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Abstract 

 

The greenhouse effect, increasing pollution and the fact that the earth’s 

oil resources are not infinitive has brought about increased interest in 

renewable energy sources. Bioethanol is a good candidate to substitute fossil 

fuels. Production of ethanol from biomass is already in place, but there is need 

to find cheaper biomass to replace the expensive traditional plants that are 

used today. To degrade biomass bacteria need to have a set of enzymes, such 

as cellobiohydrolase, which cut the polymers down to digestable mono- or di-

mers. During anaerobic degradation of complex biomass, polymers are 

converted to volatile fatty acids (VFA), lactate, ethanol, carbon dioxide and 

hydrogen under non-methanogenic conditions. By using thermophile bacteria 

in the production the  cost can be lowered extensively, since it is cheaper to 

heat the reactors than to cool them down. Thermophile bacteria are abundant 

in geothermal areas, such as in Iceland. 

In 2006 four strains were isolated from Icelandic hot springs, strain 

2Hv, 8H, 15H and 39H. These strains were cultured anaerobically in 

temperatures ranging from 50 – 75°C and pH 5.5 and 6.5. In this study 

degradation of six different carbon sources was tested, namely glucose, 

xylose, glycerol, cellulose, xylan and pectin, in addition to the control which 

contained only yeast extract. Strains 2Hv and 39H did not degrade any of the 

three polymers investigated. Strain 2Hv could be utilized in production of 

ethanol on xylose and strain 39H can produce hydrogen on glucose. Strain 8H 

degrades the polymers pectin and xylan beside the monosaccharides. Strain 

15H degrades all the polymers, produces only ethanol on the monosaccharides 

and only acetate on glycerol and the polymers. Besides the saccharolytic 

activity of the strains, three strains seem to be proteolytic. Partial 16S rRNA 

sequencing indicated relations to Thermobrachium (2Hv), 

Thermoanaerobacterium (8H), Caloramator (15H) and Thermoanaerobacter 

(39H). 

Keyterms: Geothermal areas; Thermophile; Anaerobe; Fermentation; 

BioEthanol. 
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Útdráttur 

Gróðurhúsaáhrifin, vaxandi mengun og sú staðreynd að olíulindir 

jarðar eru takmarkaðar hefur kveikt áhuga manna á endurnýtanlegum 

orkugjöfum. Lífetanól getur fyllt skarðið fyrir kolefnaeldsneyti. Lífetanól er 

framleitt í dag, en þörf er á að finna ódýrari lífmassa í stað matjurta sem nýttar 

eru í framleiðslunni. Við niðurbrot á lífmassa þurfa bakteríurnar að hafa mörg 

ensím til þess að  vatnsrjúfa sellulósa. Við loftfirrt niðurbrot á lífmassa-

fjölliðum myndast rokgjarnar fitusýrur (ediksýra, smjörsýra), mjólkursýra og 

etanól ásamt gastegundunum koltvísýringi og vetni. Með notkun hitakærra 

baktería er hægt að lækka framleiðslukostnað, þar sem minna kostar að hita 

ræktirnar en að kæla þær niður.  Hitakærar bakteríur finnast í ríkum mæli á 

jarðhitasvæðunum.  

Sumarið 2006 voru fjórir stofnar einangraðir úr íslenskum hverum, 

stofn 2Hv, 8H, 15H og 39H. Þessir stofnar voru ræktaðir við loftfirrtar 

aðstæður við hitastig á bilinu 50 – 75°C og pH 5,5 og 6,5. Athugað var 

niðurbrot á sex mismunandi kolefnisgjöfum: glúkósa, xýlósa, glýseróli, 

sellulósa, xýlani og pektíni ásamt viðmiðunaræti með bara gerseyði. Stofnar 

2Hv og 39H voru ekki fjölliðusundrandi. Stofn 2Hv gæti nýst í 

etanólframleiðslu á xýlósa en stofn 39H í vetnisframleiðslu á glúkósa. Stofn 

8H brýtur niður fjölliðurnar pektín og xýlan auk einsykranna. Stofn 15H 

brýtur niður allar fjölliðurnar, framleiðir eingöngu etanól á einsykrunum en 

ediksýru á glýseróli. Auk sykrusundrunareiginleika sinna reyndust þrír 

stofnanna vera próteólýtískir. Hlutraðgreining á 16S rRNA leiddi í ljós 

skyldleika við Thermobrachium (2Hv), Thermoanaerobacterium (8H), 

Caloramator (15H) og Thermoanaerobacter (39H).  

 

Lykilorð: Jarðhitasvæði, hitakær, loftfirrt, gerjun, lífetanól. 
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1. Tilgangur 

Verkefni þetta er byggt á verkefninu „Orka úr pappír” sem höfundur 

vann við sumarið 2006. Niðurstaðan úr því verkefni var m.a. sú að einangraðir 

voru fjórir bakteríustofnar úr íslenskum hverum. Tilgangurinn með þessari 

rannsókn er að skoða þessa stofna nánar með tilliti til gerjunarafurða og 

niðurbrotshæfileika. 

