel pegar styrkur peirra er litill.**

Nokkur hindrandi efni myndast vid vatnsrof hemisellul6sa s.s.
taninik, terpen syra og edik syra. bessi efni valda ekki jafn mikilli
hindrun og efni sem verda til vid nidurbrot lignins. Pad hefur po komid i
1j6s ad ef syrustig etis er 1agt getur ediksyra, sem vid lagt syrustig verour
fituleysanleg, ferdast yfir frumuhimnu drvera. begar syran kemst inn i
frumuna par sem syrustig er nalaegt hlutlausu laekkar syrustigid innan i

frumunni sem veldur pvi ad hindrun verdur a starfsemi frumunnar og hun

°! Zeeman, G., Hendriks, A.T.W.M., 2008
% Mussatto, S. I., Roberto, I. C., 2003
3 Mussatto, S. I., Roberto, I. C., 2003
% Zeeman, G., Hendriks, A.T.W.M., 2008
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getur drepist. bad virdist pvi sem ad eitrunarahrif ediksyru & 6rverur fari
eftir pvi hvernig reektunaradstaedur eru p.e. vid hvada syrustig og hitastig
gerjunin fer fram.®

Einn hindrandi pattur sem getur haft ahrif eru pungmalma jonir
s.s. jarn-, krom-, nikkel- og kopar jonir. Pessar jonir geta komio fra
bunadi sem notadur er vid vatnsrof lifmassans og hindra jonirnar virkni
ensima og efnaskiptaferla 6rvera. Mussatto og samstarfsmenn syndu fram
a ad styrkur pessara jona parf ekki ad vera mikill til ad hafa hindrandi
ahrif, en styrkur & bilinu 40 til 150 mg I'* hefur mismikil hindrandi
ahrif.%® Hamarksstyrkur tiltekins hindrandi efnis sem drvera polir er mjog
breytilegt og fer pad eftir pvi um hvada érveru er um ad reeda. Auk pess
hefur pol hennar gegn efninu, hversu vel han getur adlagast pvi, hvada
gerjunaradferd er notud, styrkur og ahrif annarra hindrandi efna i &tinu
ahrif.”’
1.4.2 Fjarleeging hindrandi efna ur hydrolysotum
Pegar gerjun a ,,hreinum* hydrélysétum er borin saman vid gerjun i
hydrdélysati sem inniheldur hindrandi efni kemur i 1j6s ad gerjun i
hydrélysatinu par sem hindrandi efni hafa ekki verid fjarleegd einkennist
af haeegum efnaskiptum med lélegum heimtum. Petta gerist vegna peirra
hindrandi efna sem eru til stadar i hydrélysatinu, en eins og komid hefur
fram pa virka pau morg hver sem mjog 6flugir hindrar fyrir efnaskipti
orvera. par af leidandi er mikilvaegt ad pessi efni séu fjarlegd eda
hlutleyst 4 einhvern hatt.%®

Nokkrar afeitrunaradferdir, liffreedilegar, edlisfreedilegar og
efnafraedilegar hafa verid notadar til ad umbreyta hindrandi efnum i
ovirk efni eda til ad minnka styrk peirra. Hversu ahrifarik
afeitrunaradferdin er fer eftir gerd hemiselluldsa-hydrolysatsins og hvada

orvera er notud. Adur en afeitrunaradferd er valin parf ad taka tillit til

% Mussatto, S. I., Roberto, I. C., 2003
% Mussatto, S. I., Roberto, I. C., 2003
% Mussatto, S. I., Roberto, I. C., 2003
% Mussatto, S. I., Roberto, I. C., 2003
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efnasamsetningar hydrolysatsins, en han breytist eftir pvi hvernig hraefni
var notad og hvada adferd var notud vid vatnsrofid.*

Liffredilegar adferdir notast vid sérstok ensim eda rverur sem virka
gegn hindrandi efnum sem eru til stadar i hydrolysatinu og breyta peim.
Notkun hydrélysata ur vidi sem hafa verid medhondlud med laccasa og
peroxidasa ensimum ar white-rot sveppnum Trametes versicolor, hefur
synt ad nyting glukoésa og framleidsla etandls eykst til muna. Notkun
,,50ft-rot* sveppsins Trichoderma reesei hefur einnig gefid géda raun i
sama tilgangi. '

Edlisfreedilegar adferdir, t.d. loftteemisuppgufun hafa verid
notadar til pess ad fjarleegja rokgjorn vaxtahindrandi efni s.s. furfural og
vanillin r hydrolysétum. Gallinn vid pessa adferd er ad a medan hun
minnkar styrk rokgjarnra hindrandi efna pa eykur hun styrk hindrandi
efna sem ekki eru rokgjérn s.s. lignin afleidur.'®*

Adferdir sem notast vid t.d. basa og syru til ad fjarleegja hindrandi
efni Ur hydrolysotum flokkast sem efnafraedilegar adferdir. Notkun basa
og syru til ad fjarleegja vaxtahindrandi efni ar hydrolysétum er gémul
adferd sem fyrst var lyst arid 1945. P4 er syrustig hydrolysatsins haekkad
upp i pH 9-10 med Ca(OH), og svo leekkad aftur nidur i pH 5,5 med

H,SO., en morg hindrandi efnanna eru 6stédug vid hatt syrustig. 2

1.4.3 Ensimmedhoéndlun

Naudsynlegur pattur i etandlframleidslu ur floknum lifmassa er
ensimmedhondlun par sem fjollidurnar selluldsi og hemisellulési eru
brotnar nidur i smeerri einingar sem Orverur geta svo gerjad. Hingad til
hefur ensimmedhdndlun verid einn dyrasti og erfidasti patturinn i
framleidslunni par sem mikill kostnadur fylgir ensimnidurbroti og skortur
er & heppilegum 6rverum sem framleida hitastodug ensim.

Ef formedhondlun & ad heppnast vel verdur ad fjarleegja mest allann

hemisellulosa pannig ad sellulosinn verdi adgengilegur fyrir vatnsrof.

% Palmquist, E., Hahn-Héagerdal, B., 2000
100 Palmquist, E., Hahn-Héagerdal, B., 2000
101 Mussatto, S. |., Roberto, I. C., 2003
Palmquist, E., Hahn-Hagerdal, B., 2000
Sun, Y., Cheng, J., 2004

102
103
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Ensimnidurbrot selluldsans getur gefid nanast oeitrud hydrolysét med
heerri styrk sykra.***

Til eru ensim, framleidd af bakterium og sveppum, sem geta
brotid nidur lignosellulosa. betta geta ymist verid loftfirrtar, lofthadar,
hitakearar eda midlungshitakeerar drverur. Su 6rvera sem po hefur verid
mest rannsokud ad pessu leiti er sveppurinn Trichoderma reesei. Hann
uppg6tvadist i sudur Kyrrahafi & medan seinni heimsstyrjéldin stéd yfir.
Menn téku eftir pvi ad sveppurinn braut nidur fot og tjold hermanna.
Pegar buid var ad einangra sveppinn var hann rannsakadur og kom pé i
ljos ad hann framleiddi sellulasa sem eru ensim sem geta sundrad
sellulésa.'® Sellulasar skipast { prja hdpa, enddglikanasar sem brjota -
1,4-glykosiotengi innan i sellul6sakedju, exdglikanasar sem brjéta tengi
af endum sellulésakedju og B-glukosidasar sem brjota tengi i fasykrum
eins og sellébidsa. % Til pess ad haegt sé ad brjota sellulésa fullkomlega
nidur i gltkésa parf ad nota ensim ar 8llum premur flokkunum.**’

Mdrg ensim eru einnig til sem brjota nidur hemisellulosa, en pau kallast
hemisellulasar. Pau skiptast svo nidur i morg fleiri ensim sem ymist
brjéta nidur grunnkedju xylans eda hinar mismunandi hlidarkedjur.'%
peim pattum sem geta haft hamlandi ahrif & vatnsrof lifmassa med
ensimum er yfirleitt skipt i tvo hopa: bygging lifmassans og virkni
ensima.’%®

pattum i byggingu lifmassa sem hafa hamlandi ahrif & sellulasa og
hemisellulasa ma skipta i tvo flokka, efnafraedilega- og edlisfreedilega
beetti. Efnafreedilegir peettir eru samsetning selluldsa, hemisellulésa,
lignins og asetyl hdpa sem eru bundnir hemisellul6sanum. Edlisfraedilegir
peettir eru adgengilegt yfirbord lifmassans, kristéllun, magn lignins i
lifmassanum, stig fjollidunar og agnasterd lifmassans.**** Lignin og

hemisellulési hafa baedi mikil ahrif & adgengi ensima ad cellulésanum.

104 Olafsson, K., Bertilsson. M og Lidén. G. 2008.

Sun, Y., Cheng, J., 2004

Grey, K. A. ofl., 2006

' Mielenz, J. R., 2001

1% Collins, T. ofl. 2004

Zhu, L., O‘Dwyer, J.P. ofl. 2008

Hamelinck, C. N., Hooijdonk, G. van, o.fl., 2004
Zhu, L., O‘Dwyer, J.P. ofl. 2008
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Lignin hefur ahrif vegna pess hve pétt pad binst értrefjum selluldsans, en
hemisellul6sinn &hrif med pvi ad draga ad ser ensimin og hylja yfirbord

selluldsans.'*?

1.5 Framleidsla lifetandls ur lifmassa

Plontur sem vaxa med ljostillifun nota orku ljéssins til pess ad binda
koldioxid i lifmassa sinn. Lifmassinn sem verdur til vid pad er sidan
notadur til pess ad framleida lifetanol.

Vid etandl framleidslu er notast vid lifmassa sem inniheldur hatt
hlutfall sykra en misjafnt er eftir plontum hvada sykrur, og hversu mikid
af peim er til stadar. Misjafnt er eftir Iondum hvada lifmassi er notadur til

framleidslunnar.!*

1.5.1 Saga lifetanélframleidslu

[ Brasiliu er haegt ad rekja notkun etandls framleitt ar sykurreyr sem
eldsneytis aftur til annars og pridja aratugs sidustu aldar, pegar billinn var
fyrst kynntur i landinu.

Framleidsla etanols nadi hdmarki pegar seinni heimsstyrjoldin

stod yfir vegna hattunnar sem stafadi af arasum pyskra kafbata a
mannvirki tengd oliuframleidslu. Eftir stridid nadi leekkadi verd a
jardefnaeldsneyti mikid sem vard til pess ad notkun etan6ls minnkadi
mikid. Arid 1973 skall & oliukreppa og hakkadi heimsmarkadsverd 4 oliu
mikid. Petta hafdi mjog sleem ahrif & efnahag Brasiliu, en kostnadur vid
oliukaup nam pa um helmingi allra Gtflutningstekna landsins. Brasilia
var a pessum tima pridji steersti framleidandi sykurreyrs i heiminum og
par sem ad lagt verd fékkst fyrir sykur var st akvordun tekin ad breyta
hluta sykureyrsins i lifetandl. petta verkefni var sett af stad arid 1975 og
kalladgist PROALCOHOL, en verkefnid var fjarmagnad og styrkt af
rikinu. Byrjad var & pvi ad nota E10 bléndu etandls i bensin og svo eftir

bvi sem &rin lidu var hlutfall etanéls aukid.™*

"2 7hu, L., O‘Dwyer, J.P. ofl. 2008

Sanchez, 0. J. og Cardona, C. A., 2007
Goldemberg, J., 2006.
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Lifetanol er sa endurnyjanlegi orkugjafi sem mest er framleitt af i
heiminum i dag. Bandarikin sem lengi voru annar steersti etanol
framleidandi heims a eftir Brasiliu eru na steerstu framleidendur pess i
heiminum. Arid 2006 voru framleiddir 18.376 milljon litrar af

etanoli i Bandarikjunum en 16.998
milljon litrar i Brasiliu. Heildar
framleidslan i heiminum pad ar var
51.056 milljon litar.**> A3 medaltali er