Rannsóknarspurningarnar eru því: 

1. Hversu öflugir fjölliðusundrendur eru hitakærar bakteríur úr 

íslenskum hverum?  

2. Hve mikið etanól framleiða hitakærar hverabakteríur úr lífmassa?  

Leitast var við að svara þessum spurningum með því að rækta 

bakteríurnar við ákveðin hita- og sýrustig og mæla framleiðslu vetnis, fitusýra, 

etanóls og annarra niðurbrotsafurða ásamt því að mæla hve mikið var eftir af 

glúkósa í ætinu. 
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2. Inngangur 

2.1. Umhverfisvæn orka 

Áhugi á framleiðslu á endurnýtanlegum orkugjöfum hefur aukist mjög 

á síðari árum. Meginástæðan fyrir þessu er aukinn styrkur koltvísýrings í 

andrúmslofti en þessi gastegund er talin vera einn meginorsakavaldurinn fyrir 

gróðurhúsaáhrifum. Megin aukningin á CO2 er talin vera vegna aukinnar 

notkunar á jarðefnaeldsneyti. Á Íslandi hefur staðan hins vegar verið á skjön 

við það sem tíðkast erlendis en um 70% af orkunotkun á Íslandi er frá 

endurnýtanlegum orkugjöfum.1 Hins vegar hefur magn óendurnýtanlegra 

orkugjafa aukist á síðari árum, sérstaklega vegna aukins bílaflota.2 Árið 1997 

var Kyotobókunin gerð þar sem flestar þjóðir heims samþykktu að minnka 

notkun óendurnýtanlegra orkugjafa og auka notkun endurnýtanlegra orkugjafa. 

Þeir endurnýtanlegu orkugjafar sem hægt er að mynda úr lífmassa eru margir. 

Hægt er að framleiða lífvetni (biohydrogen) bæði með frumbjarga ljóstillífandi 

bakteríum og þörungum og með gerjandi bakteríum.3,4,5 Vetni er þó ekki í raun 

orkugjafi eins og hefðbundið jarðefnaeldsneyti heldur orkuberi. Lífdísil má 

framleiða úr plöntum sem innihalda mikið af fitu eins og t.d. repju eða þá með 

því að nota frumbjarga örþörunga (microalgae).6 Metan er lokaafurðin við 

niðurbrot á lífrænum efnum við loftfirrtar aðstæður og er vel þekkt sem 

endurnýtanlegur orkugjafi.7 Að lokum hefur athygli manna á síðustu árum 

beinst mjög að etanóli sem eldsneytisgjafa á farartæki. 

Nýlega ákvað Evrópubandalagið að öll aðildarlöndin skuli sækja 

5,75% af eldsneyti sínu í endurnýtanlega orkugjafa fyrir 31. desember 2010.8 

Bent hefur verið á að endurnýtanleg orka í formi lífmassa sé í mörgum 

tilfellum besta leiðin fyrir mörg aðildarríkjanna að ná þessum markmiðum 

sínum því að í mörgum þessara landa eru aðrir möguleikar (vindorka, 

                                                 
1 Hagstofa Íslands, 2007a 
2 Hagstofa Íslands, 2007b 
3 Kovács et al., 2006 
4 Melis et al., 2000 
5 Chen et al., 2006  
6 Chisti, 2007 
7 Chynoweth et al., 2001 
8 Directive 2003/30/EC 
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sjávarföll, vatnsföll, jarðhiti) af skornum skammti. Þetta á einna helst við um 

Austur-Evrópubandalagsríkin.  

 

Í þessu verkefni er megináherslan lögð á að athuga þann möguleika að 

framleiða etanól úr flóknum lífmassa eins og plöntum og úrgangi (pappír). 

Fjórir bakteríustofnar sem voru einangraðir í öðrum verkefnum voru 

rannsakaðir með tilliti til hversu öflugir sundrendur þeir eru á flóknum 

fjölliðum og hvort þeir framleiði endurnýtanlega orkugjafa í formi vetnis og 

etanóls.  

 

 

2.2. Lífmassi 

Lífmassi er samansettur úr flóknum fjölsykrum sem fyrirfinnast m.a. í 

pappír, orkuplöntum og lífrænum úrgangi úr landbúnaði. Meginfjölliður í 

plöntum eru af þremur gerðum þ.e. sellulósi, hemisellulósi og lignin og eru 

tengin á milli sykra β-1,4.9 Í vefjum landplantna eru sellulósatrefjar greyptar 

inn í formlaust lignín og hemisellulósa. Fjölliðurnar þrjár tengjast mjög sterkt 

með ósamgildum tengjum auk samgildra krosstengja og til verður 

lignósellulósi sem er um 90% af þyngd plöntufruma.10 Hlutfall mismunandi 

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

með meira af lignin en harður viður. Mest er af hemisellulósa í grösum. Lignin 

er algengasti uppruni arómatískra efna á jörðinni. Þetta er tilviljanakennd 

fjölliða sem er byggð upp á phenylpropane (C9).
11 Hemisellulósar eru með 

mjög greinótta byggingu og ekki kristölluð fjölsykra. Margar sykurafleiður eru 

til staðar s.s. pentósur (D-xýlósi, L-arabínósi), hexósur (D-galaktósi, L-

galaktósi, D-mannósi, L-rhamnósi, L-fúkósi) og uranic sýrur (D-glucuronic 

sýra).12 

Sellulósi er algengasta lífræna efnið á jörðinni. Um er að ræða 

þúsundir línulegra glúkósaeininga sem eru tengdar saman með β-1,4-

glycosidic tengjum. Tvær glúkósaeiningar mynda sellóbíósa sem er 

                                                 
9 Wikipedia, 2007a 
10 Hamelinck et al., 2005  
11 Wikipedia, 2007b  
12 Wikipedia, 2007c  
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grundvallareining sellulósafjölliðunnar. Tvær glúkósaeiningar eru með 180° 

snúning miðað við nálægar einingar eftir fjölliðuásnum. Fjölliðan er með flöt í 

riffluðu formi og vetnistengi sem styrkja hana innbyrðis. Önnur vetnistengi 

milli aðliggjandi keðja tengjast henni einnig. Afleiðingin er stórt kristallað 

fyrirbæri – s.k. örtrefjar (microfibrils) sem eru 250Å breiðar. Þær tengjast 

síðan saman og mynda stærri trefjar sem síðan mynda þunn lög sem mynda 

margvíslega byggingarhluta plöntufruma. Þræðirnir geta verið nokkuð 

skipulegir (crystalline region) eða óskipulegir (amorphous region) – allt eftir 

uppruna og framleiðslu (samsetningu) efnisins. Sellulósi leysist ekki upp í 

vatni, hefur háa togspennu og er miklu þolnari gegn niðurbroti en aðrar 

glúkósa fjölliður eins og t.d. sterkja.13 

 

 

2.3. Loftfirrt niðurbrot á lífrænum efnum 

 
Í megindráttum má skipta orkuöflun lífvera í þrennt, þ.e. öndun, gerjun 

og ljóstillífun, þó svo að til séu önnur efnaskipti þar sem t.d. ólífræn efni eru 

notuð sem orkugjafar og lífræn eða ólífræn efni sem kolefnisgjafar. Niðurbrot 

lífrænna efna sem fer fram í viðurvist súrefnis er í aðalatriðum svipað og hjá 

loftfirrtum lífverum. Glúkósi er t.d. brotinn niður með glýkólýsu í 10 skrefum 

sem endar með því að pýruvat er myndað (myndir 1 og 2).  

 

 

                                                 
13 Wikipedia, 2007a 
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Mynd 1. Fyrstu skref glýkólýsu; undirbúningsskref og oxunarskref.
14

 

 

 

 
Mynd 2. Afoxunarskref glýkólýsu.

15
 

 

Pýruvat er síðan afkarboxylerað í acetyl-CoA sem fer áfram í 

sítrónusýruhringinn þar sem það er að lokum brotið niður í koltvísýring. 

Þannig er glúkósi oxaður í koltvísýring en elektrónurnar sem myndast eru 

fluttar á kóensímin NAD og FAD þannig að til verða NADH og FADH2. Þessi 

afoxuðu kóensím eru að lokum oxuð í öndunarkeðjunni og til verður 

styrkmunur á prótónum yfir frumuhimnuna (proton motive force, PMF). 

Lokaelektrónuþegi í þessu ferli er súrefni. Orka í formi ATP er búin til með 

oxandi fosfórun þar sem prótónur eru fluttar yfir frumuhimnu í gegnum 

ensímið ATP synthetase. Loftfirrtar bakteríur nota einnig glýkólýsu og mynda 

pýruvat sem lokaafurð.16 Þær geta hins vegar ekki notað súrefni sem 

lokaelektrónuþega og geta því ekki oxað afoxuð kóensím sín í 

öndunarkeðjunni, né heldur framleitt ATP með oxandi fosfórun. Þær framleiða 

ATP með “substrate level phosphorylation” (SLP) þar sem orkurík efni eru 

brotin niður og orka þeirra notuð til þess að fosfóra ADP í ATP (mynd 3).  

Eina leið þeirra til þess að oxa afoxuðu kófaktorana er með því að framleiða 

afoxaðar lokaafurðir úr pýruvati. Því er algengt að loftfirrtar bakteríur 

                                                 
14 Madigan et al., 2003 
15 Madigan et al., 2003 
16 Madigan et al., 2003 
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framleiði etanól, ediksýru, smjörsýru og mjólkursýru úr pýruvati. Þegar aðeins 

ediksýra er mynduð fæst mest af vetni, eða 4 mól fyrir hvert mól af glúkósa. 

En séu fleiri eða stærri kolefnissambönd mynduð myndast minna af vetni. 

 

 
Mynd 3. Gerjunarferill lífrænna efna.

17
 

 

 

2.3.1. Formeðhöndlun 

Við niðurbrot á sellulósa og hemisellulósa í einsykrur kemur til greina 

að nota: 1) vatnsrof í mettaðri brennisteinssýru eða saltsýru; 2) vatnsrof í 

þynntri brennisteinssýru eða 3) ensímhvatað vatnsrof á ómeðhöndluðum eða 

formeðhöndluðum lífmassa. Fyrst yrði þó að tæta lífmassann í minni einingar. 