73% etandls framleitt til eldsneytis

notkunar, 17% i &fenga drykki og 10%

til idnadarnota.'*®

Etandl er haegt ad blanda i litlum
styrkleika vid bensin til ad auka
surefnismagn i eldsneytinu og er pa
notad i stad MTBE sem er nu talid vera

krabbameinsvaldandi. Sidan snemma
ars 2006 hefur etandli verio blandad i Mynd 8- Lifeldsneytisdeela Y7
ad minnsta kosti 30% bensins i Bandarikjunum. Algengasta blandan er
10% etandl, einnig pekkt sem E10 sem getur knGid 6l fararteeki og vélar
sem ganga fyrir bensini. Etandl er einnig notad i haerri styrk, ad 85% sem
kallast E85. E85 er notad a svokallada “flexible-fuel* bila, en vélum

beirra hefur verid breytt litillega til ad geta gengid fyrir pvi.*8

1.5.2 Framleidsla og framleidsluadferdir

Framleidslu lifetandls sem og annars lifeldsneytis i Bandarikjunum er
haldid aftur af skorti & reektunarlandi, en til ad framleida naegilega mikid
lifetanol ur korni fyrir helming bilaflota Bandarikamanna pyrfti ad nyta
80% alls raektunarlands landsins undir framleidsluna. I heiminum i dag er
einmitt mikil umraeda um pad hvort nota eigi hraefni s.s. korn sem haegt
er ad nota til manneldis til pess ad framleida lifetandl, en matveeli eru af

mjog skornum skammti vida i heiminum.Vegna pessa er horft til flokins
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Sanchez, O. J. og Cardona, C. A., 2007
Sanchez, O. ). og Cardona, C. A., 2007
Center of American Progress, 2006
Sawin, J.L., 2006.
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lifmassa sem inniheldur sellul6sa og hemisellul6sa, en pessi lifmassi er
ekki notadur til manneldis og er til stadar i mjog miklu magni. Neegur
flokinn lifmassi & ad vera til stadar i Bandarikjunum til ad heaegt sé ad
skipta Ut um pridjung af bensini sem notad er par fyrir lifetandl. Pad er pd
had pvi ad heegt sé ad framleida lifetanol ur floknum lifmassa a
hagkveemari hatt en hagt er i dag.'*®
Margir gersveppir og nokkrar bakteriur geta gerjad sykrur yfir i
etanol med mjog haum heimtum, en vid framleidslu etanols a
idnadarskala er adallega notast vid gersveppi sem tilheyra ettkvisl
Saccharomyces (helst S. cerevisiae 0gS. carlsbergensis). Notkun
gersveppa til framleidslu etandls hefur pé sina kosti og 6kosti.*?°
Mikilveegur pattur hagkveemrar etanolframleidslu ar floknum
lifmassa eru heimtur etanols Ur gerjun hydrolysata. Krofurnar sem gerdar
eru til 6rvera sem notadar eru til framleidslunnar eru meiri og floknari en
peer krofur sem gerdar eru til 6rvera sem framleida etandl adeins ur
tvisykrum (Cy2) og hexosum (Cg), en S. cerevisiae er adallega notadur til
pbess. Vid hydrolyseringu hemisellul6sa myndast téluvert magn pentdsa
(Cs) sem villigerd S. cerevisiae getur ekki gerjad. Par ad auki, eins og
komid hefur fram, myndast ymis hindrandi efni vid formedhdndlun
lifmassans sem haegja & eda hindra voxt 6rvera. Pol gegn pessum efnum,
asamt pol gegn haum styrk etandls eru einnig mjog mikilveagir paettir.*?!
Skortur hefur verid & 6rverum sem geta uppfyllt 61l pau skilyrdi
sem parf til ad geta talist sem hagkvaemur kostur til lifetandl framleidslu
ar floknum lifmassa. Eftirfarandi er samantekt a helst eiginleikum sem
orvera sem notud er til etandlframleidslu parf bua yfir:
e Heimtur etandls purfa ad vera meiri en 90% af fraeedilegum
heimtum.
e bola styrk etanéls sem er meiri en 40 g L™.
e Geta vaxio vid einfaldar og odyrar adstsedur.

e Geta vaxid vid tilvist hindrandi efna i 6pynntum hydrélysétum.
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Maris, A. J. A. van o.fl., 2006.
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e Geta vaxio vid hatt syru-/hitastig til ad hindra mengun i

reektinni. 1?2

I hatt i prja aratugi hafa menn verid ad einangra drverur og reynt ad
breyta peim og beeta med erfdataekni i peim tilgangi ad framleida meira
etandl. I pessu sambandi skiptir xyldsi mestu mali par sem hann er
algengasti pentosinn i floknum lifmassa. Best hefur gengid ad gera
breytingar a erfdamengi Gram-neikvadra bakteria s.s. Escheriachia coli,
Klebsiella oxytoca og Zymomonas mobilis.*? T tilfellum E. coli og K.
oxytoca beindust genabreytingarnar ad pvi ad auka framleidslu etanéls og
ad feekka 6drum afurdoum gerjunnar, en pessar bakteriur geta pegar gerjad
téluverdan fjélda sykra.'?**% Z. mobilis getur hinsvegar pegar framleitt
etandl med mjog hdum heimtum en vex adeins & sukrésa, glikdsa og
fruktosa, og pvi hafa genabreytingarnar beinst ad pvi ad fjélga peim

sykrum sem Z. mobilis getur gerjad, sérstaklega arabinésa og xylésa.*?

1.6 Hitakeaerar bakteriur

Margir umhverfispaettir hafa ahrif & voxt bakteria og er hitastig einn sa
mikilveegasti. Hitastig getur haft ahrif & lifverur & tvo vegu, med
haekkandi hitastigi eykst hradi efna- og ensimhvarfa i frumunni og voxtur
frumunnar verdur hradari. Pessum aukna vaxtarhrada fylgja p6 homlur,
bvi pegar hitastigid verdur of hatt veldur pad edlissviptingu préteina i
frumunni og dauda frumunnar.**’

Akvedin tegund bakteriu getur adeins vaxid & vissu hitastigsbili.
Ef hitastig er leegra en lagmarkshitastig bakteriu vex han ekki.
Kjorhitastig bakteriu er pad hitastig par sem ad vOxtur hennar er sem
hradastur en ef hitastig fer yfir hamarkshitastig vex bakterian ekki, en

bakterium er skipt i flokka eftir pvi hvert kjérhitastig peirra er.*?%1%°

Dien, B. S., Cotta, M. A. og Jeffries, T. W., 2003.
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Bakteriur sem vaxa vid hitastig sem er & bilinu 45-80°C eru
kalladar hitakaerar bakteriur. par er ad finna m.a. & hverasveedum og
6drum jarohitasvaedum en demigerd hitaker bakteria vex vid hitastig &
bilinu 45-68°C og hefur kjorhitastig vid 60°C.**

Bakteriur sem vaxa vid hitastig a bilinu 80°C-100°C eru kalladar
hahitakaerar bakteriur en deemigerd hahitakaer bakteria vex vid hitastig &
bilinu 65 — 95°C med kjorhitastig um 88°C. Eldkeerar bakteriur eru peer
fornbakteriur kalladar sem geta vaxid vid hitastig yfir 100°C, peer vaxa a
bilinu 90 — 115°C en daemi um slika bakteriu er Pyrolobus fumarii sem
hefur kjorhitastig um 106°C."** Til eru hahitakarar bakteriur sem geta
vaxid vio hitastig sem er heerra en 100°C en i peim tilfellum er prystingur
einnig til stadar til ad halda vatninu fra pvi ad verda ad gufu. Talid er ad
heesta hitastig sem bakteriur pola sé a bilinu 120-130°C en vid pad
hitastig eydilegst ATP.**

Heimkynni hitakerra bakteria geta verid mjog mismunandi pé
svo ad peer séu algengastar a hvera- og jarohitasveedum pa finnast peaer a
mun fleiri stédum en flestir gera sér grein fyrir. Til deemis getur
jardvegur sem verdur fyrir beinu solarljési nad hitastigi sem hefir
einhverjum hitakeerum bakterium og pvi er peer ad finna i nanast 6llum
viskerfum. Hitakaerar bakteriur ma einnig finna i hitudu idnadarvatni,
heitavatns hiturum, vatni fyrir keeliturna kjarnorkuvera og a fleiri
manngerdum stédum.**

Protein fruma eru ein helsta asteeda pess ad voxtur bakteria
takmarkast med hakkandi hitastigi. Hitakeerar bakteriur purfa ad hafa
hitapolin protein, en morg protein midlungshitakaera bakteria verda
0stodug vid hatt hitastig. Undir venjulegum kringumstaedum fara protein
i umfrymi midlungshitakeera bakteria ad edlissviptast ef pau eru vid 60°C
i 8-10 minGtur, en sambeerileg protein i hitakeerum bakterium myndi pola

bennan hita.***

3% Madigan, M.T. o.fl., 2003:152-156

Madigan, M.T. o.fl., 2003:152

Perry, J.J., Staley, J.T. og Lory, S., 2002:143
Perry, J.J., Staley, J.T. og Lory, S., 2002:142-143
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Rannsdknir a hitapolnum ensimum hafa synt ad amindsyruradir
beirra og samberilegra ensima Ur midlungshitakeerum bakterium eru
nanast eins, fyrir utan érfaar amindsyrur. Svo virdist sem ad med pvi ad
skipta Gt einni eda nokkrum aminésyrum a mikilveegum stédum i
ensiminu er haegt ad breyta byggingu ensimsins pannig ad pad poli heerri
hitastig. Stodugleiki prdteina i hahitakeerum bakterium er enn meiri
heldur en hja hitakeerum bakterium vegna pess ad protein peirra hafa
fleiri jonatengi milli plus- og minushladinna amindsyra, en vatnsfelnum
hlutum proéteinanna er lika pakkad péttar saman i midju peirra, sem eykur
hitapolid. Hahitakeerar bakteriur framleida einnig ymis efni sem vernda
protein peirra fyrir hitanum.*® bessi eiginleiki proteina hahitakeera
bakteria getur komid ad gédum notum, en gott demi um ensim ar
hahitakeeri bakteriu sem notad er mikid i dag er Taq polymerase sem
einangrad var Ur bakteriunni Thermus aquaticus. Taq polymerase er mjog
mikilveegur pattur i fjélfoldun DNA og er ein adal orsok peirra framfara

sem hafa ordid i erfdafraedi a sidustu arum.*®

1.6.1 Hitakeerar etanolframleidandi bakteriur

A sidustu arum hefur & meiri athygli verid ad beinast ad hitakaerum
etanodlframleidandi bakterium sem stadgenglar gersveppa i
idnadarframleidslu etandls. Hatt vaxtarhitastig peirra bidur upp & ymsa
kosti umfram gersveppi, svo sem audveldari heimtur lokaafurda, minni
heettu & mengun og aukna getu peirra til ad gerja fleiri og odyrari
kolefnagjafa. pessir eiginleikar eru mikilveegir pegar kemur ad pvi ad
framleida etandl ar floknum lifmassa og sérstaklega ef pad er gert med
SSF-adferdinni (e. simultaneous saccharification and fermentation) par
sem vatnsrof lifmassans og gerjun sykrana fer fram samtimis.**"*%®
pekktir eru nokkrir bakteriustofnar sem vitad er ad geta gerjad flestar
gerdir sykra sem fast ar lignosellulédsa yfir i etanol. Sumir stofnar geta

jafnvel gert pad med haum heimtum sem er mjog gédur eiginleiki. bessar

35 Madigan, M.T. o.fl., 2003:157

Madigan, M.T. o.fl., 2003:157
Avci, A., Dbnmez, S., 2005
Lens, P., Westermann, P. og Haberbauer, M., 2005
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bakteriur geta po haft vissa dkosti svo sem lagt etandl- og hvarfefnapol,
asamt pvi ad mynda fleiri aukaafurdir vid gerjun t.d. ediksyru og vetni.
Skortur er & pekkingu og reynslu af notkun pessara bakteria, sérstaklega a
idnadarskala.™*®

Medal pekktra hitakaerra bakteria eru tegundir sem tilheyra
gttkvislunum Clostridium, Caloramator, Thermoanaerobium,
Thermoanaerobacter og Thermoanaerobacterium.'*® Etanél framleidsla
hitakerra bakteria a bord vid paer sem hér voru upptaldar hefur verid
bekkt i fjolda ara. Sa stofn sem synt hefur hvad bestar etan6l heimtur er
Thermoanaerobacter ethanolicus, en & glukdsa hefur hann synt etandl
heimtur allt ad 1.9 mol-EtOH/mol gldkésa.**" Annar
Thermoanaerobacter stofn sem hefur synt gédar etandl heimtur er T.

thermohydrosulfuricus, med 1.5 mol-EtOH/mol glukésa. *?

1.7 Efnaskipti

Allar frumur purfa orku. pessarar orku er haegt ad afla med premur
leidum: Ur lifrenum efnum, ar olifreenum efnum eda ar 1jési.