Notkun á mettaðri brennisteinssýru eða saltsýru er elsta aðferðin sem er þekkt 

til að brjóta lífmassa í ein- og tvísykrur. Heimtur eru betri en að nota þynnta 

brennisteinssýru en tæknilegir ókostir eru fleiri sökum mikillar tæringarhættu. 

Umhverfisáhrif eru einnig óæskileg, dýr tæki nauðsynleg og hár fjárfestingar- 

og viðhaldskostnaður. Vatnsrof í þynntri brennisteinssýru er yfirleitt 

framkvæmt í tveimur skrefum. Fyrst er hemisellulósinn brotinn niður í 

einsykrur sem eru aðskildar frá fasta efninu sem eftir verður og í síðara 

skrefinu er það brotið niður í glúkósa við hátt hitastig.18,19 

Ensímhvatað vatnsrof er framkvæmt með því að nota nokkrar gerðir 

sellulasa samtímis. Eins og áður hefur komið fram þá er viður mjög flókinn að 

byggingu og því þarf efnafræðilega formeðhöndlun fyrst. Ekki er vitað hvort 

                                                 
17 Madigan et al., 1997 
18 Hsu, 1996 
19 Sun og Cheng, 2002 
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ensímhvatað vatnsrof er hagkvæmara en efnafræðilegu aðferðirnar, en í dag er 

helsti flöskuhálsinn að ekki eru til nægjanlega hitaþolnir sellulasar á 

markaðinum. Við niðurbrot á lífmassa í etanól liggur um 40% af kostnaðinum 

í ensímum sem eru notuð. Áhugaverð formeðhöndlun við ensímhvatað 

vatnsrof er s.k. gufusprenging (steam explosion) en þetta er talin vera 

áhrifaríkasta aðferðin við formeðhöndlun á viði.20 Ætla má að þetta sé einnig 

hægt að nota á annan lífmassa og að jafnvel sé hægt að nota jarðgufu við 

ferlið. 

 

2.3.2. Niðurbrot fjölliða 

Margar bakteríur og sveppir geta brotið niður sellulósa og 

hemisellulósa (og lignin) í náttúrunni. Sveppir eru mikilvirkustu örverur sem 

brjóta niður trjávið í náttúrunni með utanfrumuensímum sínum. Sveppir eru 

flokkaðir í nokkra flokka en s.k. „white-rot” sveppir eru langalgengastir. Þeir 

valda yfirleitt hvítumyndun á viðnum og hann lítur út eins og hann sé trefja- 

eða svamplegur. Þessir sveppir brjóta niður lignin og fjölsykrur með sama 

hraða – flestir brjóta harðvið hraðar niður. Aðrir sveppir brjóta frekar niður 

auðleysanlegri efni eins og fjölsykrur. Bakteríur hreyfa lítið við lignin í 

súrefnisríku umhverfi og alls ekki við loftfirrtar aðstæður. Hins vegar 

framleiða margar bakteríur sellulasa og ensím sem þarf til að brjóta niður 

hemisellulósa.21  

Loftfirrt niðurbrot á flóknum lífrænum efnum við loftfirrtar aðstæður 

má sjá á mynd 4. Fjölsykrur, prótein og fituefni eru brotin niður í ein- og 

tvísykrur, amínósýrur og fitusýrur, oft með utanfrumuensímum sem örverur 

seyta úr frumum sínum. Þessar einliður eru síðan gerjaðar í minni milliefni 

eins og t.d. própíonsýru, etanól, smjörsýru, mjólkursýru og arómatísk efni sem 

eru að lokum oxuð í þau efni sem metanmyndandi bakteríur geta notað, 

ediksýru og vetni auk koltvísýrings. Þannig að ávallt þegar lífmassi er látinn 

standa, rakastig er nægjanlega hátt og loftfirrtar aðstæður myndast, þá myndast 

metan og koltvísýringur sem lokaafurð. Hins vegar er um að ræða mjög flókið 

                                                 
20 McMillan, 1994 
21 Lynd et al., 2002 
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samspil margra baktería þ.m.t. baktería sem geta brotið niður bæði fjölsykrur 

auk ein- og tvísykra í afoxaðar lokaafurðir eins og t.d. etanól og mjólkursýru.22  

Algengustu gerjunarafurðirnar eru ediksýra, smjörsýra, mjólkursýra og etanól 

auk gastegundanna vetnis og koltvísýrings (Mynd 4).  

 

 
Mynd 4. Niðurbrot fjölliða

23
 

 

Sá hæfileiki að brjóta niður kristallaðan sellulósa er algengur hjá bæði 

súrefnisháðum og loftfirrtum bakteríum, en það er mikill munur á hvernig 

þessu er háttað í loftfirrtum og loftháðum bakteríum. Loftfirrtar bakteríur seyta 

út sellulösum og safna þeim saman í stóra samhangandi ensímflóka s.k. 