Oll nattaruleg lifreen efni og jafnvel flest tilbuin lifreen efni eru brotin
nidur af einni eda fleiri drverum. Orkan faest med oxun efnisins og er
orkan sidan geymd i frumunni sem haorkusameindin adenosine
triphosphate, ATP.

Sumar orverur geta adeins framkveemt petta pegar surefni er ekKki
til stadar i umhverfinu p.e. vid loftfirrtar adstaedur (e. anaerobes).*®
Loftfirrtar bakteriur eru flokkadar i tvo hopa, annarsvegar i kjorfrjalsar
(e. aerotolerant) loftfirrtar bakteriur sem geta lifad hvort sem ad sarefni
er til stadar edur ei, og hinsvegar skilyrtar (e. obligate) loftfirrtar

bakteriur sem ad drepast i tilvist sirefnis.***

139 Reith, J.H., Uil, H. den o.fl., 2001
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1.7.1 Gerjun

Ondun og gerjun eru tveir megin efnaskiptaferlar lifvera. I grofum
drattum ma segja ad dndun krefjist sdrefnis en gerjun gerist vid loftfirrtar
adstaedur. Gerjun er mun algengari i dreifkjérnungum en
heilkjérnungum.**®

[ gerjun eru efni brotin nidur i loftfirrtu ferli. 1 pessu ferli er
enginn utanadkomandi loka elektrénupegi. Umrdédun verdur i
vidkomandi efni sem leidir til pess ad orka losnar sem er bundin vid ADP
og ATP myndast. Oxun og afoxun eiga sér stad i jafn miklu meli. Orkan
myndast i ferli sem kallast fosforun & hvarfefnastigi (e. substrate level
phosphorylation, SLP). | pessu ferli myndast mun minni orka en vid
ondun, en vid gerjun myndast adeins 2 ATP.*®
Vid ondun myndast ATP hinsvegar med oxandi fosforun (e. oxidative
phosphorylation), p.e. ATP myndast med styrkleikamun & proténum yfir
frumuhimnu (e. proton motive force) en vid éndun myndast 36-38
ATP.M

Flestar loftfirrtar bakteriur notast vid ferli sem kallast glykélysa
(e. Embden-Meyerhof pathway) til ad brjéta glukésa nidur i tveer einingar
pyruvats, en pad er gert med rod tiu ensimhvarfa. Glykdlysan er
jafnframt fyrsti hluti i nidurbrotsferli glukoésa hja lofthadum
bakterium.*®*° Hagt er ad skipta glykélysunni nidur i prji adalstig:
1. Undirbunings hvorf, 2. Oxunar hvérf og 3. Myndun gerjunarafurda.
[ fyrsta stiginu er glukosa umbreytt i tvo glyseraldehyd-3-fosfat (an
oxunar/afoxunar) med fjérum ensimhvérfum og parfnast tvo peirra ATP,
svo ad i upphafi parf ad nota tvd ATP. [ 6dru stiginu eru tvo pyruvat
myndud med sex efnhvérfum sem leida til pess ad fjogur ATP og tvo
NADH myndast. Afdrif pyruvats eru élik i mismunandi lifverum en oft
er pyruvat afoxad til pess ad endurafoxa NAD™ i NADH.

S perry, J.J., Staley, J.T. og Lory, S., 2002:166

Madigan, M.T. o.fl., 2003:119

Perry, J.J., Staley, J.T. og Lory, S., 2002:172-173
McMurry, J., Simanek, E., 2007:550-551
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[ pridja stiginu fer fram myndun afoxadra afurda s.s. etandls, ediksyru,
mjélkursyru, koldioxids og vetnis. Vid myndun mjélkursyru og etanols er
NADH oxad yfir i NAD+.
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2 Efni og adferdir

2.1 At

Notad var grunnati Basal medium (BM), sem er sérhannad fyrir
loftfirrtar bakterfur.™®® /tid var samsett ir nokkrum mismunandi
stofnlausnum sem innihéldu i g/L af eimudu vatni: (A) NaH,PO, 276; (B)
Na;HPQO, 284; (C) Rezazurin 0,1; (D) NaCl 24; NH,CI 24; CaCl,-2H,0
8,8; MgCl»-6H,0 8,0; (E) NaHCO3 80; (F) FeCl-4H,0 2,0; EDTA 0,5;
CuCl,0,03; H3BO30,05; ZnCl, 0,05; MnCl,-4H,0 0,05; (NH4)sM07024-
4H,0 0,05; AICI; 0,05; CoCl,-6H,0 0,05; Na,W0,0,01; Na;SeO,0,3
(mg); (G) vitaminblanda samkvaemt DSMZ eti 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 peer var beett samsvarandi magni af vatni til ad
fa 1M lokastyrk buffersins (Vidauki I1).

Vid gerd etisins 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,
s00id og keelt & is undir kdfnunarefnisflaedi (N2). P4 voru 18,0 ml af ati
settir i 120 ml glos (e. serum bottles) sem lokad var med butyl
gummitdéppum og alhettum. Fléskurnar voru ad lokum gerdar loftfirrtar
med Nz, (studst var vid Hungate teekni) og daudhreinsadar. Fyrir hvern
litra af eti var 50 ml lausn C1 (lausn G 1ml; F 1ml; D 12,5ml; eimad vatn
35,5ml) og 10 ml af lausn C2 (lausn E 9ml; Cystein chloride 0,5g; H 1ml)
beett i aetid rétt fyrir sdningu. Syrustig var stillt af med 6M saltsyru (HCI)
0g 2M natriumhydroxidi (NaOH) fyrir sudu. Allar lausnir sem bzta
burfti i &tid eftir daudhreinsun (C1, Cz, glukési, xylési og hydrélysot)

voru siadar gegnum 45um filter i daudhreinsadar loftfirrtar floskur.

% Brlygsson, 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 ar
reektunarvokva bakterianna med sprautu og bakteriurnar adskildar fra
med filter (45 pm). Tvohundrud pL af rektunarvokva var blandad saman
vid 100uL af maurasyru, 100 pL af crotonic syru og 600 uL eimad vatn,
sett i litil synaglos med tappa og i 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 stédugt i 1 min. Sidan var pad heekkad um 10°C i 8 minatur
pannig ad 160°C var n&d. bvi hitastigi var vidhaldid i 10 minatur.

2.2.2 Vetnismeeling

Framleidsla vetnis er reiknud Ut fra hlutfallslegum malingum a 0,2 ml
afgasfasanum. Gas var dregid upp i nal i sprautu (200ul) og sett
handvirkt & stluna. Vetni var melt med Perkin Elmer
gasadgreiningartaeki (GC) med TDC-nema (e. thermal conductivity
detector). Salan 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. | gegnum suluna for kéfnunarefni
og var fledid sett a 15 ml min-1 0g vidbotarfledi (e.make up) var 5 ml

mint. Stadalkdrfa var buin til Gt fra vetnisstodlum.

2.2.3 Ljésgleypnimeelingar
peéttni i rektum var mald med ljosgleypnimeeli (Perkin Elmer). Syni voru

tekin ar reektum (1 mL)og pau meld vid 600 nm.
2.3 Framkvaemd tilrauna

2.3.1 Stofnar

Fjérir stofnar voru notadir i tilraunum, en peir hafa verid einangradir ur fyrri
verkefnum vid Haskolann & Akureyri. Stofnarnir eru einkenndir med Ak 17, 25-
07-C, 64-07-X og 66-07-G.
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2.3.2 Kjorsyrustigs tilraun (pHopt)

Tilraun var gerd a 6llum stofnum (Aky7, 25-07-C, 64-07-X, 66-07-G) til
ad athuga kjorsyrustig. Tilraunin var framkvaemd vid sex mismunandi
syrustig, pH 4-9. Meld var ljésgleypni & timaeiningu og ut fra pvi
reiknadur vaxtarhradi og kynslodartimi vid hvert syrustig.

2.3.3 Kjorhitastigs tilraun (Tp)

Kjor hitstigstilraun var framkveemd vid fjégur mismunandi hitastig,
50°C, 60°C, 70°C og 75°C og raektad var vid syrurstig sem kom best Gt
samkveemt kjorsyrustigs tilrauninni. Ljésgleypni var meld & timaeiningu

0g ut fra pvi reiknadur vaxtarhradi og kynslodartimi vid hvert hitastig

fyrir sig.

2.3.4 Mismunandi kolefnagjafar

Voxtur allra stofnanna & mismunandi hvarfefnum var kannadur.
Stofnunum var sad & mismunandi kolefnagjafa og og reektad var i eina
viku. pa voru lokaafurdir maeldar. S&d var 1 ml af ferskri raekt i 49 ml af
&ti sem innihélt mismunandi kolefnagjafa. Styrkur hvarfefna var 20mM
en i peim tilfellum sem um fjollidur var ad rada var strykurinn 2 g I™.
Kolefnagjafar sem notadir voru eru eftirfarandi: Arabinosi, fraktdsi,
galaktdsi, glukosi, laktdsi, mannosi, ribdsi, sukrdsi, xyldsi, alanin,
systein, glysin, histidin, serin, preonin, aspartat, kasamindsyra, krotonat,
format, glutamat, laktat, malat, oxalat, pyravat, succinat, sellulési, pektin,

xylan, pepton, trypton, 10sin, inisitol, sorbitol og beef extract.

2.3.5 Tilraunir med hydroélysot

Hydrolysot voru utbuin fyrir mismunandi lifmassa. Um er ad raeeda sex
mismunandi lifmassa: Whatman siupappir, glanspappir, fréttabl6d med
0g an bleks, sag og gras (Phleum pratense). Whatman pappir
samanstendur af 99% selluldsa og var notadur sem viomid. Grasid var
purkad yfir nétt vid 50°C og brytjad nidur i litla bita (< 3 mm). Allar
tegundir pappirs voru skornar nidur i reemur og svo Klipptur med
skeerum.

Vigtud voru 10 g af hverjum lifmassa ofan i Waring blandara og fyllt upp

i 400 g af eimudu vatni (2,5% DW). Lifmassa og vatni var svo blandad
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saman i 1 minutu, eda uns lausnin var ordin einsleit. Sidan hvorri bléndu
fyrir sig hellt i 500 ml flésku og setta i daudhreinsunartaeki i 90 mindtur.
Eftir daudhreinsun voru fléskurnar keeldar nidur i herbergishita og
syrurstig melt og jafnad ad pH 5,0, annad hvort med HCI eda NaOH.
Naest var ensimunum beett Ut i, 1 ml af Celluclast® og 1 ml af
Novozymes 188 og peer settar i hitabad i 68 klukkustundir vid 45°C.
Loks var svo syrustig melt og adlaga fyrir hvern og einn stofn.

Gerdar voru tveer tilraunir med hydrolysot. I fyrri tilraun var aherslan
16gd & samanburd a framleidslu etandls & mismunandi hraefni en i sidari
hlutanum var 16g0 ahersla a styrk hydrolysatanna & nytni

etanolframleidslunnar.
Fyrri tilraun

[ fyrri HL tilrauninni var styrkur hydrolysata (HL) 30% viv.
Tilraunaglés sem vorum med HL innihéldu sama magn af 6llum 6drum
efnum sem adur var sagt fra. /ti var aldrei pynnt Gt med efnum eins og
sOltum, snefilefnum eda vitaminum. Gerjunartimi var ein vika og syni

fyrir fitusyrur, etandl og vetni voru tekin i byrjun og enda vaxtartima.
Seinni tilraun

Onnur tilraun var framkvaemd par sem stofnum var sad & mismunandi
styrk HL og lokaafurdir meeldar. Sad var 1 ml af ferskri raekt i 49 ml af
&ti sem innihélt mismunandi styrk HL ar mismunandi lignésellulésa.
Styrkur HL var 20, 50, 70% v/v. Tilraunaglds med mismunandi styrk HL
innihéldu sama magn af éllum 6drum efnum sem adur var sagt fra. Ati
var aldrei pynnt Gt med efnum eins og soltum, snefilefnum eda
vitaminum. Gerjunartimi var ein vika og syni fyrir fitusyrur, etanol og

vetni voru tekin i byrjun og enda vaxtartima.

2.3.6 Etandlpol

Tilraun var gerd a stofnunum til ad akvarda hamarkspol peirra gegn
etandli. Tilraunin var framkveemd i 23 ml tilraunafléskum sem innihélt
10 ml af e&ti og mismunandi styrkleika etanols (0%, 0,2%, 0,4%, 0,8%,
1,6%, 3,2%, 6,4% og 8%). Upphafsstyrkur glikdsa var 20 mM af
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glukosa og
2 g I af gerseydi en vidmidunar syni innhélt hvorki etandl né glikosa.
Ljosgleypni var meeld i upphafi og enda tilraunarinnar (ODgqp) til ad

akvarda minnsta styrk efnis sem hindrar voxt bakteriunnar.