“sellulosomes” sem eru fest á yfirborð bakteríanna. Þau samanstanda af 

ensímum með mismunandi sérvirkni, bæði exo- og endosellulasa með  svipaða 

byggingu og hjá T. reseii, auk ensíma með virkni á aðrar fjölsykrur eins og t.d. 
                                                 
22 Madigan et al., 2003 
23 Madigan et al., 2003 
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xylan. Stök ensím hafa verið klónuð og tjáð úr þessum flóka og sýnt fram á 

virkni þeirra. Best rannsakaður ensímflóki er hjá Clostridium thermosellum.24  

C. thermosellum vex ágætlega á kristölluðum (reglulegum) sellulósa en 

lítið finnst af utanfrumuensímum  við vöxt vegna myndunar á sellulosome sem 

ber ábyrgð á mestri endoglucanasa virkninni. Einnig ber ensímflókinn ábyrgð 

á festingu bakteríunnar á sellulósann. Slík ensímkerfi virðast ekki vera 

eingöngu hjá þessari bakteríu og ekki eingöngu bundin við sellulasa. Svipað 

hefur fundist hjá fjölmörgum sellulósasundrandi bakteríum. Einnig hefur 

xylanasa virkni fundist í sellulosome hjá C. thermosellum. Um þriðjungur af 

genum bakteríunnar virðast tengjast sellulosome virkni bakteríunnar.25  

Hitakærar loftfirrtar bakteríur eins og t.d. Caldisellulosiruptor 

tegundir, framleiða hins vegar stór marghneppa ensím með 

endoglucanasavirkni auk hneppa með sérvirkni á aðrar fjölsykrur auk 

bindihneppa. Sellobiohydrolasi sem er lykilensím til fullnaðar niðurbrots á 

kristalkenndum sellulósa hefur hingað til einungis fundist í loftfirrtu 

bakteríunum Thermotoga sp. FJSS3-B1 og Anaerosellum thermophilum. 

Loftháðar bakteríur eins og t.d. Bacillus tegundir seyta sellulósasundrandi 

ensímum út í umhverfið. Gerð þeirra er oftast einfaldari en einnig finnast 

fjölhneppa ensím úr loftháðum bakteríum. Þetta eru endoglucanasar og virðast 

þeir ekki vera eins virkir og sambærilegir glucanasar úr sveppum. Þá hefur 

sellobiohydrolasi úr hitakærum loftháðum bakteríum ekki fundist enn sem 

komið er.26 

 

2.3.3. Ensím 

Skortur er á öflugum hitakærum ensímum til að sundra sellulósa í dag. 

Slík ensím er bæði hægt að markaðssetja á erlendum vettvangi sem og nýta til 

niðurbrots á lífmassa, einkum úrgangspappír sem fellur til hér á landi. Með 

erfðatækni má gera ensímin enn betri, en miklu skiptir að farið sé af stað með 

ensím sem að upplagi eru með hagstæða eiginleika. Sundrunarafurðir (glúkósi) 

má nýta beint til gerjunar og framleiðslu á etanóli eða umbreyta í verðmætari 

afurðir. Sérstök áhersla verður lögð á að finna öflugan sellobiohydrolasa en 

                                                 
24 Lamed og Baeyer, 1987 
25 Morag et al, 1990 
26 Schwarz, 2001 



Háskólinn á Akureyri  Viðskipta- og raunvísindadeild 

 10  

vöntun er á þessu ensími í dag. Sömu ensím má einnig nýta til 

formeðhöndlunar á lífmassa sem hefur verið ræktaður upp.27 

Hitaþolin ensím hafa mikið verið notuð í iðnaði á síðustu áratugum og 

þá aðallega í þvotta- og sykuriðnaði. Flest þessara ensíma eru úr 

miðlungshitakærum örverum. Athygli manna hefur í auknum mæli beinst að 

hitakærum ensímum úr hitakærum bakteríum vegna þess að ensímin eru 

þolnari og eru óvirk við lágt hitastig og geymast því mun betur við slíkar 

aðstæður. Einnig þola hitakær ensím oft hærri styrk af lífrænum leysum og 

auðveldara er að framleiða þau með hjálp erfðatækninnar, t.d. með klónun í E. 

coli.28 Hærra hitastig þýðir líka að efnahvörfin ganga hraðar fyrir sig og meiri 

möguleiki er á að torleyst efni leysist upp. Eitt af meginskilyrðum þess að gera 

sundra sellulósa með ensímum á hagkvæman máta er að ensímin séu stöðug 

og virk við mjög háan hita. Hár hiti minnkar seigju og hjálpar til við að riðla 

kristalbyggingu sellulósatrefja. Það eykur aðgengi ensímanna að 

sellulósatrefjunum.  