2.3.7 Radgreining stofna

Radgreining (PCR) var gerd & 16S rRNA geni stofnanna, voru genin
maognud upp Ur DNA med F9 og R1544 primerunum, sem eru sértekir
fyrir gen bakteria. I flestum tilfellum 6-700 bp notud vid radgreininguna.
PCR afurdirnar radgreindar med 16S rRNA primerunum F9, F515,
F1392, R357, F1195, og R1544 med pvi ad nota ,, Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems)“. bPvi nest
var DNA-id greint med 3730 DNA greini fra Applied Biosystems.
Basarddin var synd og greind med radgreini (Gene Code Corporation).***
Rodunum ar 16S rRNA greiningunni var hladid inn i NCBI
gagnagrunninn med pvi ad notast vid BLASTn. Ribosomal Datanase
Project var einnig notad til ad na i basaradir skyldra stofna. Radirnar sem
voru skyldastar basar6dum stofnanna var radad inn i BioEdit og ClustalX
par sem samrédun var gerd adur en ad skyldleikatré var buid til. Forritid
TreeCon var notad til ad skoda skyldleikatrén. Zymomonas mobilis var

valin sem (thopur.

151

Skirnisddttir, S. o. fl., 2000
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3 Nidurstoour

3.1 Stofnar Ak 17, 64-07-X, 66-07-G og 25-07-C

Ymsar nidurstodur sem fjalla um stofna Ak 17, 64-07-X,66-07-G og 25-
07-C eru ur rannséknum sem Maney Sveinsdottir og Hilma Eidsdottir
Bakken framkveemdu og eru birtar med godfuslegu leyfi peirra.
Nidurstodur sem fjalla um voxt & mismunandi kolefnagjofum hja stofni
Ak 17 eru ur meistararitgerd Steinars Rafns Beck Baldurssonar og eru

birtar med gddfuslegu leyfi hans.

3.1.1 Kjorhitastig (Tp) 09 kjorsyrustig (pHop:) Stofnana
Stofn Ak 17 var einangradur vid 65°C, en stofnar 64-07-X og 66-07-G
voru einangradir vid 60°C og stofn 25-07-C var einangradur vid 50°C.
Gerdar voru vaxtatilraunir & 6llum stofnunum vid mismunandi hitastig og
reyndist kjorhitastig stofnana reyndist vera a bilinu 50-60°C, leegst hja
25-07-C og haest hja 64-07-X og 66-07-G. Vid kjorhitastig stofnanna var
kynslodartimi peirra meaeldur og var hann a bilinu 0,71-1,97 klst. Stofn
25-07-C var med stystan kynslédartima 0,71 klst en stofn 66-07-G var
med lengstan kynslédartima, 1,95 kist. Einnig var ljésgleypni (ODgoonm)
meeld hja 6llum stofnunum, meeldist hdn mest hja stofni 25-07-C, 1,85 og
minnst hja stofni 64-07-X, 1,24.

Tafla 1 - Kjorhitastig stofna

Einangrunar hitastig (°C) Kjorhitastig (°C)  Kynslodartimi  Ljosgleypni

Ak17 65 58 1,24 1,27
64-07-X 60 60 1,01 1,24
66-07-G 60 60 1,95 1,63
25-07-C 50 50 0,71 1,82

Stofnarnir voru einangradir vid syrustig a bilinu pH 6-7, stofn Ak 17 vid
pH 6 en hinir vid pH 7. Vid kjorhitastig var kjorsyrustig fundid, gerd var
vaxtartilraun vid mismunandi syrustig. Kjorsyrustig stofnanna var a
bilinu pH 5-8. Stofnar 64-07-X og 66-07-G voru med laegsta
kjorsyrustigid, pH 5, en stofn Ak 17 var hast kjorsyrustig, pH 8. Vid
kjorsyrustig var kynslodartimi stofnanna & bilinu 0,39-1,33 Kklst. Stofn

25-07-C var med stystan kynslddartima, en stofn 66-07-G var med
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lengstan.

Ljésgleypni (ODgoonm) Stofnanna var einnig meeld og var a bilinu 1,07-
1,78. bar sem stofn 64-07-X var med laegsta ljosgleypni en stofn 66-07-G

med haesta.

Tafla 2 - Kjorsyrustig stofna

Einangrunar syrustig (pH) Kjorsyrustig  Kynslodartimi  Ljosgleypni

Ak17 6 6 0,40 1,24
64-07-X 7 5 0,90 1,07
66-07-G 7 5 1,33 1,78
25-07-C 7 8 0,39 1,59

3.1.2 Glukdsa og xylodsa tilraun

Stofnunum var sad i &ti med 20 mM glukoésa og 20 mM xyldsa. Ad
vexti loknum voru gerjunarafurdir maeldar og eru nidurstédurnar syndar i
toflu 3.

Stofnarnir framleiddu etandl & bilinu 23,9-33,9 mM & 20 mM af glukoésa.
Stofn 66-07-G framleiddi minnst, en stofn Ak 17 framleiddi mest. pessi
framleidsla samsvarar 1,2-1,7 mol-EtOH/mol glukédsa en pad er 60-85%
af freedilegum heimtum.

Stofnarnir framleiddu etandl & bilinu 11,8-24,9 mM & 20 mM af xyldsa.
Stofn 66-07-G framleiddi minnst, en stofn Ak 17 framleiddi mest. pessi
framleidsla samsvarar 0,59- 1,25 mél-EtOH/mol xylosa.

Stofnarnir framleiddu um 7,1-13,9 mM af ediksyru & glikosa, en &
xylésa var ediksyruframleidsla a bilinu 3,7-12,8 mM, par sem stofn 66-
07-G framleiddi minnst en stofn 25-07-C mest.

Engin vetnisframleidsla var hja stofni 25-07-C & hvorugri einsykru.
Vetnisframleidsla hinna stofnanna var & bilinu 9,9-11,8 mmoél I &
glukosa, stofn 66-07-G framleiddi minnst, en stofn 64-07-G mest. Stofn
66-07-G framleiddi 3,7 mmal I'* af vetni 4 xyldsa og stofn 64-07-X
framleiddi 17,3 mmol I"* af vetni & xyl6sa, engin framleidsla var & vetni
hja Ak 17.
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Tafla 3 - Glukésa og xyldsa tilraun

Glakési (20 mM) Xylési (20 mM)

Stofn Etanol | Ediksyra Vetni Etanal Ediksyra Vetni
(mM) (mM) (mmal i) (mM) (mM) (mmol )
Ak 17 33,9 9,6 11,8 24,9 10,1 0,0
64-07-X 24,8 10,7 13,4 20,9 11,2 17,3
66-07-G 23,9 7,1 9,9 11,8 3,7 3,2
25-C07- 29,9 13,9 0,0 22,5 12,8 0,0

3.1.3 Voxtur a mismunandi kolefnagjofum

Adur en hagt er ad dkveda hafi stofnanna i ad framleida etanol Gr
fléknum lifmassa, var tilraun & vaxtareiginleikum & einsykrum
framkveemd.

Stofni Ak 17 var sad a 24 mismunandi kolefnagjafa, en stofnum 64-07-X,
66-07-G og 25-07-C var sad & 34 mismunandi kolefnagjafa til ad skoda
fjolbreytileika efna skipta peirra. Tafla 4 synir hvada kolefnagjofum

stofnarnir gatu vaxio a.

Tafla 4 - Voxtur & mism. kolefnagjofum

Kolefnagjafar Stofna Ak17  Stofn 64-07-X  Stofn 66-07-G ~ Stofn 25-07-C
Arabindsi ++ - ++ 3
Fruktosi ++ +++ ++H++ -
Galaktosi +++ ++ s :
Glukosi +++ - 4+ 4+
Mannosi +++ ++ +++ 4+
Ribosi s+t - - +
Xylosi +++ + ++ +
Laktosi ++ ++ +++ R
Sukrosi ++++ ++ 4 _
Serin ++ = z B
Selluldsi - ++++ ++++ ++++
brednin - z = S
Casamino syra - = 2 7
Oxalat - - ++ +
Pektin - ++ ++4+ +
Xylan - ++ +HEE +H++
Pepton - - - ¥

+=]josgleypni < 0.2
++=1ljosgleypni 0.2- 0.3
+++=ljosgleypni 0.5-1.0
++++ =ljosgleypni > 1.0

Stofn Ak 17 Ox best & sukrosa, par sem ljosgleypnin (ODgoonm) for yfir
1,0 ad fradregnu viomidi (gerseydi; YE). Stofninn 0x pé einnig vel &
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galaktdsa, glukdsa, mannosa, ribosa og xylosa. Stofn 64-07-X 0x best &
sellulésa, en einnig 6x hann vel & fruktosa. Stofn 66-07-G 6x best &
fraktdsa, glikdsa , selluldsa og xylan, par sem ljosgleypnin(ODgoonm) for
yfir 1,0 ad fradregnum kontol. Stofninn 6x einnig vel & laktésa, mannosa,
galaktdsa, sukrosa og pektin. Stofn 25-07-C 6x best & glukosa, manndsa,
sellulésa og xylan, einnig 6x hann vel & fruktosa.

Minni voxtur var & 6drum kolefnagjéfum og enginn voxtur var a peim
kolefnagjofum sem ekki eru taldir upp i toflu 4 en eru taldir upp i

framkvaemd.

3.1.4 Etanolpol

Etanolpol stofnana var kannad og ma sja nidurstodurnar i toéflu 5
hér fyrir nedan. Par sést ad stofnarnir geta vaxid vid etanolstyrk 3,2%, en

ekki pegar styrkur etanols var heerri.

Tafla 5 - Etanélpol stofna

% vol/vol

Stofn 0 02|04 (08 1,6 3,2 | 6,2 8
Ak 17 - - - + + - - -
64-07-X | + + + + + - : <
66-07-G | + + + - - - - .
25-07-C | + - - - - - - -

3.1.5 Hydrolysot — fyrri tilraun

Stofnunum var éllum sad i @ti sem innihélt 30% (0.75 g I"Y)HL 0r sex
mismunandi gerdum lifmassa: sellulosi (Whatman pappir), glanspappir,
dagbladapappir, 6aprentadur dagbladapappir, vidarsag og gras. Almennt
var magn etanélframleidslu i eftirfarandi rod: sellulési > glanspappir >
gras > 6aprentadur dagbladapappir > dagbladapappir > vidarsag. Allir
stofnarnir framleiddu mest etandl a sellulésa. Stofn Ak 17framleiddi mest
etandl, 43,6 mM ur HL sellul6sa en stofn 64-07-X framleiddi adeins 23,3
mM. Magn gerjunarafurda ur HL sellul6sa var i samhengi vid pad sem
var framleitt & glukosa (tafla 3). Magn gerjunarafurda sem framleitt var
ar HL grass var yfirleitt minna en 30% af magni framleiddra

gerjunarafurda ar HL sellulésa.
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Gerjun HL ar glanspappir, 6aprentudum dagbladapappir og
dagbladapappir leiddi oftast til minni etanolframleidslu heldur en maldist
vid gerjun HL ur grasi. Stofn 66-07-G var eini stofninn sem ekki
framleiddi neinar gerjunarafurdir & glanspappir. Enginn stofnanna

framleiddi neinar gerjunarafurdir i einhverju meeli & HL 0r vidarsagi.

Tafla 6 - Gerjunarafurdir stofna a 30% HL

Stofn Gerjunarafurdir  Sellulési Glanspappir Oapr.daghl. Dagbl.pappir Vidarsag Gras
pappir
Vetni 15,9 8,8 2,1 0,9 2,3 1,7
Ak17 Etanol 43,6 20,6 15,2 14,6 3,4 21,9
Ediksyra 16,4 8,0 0,9 0,3 1,7 1,6
Vetni 4,9 2,9 2,8 3,6 0 0
25-07-C  Etandl 28,0 16,7 9,6 15,1 6,6 16,4
Ediksyra 10,0 6,0 6,1 8,3 3,9 12,1
Vetni 14,2 8,8 5,8 6,2 0 4,7
64-07-X Etanol 23,3 8,2 9,9 9,4 0 13,3
Ediksyra 10,9 22,6 5,0 5,6 0 7,7
Vetni 16,0 0 4,6 4,6 0 5,5
66-07-G  Etanol 35,9 0 9,7 8,6 0 12,1
Ediksyra 10,3 0 3,4 3,9 0 5,3

Styrkur ediksyru og etandls er i mM en vetnis { mmol I

3.1.6 Hydrolysot — seinni tilraun

Til ad fa meiri innsyn i framleidslu gerjunarafurda ur HL flokins lifmassa
var 6llum stofnunum sad a mismunandi styrk (20, 50 og 70%;0.5-1.75 g
I"™Y) HL ar sému gerdum lifmassa eins og r fyrri tilraun (30% HL) ad
undanskildu HL ur vidarsagi. I téflum 7, 8 og 9 sjast nidurstodur r

pbessari tilraun.

Tafla 7 - Gerjunarafurdir stofna & 20% HL

Gerjunarafurdir  Sellulési Glanspappir  Oapr.dagbl. Dagbl.pappir

pappir
Vetni 20,6 8,5 3,3 3,7 2,5
Ak17 Etandl 46,6 16,0 10,1 11,3 15,1
Ediksyra 14,8 7,0 3,2 3,0 3,9
Vetni 6,1 3,7 4.6 4.6 8,9
25-07-C Etanol 42,2 14,1 6,5 7.8 8,9
Ediksyra 17,4 7,0 4,3 5,4 7.3
Vetni 18,7 9,8 o | 4,7 2,6
64-07-X Etandl 23,8 11,5 5,4 5,9 8,4
Ediksyra 11,8 5,8 3,0 3,5 5,7
Vetni 17,6 8,0 4.5 4,5 6,1
66-07-G  Etandl 35,6 14,2 6,3 6,7 11,1
Ediksyra 11,2 4,5 1,9 2,8 4,1

Styrkur ediksyru og etandls er i mM en vetnis { mmol 1™
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Ur 20% HL sellulésa var framleidsla etandls & bilinu 23,8-46,6
mM, stofn 64-07-X framleiddi minnst og stofn Ak 17 mest. Framleidsla
etanols var minni ar 6rum HL, en hin var minnst a HL ar badum

gerdum dagbladapappirs.

Tafla 8 - Gerjunarafurdir stofna a 50% HL

Gerjunarafurdir  Sellulési Glanspappir Oapr.dagbl. Dagbl.pappir Gras

pappir
Vetni 29,5 20,0 7.3 5,3 10,3
Ak17 Etanol 48,5 36,0 24,3 22,5 35,5
Ediksyra 20,6 14,7 5,4 4,6 8,2
Vetni 3,5 4,7 6,0 6,2 10,2
25-07-C Etanol 33,1 16,7 22,4 19,2 25,1
Ediksyra 7,24 1,8 10,8 10,4 14,8
Vetni 13,3 5,9 10,0 9,3 16,8
64-07-X  Etandl 19,8 6,1 14,2 14,0 18,1
Ediksyra 9.5 3,3 7.2 8,5 11,5
Vetni 18,1 17,7 8,1 9,0 9,6
66-07-G  Etandl 33,7 34,5 18,0 17,2 21,9
Ediksyra 9,0 8,4 4,9 5.7 8,9

Styrkur ediksyru og etandls er i mM en vetnis { mmol 1™
Ur 50% HL selluldsa var framleidsla etandls & bilinu 19,8-48,5

mM, stofn 64-07-X framleiddi minnst og stofn Ak 17 mest. Framleidsla

etandls var minni ar 6érum HL.

Tafla 9 - Gerjunarafurdir stofna a 70% HL

Gerjunarafurdir  Sellulési Glanspappir Oapr.dagbl. Dagbl.pappir Gras

pappir
Vetni 14,0 24,6 12,2 10,5 20,8
Ak17 Etanol 38,5 45,4 26,2 28,5 42,3
Ediksyra 17,5 17,0 9,2 8,4 15,0
Vetni 0 0 0,1 1,0 1,6
25-07-C Etanol 17,8 5,1 15,7 17,6 22,8
Ediksyra 0,4 0 4,5 5,8 23 94 1
Vetni 5,8 6,4 10,5 13,0 8,3
64-07-X  Etanol 15,4 8,4 14,3 18,3 14,7
Ediksyra 7.7 4.9 7.3 9,7 10,9
Vetni 10,4 18,3 10,6 12,2 13,1
66-07-G  Etanol 33,5 31,5 22,5 21E 29,4
Ediksyra 9,1 6,3 6,5 7,2 335

Styrkur ediksyru og etandls er i mM en vetnis { mmol 1™
Ur 70% HL sellulésa var framleidsla etandls & bilinu 15,4-38,5

mM, stofn 64-07-X framleiddi minnst og stofn Ak 17 mest. Framleidsla

etandls var minni ar 6drum HL.

Stofn Ak 17 framleiddi & bilinu 40-50 mM etandl ar mismunandi

styrk HL (20, 50 og 70%). Adrar gerjunarafurdir voru minni, sem var i
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samraemi vid tilraun a einsykrum og tilraun a 30% HL. Greinileg hindrun
etandlframleidslu & sér stad vid gerjun 50 og 70% HL selluldsa sem sést &
pbvi ad etandlframleidslan stendur i stad eda minnkar. Gerjun annarra HL
syndi svipud hlutfoll gerjunarafurda og var i 30% HL tilraun (tafla 6) &
stofni Ak 17. Naest mest etandlframleidsla hja stofni Ak 17 var & grasi,
par nast & glanspappir, svo a badum tegundum dagbladapappirs. Hins
vegar var hindrunin sem kom fram vid gerjun HL sellul6sa i haum styrk
(50 og 70%) ekki jafn mikil vid gerjun annarra HL, t.d. var
etanolframleidsla & HL grass & bilinu 15,1 4 20% HL til 42,3 mM & 70%

HL. Svipada sogu var ad segja um etanolframleidslu ir HL mismunandi

pappirs.

Stofn 64-07-X var med mun minni etandlframleidslu & 6llum
gerdum og styrkjum HL heldur en stofn Ak 17. Greinileg hindrun
etanolframleidslu & sér stad vid gerjun 50 og 70% HL selluldsa sem sést &
pbvi ad etandlframleidslan minnkar. Etandlframleidsla & HL selluldsa var
a bilinu 15,4 mM (70% HL) til 23,8 mM (20% HL), en svipada sogu er
ad segja um etandlframleidsluna & 6drum gerdum HL. Stofn 64-07-X var

lakasti etanélframleidandinn af stofnunum fjérum.

Stofn 66-07-G framleiddi svipad hlutfall gerjunarafurda ar
flestum gerdum HL og stofn Ak 17 p6 svo ad i flestum tilvikum veeri
framleidsla etandls minni. betta er i samraemi vid peer nidurstéour sem
fengust ar gerjun einsykra (tafla 3). Hann framleiddi mest magn etandls &
20% HL selluldsa, 35,4 mM. Greinileg hindrun etanélframleidslu a sér
stad vio gerjun 50 og 70% HL selluldsa sem sést & pvi ad
etandlframleidslan minnkar, en pessa miklu hindrun er ekki ad sja vid
gerjun @ mismunandi styrk annarra HL. Stofninn framleiddi p6 mest

etanol allra stofnanna & 50% HL glanspappirs, 34,5 mM.

Etandlframleidslan hja stofni 25-07-C var svipud framleidslunni
hja stofni Ak 17 & flestum gerdum HL. Framleidsla etandls var p6
yfirleitt minni en hja stofni Ak 17, en pad er i samraemi vid framleidsluna
ar einsykrum (tafla 3). Megin munurinn milli stofns 25-07-C og Ak 17

er sa hversu mikil hindrun verdur & framleidslu gerjunarafurda pegar
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styrkur HL er ordinn 70% en pa hefur dregid mikid ar
etanélframleidslunni, ar 42,2 mM (20% HL selll6sa) nidur i 17,8 mM
(70% HL sellulésa).

Ediksyru- og vetnisframleidsla stofnanna var sambeerileg pvi gerdist i

30% HL tilraun og tilraun & glukosa og xylésa.

3.1.7 Radgreining

Samkveemt 16S rRNA radgreiningu reyndust stofnar Ak 17, 64-07-X og
66-07-G tilheyra attkvislinni Thermoanaerobacterium. Stofnar Ak 17
0g 66-07-G reyndust vera skyldastir Thermoanaerobacterium
acidotolerans (99% skyldleiki) en stofn 64-07-X reyndist vera skyldastur
Thermoanaerobacterium islandicum (99% skyldleiki).

Stofn 25-07-C reyndist tilheyra ettkvislinni Paenibacillus og vera
skyldastur Paenibacillus sp. HanTHS1 (99% skyldleiki).
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3.2 Skyldleikatré

0.05

100 Thermoanaerobacterium islandicum strain Ak 17
60 ' 64-07-X
79~ 66-07-G

71 | Thermoanaerobacterium aciditolerans

0 Thermoanaerobacterium xylanolyticum
100 Thermoanaerobacterium saccharolyticum

100 Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum

% Clostridium thermosaccharolyticum
Clostridium uzonii
100 .
Thermoanaerobacter pseudethanolicus
100
100 99 Thermoanaerobacter sulfurophilus

Thermoanaerobacter ethanolicus
9 Paenibacillus sp. 5T01
100 Paenibacillus barengoltzii
g9 Paenibacillus sp. HanTHS1
25-07-C

Zymomonas mobilis

Mynd 9 - Skyldleikatré stofnanna
Skyldleikatréd er byggt & samrédun 16S rRNA rada Ak 17, 25-07-C, 64-
07-X og 66-07-G og pekktra stofna innan attkvisla

Thermoanaerobacter, Thermoanaerobacterium, Clostridium og

Paenibacillus sem finna ma i genabdnkum, t.d. & NCBI.
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4 Umraedur

Rannsoknir sem gerdar hafa verid & hitakeerum, sykrusundrandi
(saccharolytic), loftfirrtum bakterium vid Haskdlann a Akureyri hafa leitt
til pess ad fjoldi etandl- og vetnisframleidandi bakteria hafa verid
einangradar. Margir pessara stofna geta brotid nidur baedi pentdsur og
hexosur, en til ad geta framleitt annarrar kynslodar lifetandl &
hagkveeman hatt purfa par érverur sem eru notadar ad geta brotid nidur

helstu byggingareiningar lignésellulésa.*>

Pessi rannsokn beindist ad pvi ad rannsaka getu nokkurra stofna
til ad framleida etandl dar einsykrum og hydrolysétum sem buin voru til
ar mismunandi hréaefni af lignoselluldsa. peir fjorir stofnar sem notadir
voru i pessari rannsokn voru valdir Gt fra etandlpoli og etandlframleidsiu
beirra.