Í dag er mikil áhersla lögð á að finna leiðir til umhverfisvænna aðferða 

til að sundra sellulósa í glúkósa til notkunar á framleiðslu etanóls í eldsneyti 

eða til að umbreyta í önnur verðmætari efni. Ensímsundrun er sú aðferð sem 

mestar vonir eru bundnar við en á hinn bóginn eru slíkar aðferðir enn sem 

komið er of kostnaðarsamar og þarf að ná kostnaði allt að tífalt niður til þess 

að þetta sé raunhæft. Miklar rannsóknir fara fram í heiminum við að ná þessu 

markmiði og skilgreint hefur verið hvað þarf til. Ensímin þurfa að vera 

mikilvirkari, framleiðslukostnaður lægri og þau þurfa að vera virk og stöðug 

við háan hita. Ensím sem til eru í dag uppfylla ekki þessi skilyrði. Ylkær 

ensím úr sveppum eru hvorki nógu hitastöðug né hitavirk og hitakær og 

hitastöðug ensím eru ekki nægilega virk. Sérstaklega skortir hitastöðug ensím 

sem vinna á kristalkenndum sellulósa, þ.e. sellobiohydrolasa ensím. Þær leiðir 

sem til boða standa eru að finna virkari hitakærari ensím úr hveraörverum, eða 

breyta fyrirliggjandi ensímum með erfðatækni.  

Sveppurinn Trichoderma viride er mjög öflugur sellulósasundrandi 

stofn og framleiðir þrjár gerðir sellulasa: endoglucanasa, sellobiohydralasa og 

β-glucosidasa. Endoglucanasarnir vatnsrjúfa innri tengi í sellulósakeðjunni 

                                                 
27 Lynd et al., 2002 
28 Wicker et al, 2001 
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sem leiðir til þess að endar verða aðgengilegir fyrir sellobiohydrolasana og 

sellobiose myndast. Við áframhaldandi vatnsrof virðist sem 

sellobiohydrolasarnir riðli kristalskipulagi sellulósakeðjanna og gegna 

bindihneppi (selluolsome) þeirra lykilhlutverki í þeirri virkni. Að lokum er 

sellóbíósinn hýdrólýseraður í glúkósa með β-glucosidasa. Þessi samvirkni 

ensímanna er nauðsynleg til þess að fá fram fullnaðar niðurbrot á sellósa.29 

 

 

2.4. Etanólframleiðsla 

Meginástæðan fyrir auknum áhuga á etanólframleiðslu úr lífmassa er 

tvíþætt. Í fyrsta lagi er um að ræða umhverfissjónarmið, þ.e. notkun eldsneytis 

úr lífmassa eykur ekki losun gróðurhúsalofttegunda og um er að ræða 

endurnýtanlegan orkugjafa. Önnur ástæða er hækkandi verð olíu á 

heimsmarkaði. Búast má við að á Íslandi falli til um 74 þúsund tonn af 

úrgangspappír og pappa á hverju ári sé miðað við tölur frá hinum 

Norðurlöndunum, en niðurstöður hérlendra samantekta hafa verið þær að 

magnið sé nokkru minna eða um 40- 50 þúsund tonn á ársgrundvelli.30 Mjög 

áhugavert er að kanna möguleika á því að umbreyta þessum lífmassa í sykrur 

með það að markmiði að framleiða verðmætari afurðir úr þeim. Í dag má nota 

sykrur beint sem sætuefni eða til framleiðslu á etanóli, sérhæfum leysiefnum 

eða mjólkursýru með örverum. Einnig má, með efnafræðilegum aðferðum, 

vetna sykrurnar og framleiða þannig sykuralkóhól (polyol) eins og t.d. xylitol, 

mannitol eða sorbitol sem nota má í snyrtivörur og margvíslegan efnaiðnað.31  

Etanól hefur lengi verið notað sem orkugjafi og þá sérstaklega sem 

eldsneyti á bifreiðar. Í Brasilíu er 40% bílaflotans keyrður á blöndu af 96% 

etanóli og 4% vatni, eftir rúmmáli.32 E85 sem er blanda af 85% etanóli og 15% 

bensíni, eftir rúmmáli, er mikið notað í Svíþjóð og nýtur vaxandi vinsælda í 

Evrópu og Bandaríkjunum.33 Í Brasilíu og Bandaríkjunum eru sykurrófur og 

korn (sterkja) gerjuð til að framleiða etanól. Yfirleitt eru notaðir gersveppir. 

                                                 
29 Beldman et al., 1985 
30 Ásgeir Ívarsson, munnleg heimild, 2007 
31 Wikipedia, 2007e 
32 General Motors, 2007a 
33 General Motors, 2007b 



Háskólinn á Akureyri  Viðskipta- og raunvísindadeild 

 12  

Gersveppir framleiða etanól með gerjun úr einsykrum, tvö mól af etanóli fást 

fyrir hvert mól af glúkósa sem er brotinn niður. 