Rannsdknir sem gerdar hafa verid i fyrri verkefnum vid skoélann
hafa synt ad notkun brennisteinssyru (0,75 og 1,5%) vid formedhdndlun
mismunandi lignoéselluldsa hafdi litla pydingu midad vid pad ad nota
enga syru a peim gerdum lifmassa sem notadar voru i pessari tilraun
(nidurstodur ekki syndar). bvi var akvedid ad notast ekki vid syru heldur
einungis hitaformedhondlun (121°C) i 90 minutur og beina rannsoknum
frekar ad &hrifum hvarfefnastyrks & etan6lheimtur. Rannséknir hafa synt
ad har styrkur hvarfefna i eti er liklegur til ad hafa neikvaed ahrif a baedi

nytingu hvarfefna og etanélframleidslu.®

Skyldleikagreining a stofni Ak 17 leiddi i 1jés ad stofninn
tilheyrdi aettkvislinni Thermoanaerobacterium. Stofninn hefur pegar
verid rannsakadur i pé nokkru meeli hvad vardar skyldleika og
framleidslu vetni og etanéls.’>***° Tveir stofnanna (64-07-X og 66-07-G)
sem notadir voru i pessari rannsokn eru naskyldir stofni Ak 17 og

Thermoanaerobacterium aciditolerans, sem er pekktur sem godur

52 Maris, A. J. A. van o.fl., 2006

Sommer, P. o.fl.,, 2004
1> Orlygsson, J. og Baldursson, S. R. B., 2007
15 Koskinen, P. E. P., Beck, S. R., Orlygsson, J., Puhakka, J. A., 2008
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etandlframleidandi.*® Stofn 25-07-C var eini stofninn var einangradur &
sellulésa, og var hann fjarskyldur hinum premur stofnunum. Hann
tilheyrir ettkvislinni Paenibacillus en nokkrar tegundir innan peirrar

attkvislar eru pekktar fyrir etanélframleidslu sina.™>’

Thermoanarobacterium stofnarnir prir i rannsokninni framleiddu
hver um sig meira en 1,2 mol-EtOH og 0,6 mol-EtOH & glukodsa og
xylosa. Besti etandlframleidandi stofninn var Ak 17 en hann framleiddi
1,8 mAl-EtOH/mOl glukdsa, sem er 90% af fraedilegum heimtum. Pessi
etanolframleidsla stofns Ak 17 er mjog naleegt pvi sem best gerist, en
meld etanolframleidsla Thermoanaerobacter ethanolicus var mest 1,9
m6l-EtOH/moI & glikésa.™® Etandlheimtur hinna
Thermoanarobacterium tveggja stofnanna, 64-07-X og 66-07-G voru
téluvert minni en hja Ak 17 og 25-07-C. Etanolframleidsla stofnanna var
mjog svipud a glukdsa, 1,20-1,24 mél-EtOH/mol glukdsa, en 0,59-1,05
mol-EtOH/mOI xyldsa par sem ad stofn 64-07-X var med meiri
framleidslu & b&dum einsykrum. Paenibacillus stofninn 25-07-C reyndist
vera ageetis etanolframleidandi, med 1,5 mol-EtOH/mél glukosa og 1,34
mol-EtOH/mOI xyldsa, en pad er 75% og 67% af freedilegum heimtum.
Pessar heimur teljast pvi mjog gdédar midad vid peer rannsoknir sem
gerdar hafa verid & 6drum Paenibacillus stofnum par sem etanélheimtur

hafa verid mun minni.**®

Til ad bera saman etan6lheimtur ur lifmassa (sellulésa og
hemisellul6sa) voru tbudin 30% HL Gr mismunandi tegundum pappirs,
grasi og vidarsagi. Miklar etandlheimtur fengust ur Whatman pappir, en
vegna mismunandi innihalds lignins og hemisellulosa i hinum HL voru
heimtur minni. Mismunandi styrkur HL (20-70% wi/v, 0,5-1,75g 1) var
atbuinn til ad fa betri skilning & ahrifum aukins styrks sykra i HL.
Whatman pappir (sellulési) samanstendur af 99% glukosa. Pad pydir ad
ef allur Whatman pappirinn er med formedhondlun vatnsrofinn i glukosa,
yroi styrkur glukosa 27,8 mM (20% HL) til 97,2 mM (70% HL) i &tinu

138 Kublanov, 1. V. o.fl., 2007

Marwoto, B. o.fl.,, 2004
Avci, A., Dbnmez, S., 2005
Marwoto, B. o.fl.,, 2004
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eftir blondun.
Stofn Ak 17 framleiddi 46,6 mM etandl ar 20% HL Whatman pappirs.
Samkvaemt nidurbroti stofnsins a glukdsa er stillt efnajafna

glukosagerjunar eftirfarandi:

1.0 GlUkdsi — 1.8 EtOH + 0.25 Ediksyra + 0.3 H,

Samkvaemt pvi etti stofninn pegar honum er s&d a 20% HL Whatman
pappirs (27,8 mM glukosa) af geta framleitt 50 mM etandl. Heimtur voru
hins vegar 6rlidid minni, 46,6 mM etanol sem samsvarar 93% af
freedilegum heimtum. Hins vegar pegar styrkur HL vard heaerri (50 og
70%) drd ar heimtum etandls til muna. Ur 50% og 70% HL Whatman
pappirs voru heimtur einungis 48,5 mM og 38,5 mM af etandli sem gefur
39% og 22% af freedilegum heimtum. Augljoslega hefur styrkur
hvarfefna mikil ahrif & etanolframleidslu ar glukosa. Frekari rannsoknir a
stofni Ak 17 hafa leitt i 1j6s ad hindrun & sér stad pegar styrkur glikosa er
>50mM, en pad er sennilega vegna laeekkads syrustigs sem aukin
framleidsla & ediksyru veldur (nidurstodur ekki syndar).Gerjun stofns Ak
17 4 6drum HL (grasi, vidarsagi og mismunandi pappir) syndi mun minni
etandlframleidslu. betta ma skyra Gt fra peirri stadreynd ad Whatman
pappir samanstendur einungis af selluldsa en hinir gerdir af lifmassa
samanstanda af mismunandi hlutféllum af sellul6sa, hemiselluldsa og
lignini. Svipad magn fékkst ar glanspappir og grasi i 20% HL, etanol
framleidsla var um 15-16 mM, vid 50% HL var etandlframleidsla 35-37
mM og vid 70% HL var etandlframleidsla 42-45 mM. par af leidandi
voru minnstar etandlheimtur vid 20% HL adeins 30-32% af peim
heimtum sem fengust Gr Whatman pappirnum. Vid herri styrk HL var
meira etanol framleitt ar glanspappir og grasi heldur en Gr Whatman
pappir. Badar gerdir dagbladapappirs gafu svipadar nidurstdour,
etandlframleidslan var a bilinu 10 mM (20% HL) til 28,5 mM (70% HL),

sem er mun lakari framleidsla heldur en & 6drum HL.

Stofnar 64-07-X og 66-07-G voru einnig profadir a mismunandi
styrk og gerdum HL (ad vidarsagi undanskildu). Stofn 64-07-X

framleiddi 1,24 mdl-EtOH/mdl glukosa pegar stofninum var sad a
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einsykrur, en pegar stofninum var sad a 30% HL Whatman pappirs (41,7
mM glukoésa m.v. 100% vatnsrof) framleiddi stofninn 23,3 mM etanol
sem pydir 0,56 mAl-EtOH/mOI glikdsa. Heimtur midad vid

etanolframleidsluna & glukosa voru ekki godar eda 45,2%.

Stofn 66-07-G var nokkud 6flugur etandlframleidandi & HL
Whatman pappirs, sérstaklega vid lagan styrk HL. Vid 20% HL var
etanolframleidsla 35,6 mM sem samsvarar 1,28 mol-EtOH/mol glukadsa.
pessar heimtur eru po6 ekki i samraemi vid paer etanélheimtur sem fengust
pegar stofninum var sad a 20mM glukosa, en pa fengust 23,9 mM etanol.
Samkvaemt pessu voru etandlheimtur meiri en 100%. begar styrkur HL
var 50% framleiddi stofninn mest etandl & HL glanspappirs, 34,55 mM
etanol. Heimtur etan6ls minnka hlutfallslega mikid vid hesta styrk HL
(70%). Framleidsla etandls ur HL grass var fra 11,1 mM (20% HL) til
29,5 mM (70% HL). Svippud nidurstada fékkst ir mismunandi HL

pappirs, en almennt séd voru etanélheimtur minni.

Stofn 25-07-C var mjog 6flugur etanolframleidandi & HL
Whatman pappirs, sérstaklega vid lagan styrk HL. Vid 20% HL var
etanodlframleidsla 42 mM sem samsvarar 100% nidurbroti glikosa i
etanol samkvaemt peirri stadreynd framleiddi 1,7 mél-EtOH/mél glukosa.
Heimturnar minnka hinsvegar verulega vid hasta styrk HL (70%), nidur i
17,8 mM eda 10,8% af freedilegum heimtum. Etandlframleidsla ar HL
6drum en Whatman pappir var mikio leegri, sérstaklega vid lagan styrk
HL. Framleidsla etandls ur HL grass var fra 9,0 (20% HL) til 25 mM
(70% HL). Svipud nidurstada fékkst ar mismunandi HL pappirs, en

almennt séd voru etandlheimtur minni.

Rannsoknir a nytingu HL ur ligndsellulosa til ad framleida etanol
med hitakaerum bakterium eru mikilveegar fyrir peer sakir ad porf er fyrir
orverur sem geta gerjad flestar gerdir sykra med betri arangri.*®° i
framtidinni er liklegt ad gras og pappir verdi adal hraefni

etandlframleidslu & islandi, par sem badi selluldsa og hemisellul6sa er
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breytt i etandl. Ohztt er ad segja ad paer etandlheimtur sem fengust i
pessari rannsokn séu godar midad vid adrar rannsoknir (Sommer, P. o.fl.,
2004; Golias, H. o.fl., 2002; Avci, A., Dénmez, S., 2005).
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5 Samantekt/lokaord

[ upphafi voru settar fram eftirfarandi rannsoknarspurningar:
e Geta hitakeerar bakteriur framleitt etandl ar pappir, grasi og
vidarsagi?

e Er lifetandlframleidsla raunhaefur méguleiki & islandi?

NU pegar rannsokninni er lokid er haegt ad svara pessum spurningum.
Ljost er ad vel er haegt ad framleida etandl Gr pappir og grasi, en pad
virdist vera erfidara Ur vidarsagi. baer etandlheimtur sem fengust voru allt
fra pvi ad gera mjog gddar (stofn Ak 17) nidur i ad vera semilegar (stofn
64-07-X). Bestu etandlheimturnar voru hja stofni Ak 17 4 20%
hydrélysétum Whatman pappirs, 46,6 mM sem samsvarar til 93%
fraedilegra heimta stofnsins.
Til ad haegt sé ad hefja idnadarframleidslu & lifetandli med hitakaerum
bakterium parf ad velja rétt hraefni m.t.t. kostnadar og efnasamsetningar.
Hagkvaemast er ad lifmassinn innihaldi ad mestu leiti sellull6sa og
hemisellul6sa, en litid magn lignins. Pessi samsetning lifmassa minnkar
kostnad vid formedhondlun, eykur heimtur og minnkar myndun
hindrandi efna. Akveda parf hvada formedhdndlun skuli nota m.t.t.
efnasamsetningar lifmassans, kostnadar og heimta. Ad lokum parf ad
finna hentug ensim og 6rverur sem geta framleitt etandl ar hrdefninu med
gédum heimtum.

| pessari rannsokn var notast vid fjora stofna i hreinraekt, en i
idnadarframleidslu geeti pad skilad betri arangri ad notast vid samrakt
nokkurra bakteriutegunda eda jafnvel samraekt bakteria og gersveppa.
Bakteriurnar geetu pa gerjad pentosur s.s. xylosa og arabindsa sem
gersveppurinn getur ekki gerjad, en gersveppurinn gerjad hexosur s.s.
glukosa.

I pessu verkefni var akvedid ad nota fjora stofna sem vitad var ad
geetu gerjad marga mismunandi kolefnagjafa sem eru til stadar i floknum

lifmassa. Stofnarnir vaxa a svipudum kolefnagjofum en pd misvel, peir
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stofnar sem uxu illa & xyldsa og arabindsa henta sennilega frekar illa til
idnadaraframleidslu etandls a hemisellulésa.

Hofundar binda mestar vonir vid stofn Ak 17 og telja ad
framkvaema atti frekari rannsokir a honum, par sem hegt veeri profa
fleiri gerdir hraefna, formedhdndlunar og vaxtaskilyrda. Einnig veeri
ahugavert ad profa ad gera rannsoknir par sem blandad hraefni er notad,
asamt pvi ad préfa blandada raekt drvera.

53



Haskdlinn & Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

6 Heimildaskra

6.1 Ritadar heimildir

Avci, A., Donmez, S. (2005). Effect of zinc on ethanol production by two
Thermoanaerobacter strains. Process Biochemistry 41, 984-989.

Badger, P.C. (2002). Ethanol From Cellulose: A General Review

Balat, M., Balat, H. og Oz, C. (2008). Progress in bioethanol processing.
Progress in Energy and Combustion Science 34, 551-573.

Bromberg, L., Cohn, D. R., Rabinovich, A., Alexeev, N. (1999). Plasma catalytic
reforming of methane. International Journal of Hydrogen Energy 24, 1131-1137.

Claassen, P. A. M. og Vrije, G. J. de (2007). Hydrogen from biomass. BWP Il project.

Collins, T., Gerday, C. og Feller, G. (2004). Xylanases, xylanase families and
extremophilic xylanases. FEMS Microbiology Reviews 29, 3-23.

Chisti, Y. (2007). Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances 25, 294-306.

Chisti, Y. (2008). Biodiesel from microalgae beats bioethanol. Trends in Biotechnology
26, 126-131.

Dien, B. S., Cotta, M. A. og Jeffries, T. W. (2003). Bacteria engineered for fuel ethanol
production: current status. Appl Microbiol Biotechnol 63, 258-266.

Glazer, A. N. og Nikado, H. (2007). Microbial Biotechnology: Fundamentals of Applied
Microbiology, 2. utg. New York: W.H Freeman and Company.

Golias, H., Dumsday, G. J., Stanley, G. A. og Pamment, N. M. (2002). Evaluation of a
recombinant Klebsiella oxytoca strain for ethanol production from cellulose by
simultaneous saccharification and fermentation: comparison with native cellobiose-
utilising yeast strains and performance in co-culture with thermotolerant yeast and
Zymomonas mobilis. Journal of Biotechnology 96, 155-168.

Goldemberg, J., (2006). The ethanol program in Brazil. Environmental Research
Letters 1, 014008.

Grey, K. A, Zhao, L. og Emptage, M. (2006). Bioethanol. Current Opinion in Chemical
Biology 10, 141-146.

54



Haskdlinn & Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

Hahn-Hé&gerdal, B., Galbe, M., Gorwa-Grauslund, M. F., Lidén, G. og Zacchi, G.
(2007). Bio-ethanol-the fuel of tomorrow from the residues of today. TRENDS in
Biotechnology Vol.24 No.12.

Hamelick, C. N., van Hooijdonk, G. og Faaij, A. P.C. (2005). Ethanol from
lignocellulosic biomass: techno-economic performance in short-, middle- and long-
term. Biomass and Bioenergy 28, 384-410.

Hendriks, A.T.W.M., Zeeman, G. (2009). Pretreatments to enhance the digestibility of
lignocellulosic biomass. Bioresource Technology 100, 10-18.

Hill, J., Nelson, E., Tilman, D., Polasky, S., og Tiffany, D. (2006). Environmental,
economic, and energetic costs and benefits of biodiesel and ethanol biofuels. The
National Academy of Sciences of the USA 103(30), 11206-11210.

House of Lords (2008). The EU’s Target for Renewable Energy: 20% by 2020. Volume I:
Report.

Kosaric, N. og Vardar-Sukan, F. o.fl. (2001). The Biotechnology of Ethanol: Classical
and Future Applications. Weinheim: WILEY-VCH Verlag GmbH.

Kublanov, I. V., Prokofeva, M. 1., Kostrikina, N. A., Kolganova, T. V., Tourova, T.P.,
Wiegel, J., Bonch-Osmolovskaya, E. A. (2007). Thermoanaerobacterium
aciditolerans sp. nov., amoderate thermoacidophile from a Kamchatka hot spring.
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57, 260-264.

Lens, P., Westermann, P. og Haberbauer, M. (2005). Biofuels for fuel cells: renewable
energy from biomass fermentation. London: IWA Publishing.

Lynd, L. R., Weimer, P. J., o.fl. (2002). Microbial Cellulose Utilization: Fundamentals
and Biotechnology. Microbiology and molicular biology reviews 66, 506-577.

Madigan, M.T., Martinko, J. M. & Parker, J. (2003). Brock biology of
mircroorganisms, 10. Gtg. Upper Saddle River: Pearson Education, Inc.

Maris A. J. A. van, Abbott, D. A., Bellissimi, E. o.fl. (2006). Alcoholic fermentation of
carbon sources in biomass hydrolysates by Saccharomyces cerevisiae: current status.
Antonie van Leeuwenhoek 90, 391-418

Marwoto, B., Nakashimada, Y., Kakizono, T. og Nishio, N. (2004). Metabolic analysis
of acetate accumulation during xylose consumption by Paenibacillus polymyxa.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 64, 112-119.

McMurry, J., Simanek, E. (2007). Fundamentals of Organic Chemistry, 6.Utg. South
Melbourne: Cengage Learning.

Mielenz J. R. (2001) Ethanol production from biomass: technology and
commercialization status. Current opinion in Microbiology 4, 324-329.

55



Haskdlinn & Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

Mosier, N., Whyman, C., Dale, B. o.fl. (2005). Features of promising technologies for
pretreatment of lignocellulosic biomass. Bioresource technology 96, 673-686.

Mussatto, S. 1. og Roberto, I. C. (2004). Alternatives for detoxification of diluted-acid
lignocellulosic hydrolyzates for use in fermentative processes: a review. Bioresource
Technology 93, 1-10.

OECD/IEA (2008). World Energy Outlook 2008: Executive summary

Ogejo, J. A., Wen, Z., Ignosh, J., Bendfeldt, E., Collins, E. R. Jr. (2007). Biomethane
technology. Virginia cooperative extention, 442-881.

Olafsson. K., Bertilsson, M. og Lidén, G. (2008). A short rewiew on SSF-an intersting
process option for ethanol production from lignocellulosic feedstock. Biotechnology
for Biofules 1:7.

Palmquist, E. og Hahn-Héagerdal, Barbel. (2000). Fermentation of lignocellulosic
hydrolysates. I: inhibition and detoxification. Bioresource technology 74, 17-24.

Perry, J. J., Staley, J. T., og Lory, S. (2002). Microbial Life. Sunderland, Massachusetts:
Sinauer Associates.

Reith, J.H., Uil, H. den, Veen H. van o.fl. (2001). Co-Production of Bio-Ethanol,
Electricity and Heat From Biomass Residues. Energy research Centre of the
Netherlands.

Rise Energy Report 3 (Larsen, H., Feidenhans’l, R. og Petersen, L.S.) (2004).
Hydrogen and its competitors. Risg National Laboratory.

Saha, B. C. (2003). Hemicellulose bioconversion. J Ind Microbiol Biotechnol 30, 279-291.

Sawin, J. L. (2006). American energy: The renewable path to energy security.
Washington, DC: Worldwatch Institute and Center for American Progress.

Sanchez, O. J. og Cardona, C. A., (2008). Trends in biotechnological production of fuel
ethanol from different feedstocks. BioresourceTechnology 99, 5270-5295.

Skirnisdottir, S., Hreggvidssonn, G. O., Hjorleifsdottir, S., Marteinsson, V. T.,
Pétursdottir, S. K., Holst, O. og Kristjansson, J. K. (2000). Influence of sulfide
and temperature on species composition and community structure of hot spring
microbial mats. Appl. Environ Microbiol 66, 2835-2841.

Sommer P, Georgieva T, Ahring BK. (2004). Potential for using thermophilic
anerobic bacteria for bioethanol production from hemicellulose. Biochem
Soc Trans 32,:283-2809.

56



Haskdlinn & Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

Sun, Y. og Cheng, J. (2002). Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol
production. Bioresource Technology 83, 1-11.

Sung, S., Raskin, L., Duangmanee, T., Padmasiri, S. & Simmons, J.J. (2002) Hydrogen
production by anaerobic microbial communites exposed to repeated heat treatments.
Hydrogen Program Review.

Wiegel J & Ljungdahl LG 1981. Thermoanaerobacter ethanolicus gen. nov., spec. nov.,
a new, extreme thermophilic, anaerobic bacterium. Arch. Microbiol. 128, 343-348.

Yanase, H., Nozaki, K. og Okamoto, K. (2005). Ethanol production from cellulosic
materials by genetically engineered Zymomonas mobilis. Biotechnology Letters 27,
259-263.

Zhu, L., O'Dwyer, P., Chang, V. S., Granda, C. B og Haltzapple, M. T. (2008).
Structural features affecting biomass enzymatic digestibility. Bioresource technology
99, 3817-3828.

Orlygsson, J. og Baldursson, S. R. B. (2007). Phylogenic and physiological studies of

four hydrogen producing thermoanaerobes from Icelandic geothermal areas.
Icelandic Argicultural Sciences 20, 93-106.

57



Haskdlinn & Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

6.2 Rafreenar heimildir

Australian institute of energy (2009). What is biomass? Sott 13.febrdar af:
http://aie.org.au/Content/NavigationMenu/Resources/SchoolProjects/FS8_BIOMAS
S.pdf

Environmental Literacy Council (e.d.). Energy. Sétt 9. névember 2008 af:
http://www.enviroliteracy.org/category.php/4.html

Environmental Literacy Council (e.d.). Biomass energy. Sétt 9. ndvember 2008 af:
http://www.enviroliteracy.org/article.php/10.html

Esru.strath. (e.d).What is bioethanol? Sott 19. névember 2008 af:
http://www.esru.strath.ac.uk/EandE/Web_sites/02-03/biofuels/what_bioethanol.htm

European Renewable Energy Council (2004). Renewable Energy in Europe: Building
Markets and Capacity. Sétt 13. mars 2009 af:
http://erec.org/fileadmin/erec_docs/Documents/Publications/ExecutiveSummary.pdf

Metan.(2003). Hvad er metan?. S6tt 16. ndvember 2008 af:
http://www.metan.is/user/cat/show/66/281/

Re-Energy (e.d)a. Renewable Energy Basics. Sott 15. névember 2008 af:
http://www.re-energy.ca/pdf/renewable-energy-basics-bg.pdf

Re-Energy (e.d)b. Biomass Energy. Sétt 15.n6vember 2008 af:
http://www.re-energy.ca/pdf/biomass-energy-bg.pdf

Wikipedia (2008). Biodiesel production. Sétt 16 névember 2008 af:
http://en.wikipedia.org/wiki/Biodiesel _production

58



Haskdlinn & Akureyri

Vidskipta- og raunvisindadeild

7 Vidaukar

7.1 Vidauki | Grunnlausnir fyrir aeti

Tafla 10 - Grunnlausnir fyrir seti

Heiti lausnar Magn i g/L
W1 Fosfat buffer KH2PO4 27,7
W2 Fosfat buffer NazHPO4 28,4
W3 Saltlausn NH4CI 24,0
NaCl 24,0
CaClz2- 2H20 8,8
MgCl2 - 6H20 8,0
W4 Bikarbonat buffer NaHCOs 80,0
W5 (F) Snefilefnalausn FeClz - 4H20 2,0
H3BO3 0,05
ZnCl2 0,05
CuClz - 2H20 0,04
MnCl2 - 2H20 0,04
(NH4)6M07024 - 4H20
AIClI3 0,05
CoClz2 - 6H20 0,05
NiClz - 6H20 0,05
EDTA C10H14N2Na20s - 2H20 0,08
2H20 0,50
25% HCI
W6 (G) Vitaminlausn Pyridoxamine CsH12N202 - 2HCI 0,25
Nicotinic acid CeHsNO2 0,1
Nicotinamide CeHsN20 0,10
DL-panthothenic acid CoH16NOs - %2 Ca 0,05
Vitamin B12 Ces3HssCoN140O14P 0,05
p-aminobenzoic acid C7H7NO2 0,05
B6; Pyridoxine - HCI CsH11NOs - HCI 0,10
D Biotin C10H16N203S 0,02
Lipoic acid; Thioctic acid CsH1402S2 0,05
Folic acid C19H19N706 0,02
B2; Riboflavin C17H20N40Os 0,05
B1; Thiamine - HCI C12H17CIN4OS - HCI 0,10
W7(H) Sulfidlausn Na2S - 9H20 240,0
W8 Rezasurin C12HsNaNO3 0,2 (2%)
W9 Snefilefni Na2Se0Os - 5 H20 2,65
NawOs - 5 H20 3,3

10 mM NaOH
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7.2 Vioauki Il Blandadar lausnir i aeti