Kostir gersveppa við þessa framleiðslu eru margvíslegir, m.a. að þeir 

þola háan styrk af etanóli, hafa góða nýtingarprósentu (allt að 96%) og þeir 

framleiða fáar aukaafurðir.34 Ókostirnir eru hins vegar að þeir brjóta niður 

takmarkaðan fjölda sykra og brjóta ekki niður flóknari lífmassa. Þess vegna 

hafa aðrir kostir verið í skoðun, þar á meðal hitakærar bakteríur. Gersveppir 

geta ekki brotið niður sellulósa og hemisellulósa og því hafa sykrur með 

sterkju fyrst og fremst verið notaðir (korn, sykurrófur, maís). Augljóst er að 

þessi lífmassi er ekki ótakmarkaður og hafa margar efasemdarraddir heyrst um 

að ekki sé rétt að nota þetta „verðmæta” hráefni til þess að búa til eldsneyti og 

einnig hefur verið bent á að fóðurverð komi til með að hækka mjög mikið í 

kjölfarið. Því hafa augu manna beinst að þeim möguleika á að nota ódýrari 

lífmassa úr sellulósa eða hemisellulósa til etanólframleiðslu. Til eru örverur 

sem hafa mörg þeirra ensíma sem til þarf til að brjóta niður flókinn lífmassa í 

minni einingar (einsykrur og tvísykrur). Í dag eru ensím þessara örvera oft 

notuð þegar verið er að brjóta niður sellulósa og hemisellulósa ásamt 

efnafræðilegum formeðhöndlunum. Þetta er hins vegar frekar dýr ferill og 

svarar enn sem komið er ekki kostnaði ef lokamarkmiðið er að framleiða 

etanól. Þetta gæti hins vegar breyst ef heimsmarkaðsverð á jarðefnaeldsneyti 

eykst eins og raunin hefur verið á síðustu  mánuðum. Einnig hefur áhugi 

manna aukist mjög á að finna betri örverur sem geta nýtt sér þennan lífmassa 

og sérstaklega hefur áhugi manna aukist á hitakærum bakteríum hvað þetta 

varðar. Slíkar bakteríur hafa verið rannsakaðar í mörg ár, en oft er um að ræða 

grunnrannsóknir þar sem ekki hefur endilega skimað eftir bestu stofnunum.  

Þær hitakæru bakteríur sem hafa verið einangraðar hafa marga kosti 

umfram gersveppi. Auk þess að geta oft brotið niður margvíslegar fjölliður þá 

geta þær einnig brotið niður margvíslegar ein- og tvísykrur. Einnig er það 

kostur að vaxa við hátt hitastig og hafa verið uppi hugmyndir um að rækta 

slíkar bakteríur við hitastig sem er við eimingarhita etanóls og fá fram n.k. 

sjálfeimingu (self distillation). Hins vegar eru þessar bakteríur ekki 

gallalausar. Nýtnin við etanólframleiðsluna er oftast mun lægri en hjá 

                                                 
34 Clyde, 1991 



Háskólinn á Akureyri  Viðskipta- og raunvísindadeild 

 13  

gersveppum. Ekki er óalgengt að nýtnin sé á milli 0,8 – 1,5 mól etanól fyrir 

hvert mól af glúkósa sem er brotinn niður. Ástæðan fyrir minni nýtni liggur í 

öðrum aukaafurðum sem þessar bakteríur framleiða. Vel þekktar afurðir eru 

ediksýra, mjólkursýra og maurasýra. Annar ókostur hitakærra etanól 

framleiðandi stofna er sú staðreynd að þeir þola yfirleitt mun minni styrk af 

etanóli en gersveppir. Hins vegar hafa tilraunir sýnt að etanólþol má auka með 

stökkbreytingum eins og t.d. hjá Clostridium bakteríum.35  

 

 

2.5. Hitakærar bakteríur 

 

Hitakærar bakteríur skiptast í nokkra flokka, eftir hitastiginu sem þær 

geta lifað við. Hitakærar bakteríur vaxa á bilinu 45 – 68°C með kjörhitastig 

um 60°C. Háhitakærar bakteríur vaxa á bilinu 65 – 95°C með kjörhitastig um 

88°C. Eldkærar bakteríur þrífast við enn hærra hitastig, t.d. hefur Pyrolobus 

fumarii kjörhitastig við 106°C en getur þolað allt að 115°C36. Þessar bakteríur 

vaxa ekki við hitastig undir 60°C.  

Hverir finnast víða og er kjörlendi fyrir hitakærar bakteríur. Íslenskir 

hverir eru af tvennum toga, háhitahverir og lághitahverir. Háhitahverir eru á 

virkum eldfjallasvæðum. Þar er mest af brennisteins- og leirhverum, en einnig 

er þar að finna gufuæðar með hitastig á bilinu 100-200°C. Lítið er um lífmassa 

og sýrustigið er lágt (pH 2-4) sem gerir það að verkum að styrkur uppleystra 

efna verður mikill. Margar tegundir loftfirrtra fyrna (archaea) hafa verið 

einangraðar úr leirhverum. Kjöraðstæður fyrir þessar örverur eru hitastig á 

bilinu 85-95°C og sýrustig undir fjórum. Þessar fyrnur geta nýtt sér lífmassa 

og nota brennistein sem elektrónugjafa og mynda þannig vetnissúlfíð. 