Tafla 11 - Blandadar lausnir { aeti

Heiti lausnar Innihald Styrkur / Magn

A NaH2POa4 2M

B NazHPOa4 2M

C: W3 12,5 mL
W5 1mL
W6 1mL
W9 1mL
Eimad vatn 34,5 mL

C, W4 10 mL
Cystein HCI 05¢g
W7 1mL

Xylosi 1M

Glukosi 1M

7.3 Vidauki Il Blondun bufferlausna

Tafla 12 - Blondun bufferlausna

A(mL) B(mL) H,O(mL) pH

87,7 123 100 6,0
39,0 61,0 100 7.0

7.4 Vioauki IV 16s rRNA rod stofnanna

>Stofn Ak 17
UUGAGUUUGAUCCUGGCUCAGGACGAACGCUGGCGGCGUGCCUAACACAUGCAAGUCGAGCGAAGGGAGUACUACGG
UACGAACUUAGCGGCGGACGGGUGAGUAACGCGUGGACAAUCUACCCUGUAGACCGGGAUAACACCUCGAAAGGGGU
GCUAAUACCGGAUAAUGUCAAGGGAUGGCAUCAUUUCUUGAAGAAAGGAGAAAUCCGCUAUAGGAUGAGUCCGCGUC
CCAUUAGCUAGUUGGCGGGGUAAAAGCCCACCAAGGCGACGAUGGGUAGCCGGCCUGAGAGGGUGAACGGCCACACU
GGAACUGAGACACGGUCCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUGGGGAAUAUUGUGCAAUGGGGGAAACCCUGACACAG
CGACGCCGCGUGAGCGAAGAAGGCCUUCGGGUCGUAAAGCUCAAUAGUAUGGGAAGAUAAUGACGGUACCAUACGAA
AGCCCCGGCUAACUACGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUACGUAGGGGGCGAGCGUUGUCCGGAAUUACUGGGCGUAAAG
AGCGCGUAGGCGGCUAUAAAAGUCAGAUGUGAAAAACCUGGGCUCAACCGAGGGUAUGCAUCUGAAACUAAAUAGCU
UGAGUCAAGGAGAGGAGAGCGGAAUUCCUGGUGUAGCGGUGAAAUGCGUAGAGAUCAGGAAGAAUACCAGUGGCGA
AAGCGGCUCUCUGGACUUGAACUGACGCUGAGGUGCGAAAGCGUGGGGAGCAAACAGGAUUAGAUACCCUGGUAGUC
CACGCCGUAAACGAUGGAUACUAGGUGUGGGUUAGGAAUAAUCCGUGCCGGAGUUAACGCAAUAAGUAUCCCGCCUG
GGGAGUACGGCCGCAAGGUUGAAACUCAAAGGAAUUGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCAUGUGGUUUAAUUC
GAAGCAACGCGAAGAACCUUACCAGGGCUUGACAUCCACAGAAUCUGGUAGAAAUACCGGAGUGCCUCGCAAGAGGA
GCUGUGAGACAGGUGGUGCAUGGUUGUCGUCAGCUCGUGUCGUGAGAUGUUGGGUUAAGUCCCGCAACGAGCGCAAC
CCCUGUUGGUAGUUACCAGCGUAAAGACGGGGACUCUACCGAGACUGCCGUGGAAAACACGGAGGAAGGCGGGGAUG
ACGUCAAAUCAUCAUGCCCUUUAUGCCCUGGGCUACACACGUGCUACAAUGGCCUGAACAGAGGGCUGAGAAGGAGC
GAUCCGGAGAGAAUCCCAGAAAACAGGUCCCAGUUCAGAUUGCAGGCUGCAACUCGCCUGCAUGAAGACGGAGUUGC
UAGUAAUCGCGGAUCAGCAUGCCGCGGUGAAUACGUUCCCGGGCCUUGUACACACCGCCCGUCACACCACGAGAGUU
UACAACACCCGAAGUCAGUGACCUAACCGCAAGGAAGGAGCUGCCGAAGGUGGGGUAAAUGAUGGGGGA
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>Stofn 25-07-C
CUGCAGUCGAGCGGAGUUCAUCGGGAGCUUGCUUCGGAUGAACUUAGCGGCGGACGGGUGAGUAACACGUAGGCAAC
CUGCCCGUAAGACUGGGAUAACUACCGGAAACGGUAGCUAAUACCGGAUACGCAAGUUUCUCGCAUGAGGGGCUUGG
GAAAGGCGGAGCAAUCUGUCACUUACGGAUGGGCCUGCGGCGCAUUAGCUAGUWGGURGGGUAACGGCYCACCUAGG
CGACGAUGCGUAGCCGACCUGAGAGGGUGAACGGCCACACUGGGACUGAGACACGGCCCAGACUCCUACGGGAGGCA
GCAGUAGGGAAUCUUCCGCAAUGGACGAAAGUCUGACGGAGCAACGCCGCGUGAGUGAUGAAGGUUUUCGGAUCGUA
AAGCUCUGUUGCCAGGGAAGAACGUCUUGGAGAGUAACUGCUCUAAGAGUGACGGUACCUGAGAAGAAAGCCCCGGC
UAACUACGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUACGUAGGGGGCGAGCGUUGUCCGGAAUUAUUGGGCGUAAAGCGCGCGCAG
GCGGCUGUUUAAGUCUGGUGUUUAAUCCUGGGGCUCAACCCCGGGUCGCACUGGAAACUGGACGGCUUGAGUGCAGA
AGAGGAGAGUGGAAUUCCACGUGUAGCGGUGAAAUGCGUAGAGAUGUGGAGGAACACCAGUGGCGAAGGCGACUCUC
UGGGCUGUAACUGACGCUGAGGCGCGAAAGCGUGGGGAGCAAACAGGAUUAGAUACCCUGGUAGUCCACGCCGUAAA
CGAUGAAUGCUAGGUGUUAGGGGUUUCGAUACCCUUGGUGCCGAAGUUAACACAUUAAGCAUUCCGCCUGGGGAGUA
CGGCCGCAAGGCUGAAACUCAAAGGAAUUGACGGGGACCCGCACAAGCAGUGGAGUAUGUGGUUUAAUUCGAAGCAA
CGCGAAGAACCUUACCAGGUCUUGACAUCCCCCUGACCGGAUCAGAGAUGAUCCUUUCCUUCGGGACAGGGGAGACA
GGUGGUGCAUGGUUGUCGUCAGCUCGUGUCGUGAGAUGUUGGGUUAAGUCCCGCAACGAGCGCAACCCUUGACUUUA
GUUGCCAGCAGGUCAGGCUGGGCACUCUAGAGUGACUGCCGGUGACAAACCGGAGGAAGGUGGGGAUGACGUCAAAU
CAUCAUGCCCCUUAUGACCUGGGCUACACACGUACUACAAUGGCCGGUACAACGGGAAGCGAAGGAGCGAUCUGGAG
CGAAUCCUUAAAAGCCGGUCUCAGUUCGGAUUGCAGGCUGCAACUCGCCUGCAUGAAGUCGGAAUUGCUAGUAAUCG
CGGAUCAGCAUGCCGCGGUGAAUACGUUCCCGGGUCUUGUACACACCGCCCGUCACACCACGAGAGUUUACAACACCC
GAAGUCGGUGAGGUAACCGCAAGGAGCCAGCCGCCGAAGGUGGGGUAGAUGAUUGGGGUGAAGUCGUAACAAGGUA
GCCGUAUCG

>Stofn 64-07-X
UCCUGGCUCAGGACGAACGCUGGCGGCGUGCCGUAACACAUGCAAGUCGAGCGAAGGGAGUACUACGGUACGAACUU
AGCGGCGGACGGGUGAGUAACGCGUGGACAAUCUACCCUGUAGACCGGGAUAACACCUCGAAAGGGGUGCUAAUACC
GGAUAAUGUCAAGGGAUGGCAUCAUUUCUUGAAGAAAGGAGAAAUCCGCUAUAGGAUGAGUCCGCGUCCCAUUAGCU
AGUUGGCGGGGUAAAAGCCCACCAAGGCGACGAUGGGUAGCCGGCCUGAGAGGGUGAACGGCCACACUGGAACUGAG
ACACGGUCCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUGGGGAAUAUUGUGCAAUGGGGGGAACCCUGACACAGCGACGCCGC
GUGAGCGAAGAAGGCCUUCGGGUCGUAAAGCUCAAUAGUAUGGGAAGAUAAUGACGGUACCAUACGAAAGCCCCGGL
UAACUACGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUACGUAGGGGGCGAGCGUUGUCCGGAAUUACUGGGCGUAAAGAGCGCGUAG
GCGGCUAUAAAAGUCAGAUGUGAAAAACCUGGGCUCAACCGAGGGUAUGCAUCUGAAACUAAAUAGCUUGAGUCAAG
GAGAGGAGAGCGGAAUUCCUGGUGUAGCGGUGAAAUGCGUAGAGAUCAGGAAGAAUACCAGUGGCGAAAGCGGCUC
UCUGGACUUGAACUGACGCUGAGGUGCGAAAGCGUGGGGAGCAAACAGGAUUAGAUACCCUGGUAGUCCACGCCGUA
AACGAUGGAUACUAGGUGUGGGUUAGGAAUCAUCCGUGCCGGAGUUAACGCAAUAAGUAUCCCGCCUGGGGAGUACG
GCCGCAAGGUUGAAACUCAAAGGAAUUGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCAUGUGGUUUAAUUCGAAGCAACG
CGAAGAACCUUACCAGGGCUUGACAUCCACAGAAUCUGGUAGAAAUACCGGAGUGCCUCGCAAGAGGAGCUGUGAGA
CAGGUGGUGCAUGGUUGUCGUCAGCUCGUGUCGUGAGAUGUUGGGUUAAGUCCCGCAACGAGCGCAACCCCUGUUGG
UAGUUACCAGCGUAAAGACGGGGACUCUACCGAGACUGCCGUGGAAAACACGGAGGAAGGCGGGGAUGACGUCAAAU
CAUCAUGCCCUUUAUGCCCUGGGCUACACACGUGCUACAAUGGCCUGAACAGAGGGCAGCGAAGGAGCGAUCCGGAG
CGAAUCCCAGAAAACAGGUCCCAGUUCAGAUUGCAGGCUGCAACUCGCCUGCAUGAAGACGGAGUUGCUAGUAAUCG
CGGAUCAGCAUGCCGCGGUGAAUACGUUCCCGGGCCUUGUACACACCGCCCGUCACACCACGAGAGUUUACAACACCC
GAAGUCAGUGACCUAACCGCAAGGAAGGAGCUGCCGAAGGUGGGGUAAAUGAUUGGGGUGAAGUCGUAACAAG

>Stofn 66-07-G
ACCAUGCAGUCGAGCGAGGGAGUACUACGGUACGAACUUAGCGGCGGACGGGUGAGUAACGCGUGGACAAUCUACCC
UGUAGACUGGGAUAACACCUCGAAAGGGGUGCUAAUACCGGAUAAUGUCAAGGGAUGCCAUCAUCUCUUGAAGAAAG
GAGAAAUCCGCUAUAGGAUGAGUCCGCGUCCCAUUAGCUAGUUGGCGGGGUAAAAGCCCACCAAGGCGACGAUGGGU
AGCCGGCCUGAGAGGGUGAACGGCCACACUGGAACUGAGACACGGUCCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUGGGGAA
UAUUGUGCAAUGGGGGAAACCCUGACACAGCGACGCCGCGUGAGCGAAGAAGGCCUUCGGGUCGUAAAGCUCAAUAG
UAUGGGAAGAUAGUGACGGUACCAUACGAAAGCCCCGGCUAACUACGUGCCAGCAGCCGCGGUAAUACGUAGGGGGC
GAGCGUUGUCCGGAAUUACUGGGCGUAAAGAGCACGUAGGCGGCUAUAAAAGUCAGAUGUGAAAAACCUGGGCUCAA
CCGAGGGUAUGCAUCUGAAACUAAAUAGCUUGAGUCAAGGAGAGGAGAGCGGAAUUCCUGGUGUAGCGGUGAAAUG
CGUAGAGAUCAGGAAGAAUACCAGUGGCGAAAGCGGCUCUCUGGACUUGAACUGACGCUGAGGUGCGAAAGCGUGGG
GAGCAAACAGGAUUAGAUACCCUGGUAGUCCACGCCGUAAACGAUGGAUACUAGGUGUGGGUUAGGAAUAAUCCGUG
CCGGAGUUAACGCAAUAAGUAUCCCGCCUGGGGAGUACGGCCGCAAGGUUGAAACUCAAAGGAAUUGACGGGGGCCC
GCACAAGCAGCGGAGCAUGUGGUUUAAUUCGAAGCAACGCGAAGAACCUUACCAGGGCUUGACAUCCACAGAAUCUG
GUAGAAAUACCGGAGUGCCUCGUAAGAGGAGCUGUGAGACAGGUGGUGCAUGGUUGUCGUCAGCUCGUGUCGUGAGA
UGUUGGGUUAAGUCCCGCAACGAGCGCAACCCCUGUUGGUAGUUACCAGCGUAAAGACGGGGACUCUACCGAGACUG
CCGUGGAAAACACGGAGGAAGGCGGGGAUGACGUCAAAUCAUCAUGCCCUUUAUGCCCUGGGCUACACACGUGCUAC
AAUGGCCUGAACAGAGGGCAGCGAAGGAGCGAUCCGGAGCGAAUCCCAGAAAACAGGUCCCAGUUCAGAUUGCAGGC
UGCAACCCGCCUGCAUGAAGACGGAGUUGCUAGUAAUCGCGGAUCAGCAUGCCGCGGUGAAUACGUUCCCGGGCCUU
GUACACACCGCCCGUCACACCACGAGAGUUUACAACACCCGAAGUCAGUGACCUAACCGUAAGGGAGGAGCUGCCGA
AGGUGGGGUAAAUGAUUGGGGUGAAGUCGUAACAAG