Örverufjöldi getur verið mikill í þessum hverum, allt upp í 100 milljónir í 

millilítra. Háhitasvæði á Íslandi eru um 30 og þekja um 400 ferkílómetra.37 

Lághitasvæði eru utan virkra eldfjallasvæða og þar eru tærir 

vatnshverir og laugar með hitastigi á bilinu 20-100°C. Á þessum svæðum eru 

flestir hverir basískir (pH 8-10). Myndun kísils sést greinilega í kringum op 

                                                 
35 Kurose et al., 1988 
36 Huber og Setter., 1998 
37 Hveravefsíðan, 2007a 
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þessara hvera. Oft sést mikill þörungavöxtur og einnig bakteríur í miklum 

mæli. Á Íslandi eru um 250 lághitasvæði með meira en 600 hverum og 

laugum.38 

Óvíða annars staðar er að finna jafn fjölbreytt lífríki og góðar og 

aðgengilegar aðstæður til rannsókna á hitakærum bakteríum og hér á landi. 

Megináherslan í rannsóknum hefur hingað til verið á loftháðar bakteríur. 

Loftfirrtar tegundir í íslenskum hverum eru hins vegar óplægður akur. Þetta 

bendir til þess að þetta lífríki hafi verið lítið kannað með tilliti til baktería sem 

nota aðra elektrónugjafa en súrefni. Í íslenskum hverum er fjölbreytt lífríki 

hitakærra baktería.  

Mest af okkar þekkingu á hitakærum bakteríum sem brjóta niður 

fjölliður er frá loftháðum bakteríum, og þá sérstaklega Bacillus tegundum. 

Mun minna er vitað um loftfirrtar, hitakærar bakteríur sem hafa yfir að ráða 

ensímvirkni á þessu sviði. Margar loftfirrtar bakteríur hafa yfir að ráða 

ensímum sem brjóta niður fjölsykrur eins og amylopektin, xylan og sellulósa. 

Mjög miklar upplýsingar um skilning okkar á þessum ensímum hafa komið frá 

hitakæru bakteríunni Clostridium thermosellum.39 Almennt virðast þessi ensím 

vera framleidd af hitakærum bakteríum þegar næring er í lágmarki.  

Margar hitakærar bakteríur hafa einnig fengið mikla athygli vegna 

hæfileika þeirra til að framleiða etanól beint úr fjölliðum. Mest af etanóli í 

Bandaríkjunum hefur hingað til verið framleitt efnafræðilega eða með gerjun 

(gersveppir). Hins vegar hefur fjöldi einkaleyfa þar sem hitakærar bakteríur 

eru notaðar til þess að framleiða etanól aukist á síðustu 10- 15 árum. Ástæðan 

fyrir þessu er þríþætt. Í fyrsta lagi er hagkvæmara að framleiða etanól við 

hærra hitastig vegna hreinsunarinnar (eiming). Í öðru lagi mun 

hitunarkostnaður við framleiðsluna vera lægri en kælingarkostnaður við að 

nota miðlungshitakærar örverur. Í þriðja lagi eru hitakærar, loftfirrtar bakteríur 

með mun meira „substrate” spektra en miðlungshitakærar bakteríur. Sem 

dæmi má nefna að C. thermohydorsulfuricum,  C. thermosaccharolyticum, C. 

thermosulfurogenes, Thermoanaerobium brocki, Thermobacteroides 

asetoethylicus og Thermoanaerobacter ethanolicus geta brotið niður 

                                                 
38 Hveravefsíðan, 2007b 
39 Lamed og Bayer, 1987 
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fjölmargar fjölsykrur eins og sellulósa, pektín, xylan og sterkju í ein- og 

tvísykrur (glúkósa, sellóbíósa, xýlósa, xýlóbíósa).40 

Meginafurðir við frekari niðurbrot í þessum gerjunarferlum er etanól, 

ediksýra, smjörsýra, mjólkursýra, koltvísýringur og vetni. Miklar rannsóknir 

hafa verið gerðar á hvaða ytri þættir það eru sem skipta máli varðandi hvaða 

lokaafurðir eru myndaðar. Við niðurbrot á sykrum er fyrst um að ræða oxun á 

sykrum í pyruvat sem síðan er oxað í ediksýru og koltvísýring eða afoxað í 

smjörsýru, etanól, mjólkursýru og vetni. Vetni og hlutþrýstingur þess skiptir 

miklu máli við niðurbrotið. Almennt hefur hár hlutþrýstingur þær afleiðingar 

að meira er myndað af afoxuðum afurðum (t.d. etanól). Hitastig skiptir hér 

einnig máli, því þeim mun hærra sem hitastigið er þeim mun minni áhrif hefur 

hlutþrýstingur vetnis. Því framleiða hitakærar bakteríur oft mun meira af 

etanóli en háhitakærar bakteríur.  

Notkun ensíma úr háhitakærum bakteríum (extreme thermophiles) 

hefur fengið aukna athygli á undanförnum árum. Margar þessara baktería eru 

þekktar fyrir framleiðslu sína á sterkjuensímum. Nefna má Pyrococcus 

furiosus, Thermococcus tegundir og Sulfolobus tegundir sem framleiða α-

amylase, pullunanase og α-glucosidase.41 Minna er hins vegar vitað um 

háhitakærar bakteríur sem sundra sellulósa og hemisellulósa. Einungis hefur 

fundist einn endoglucanase frá P. furiosus en nokkrar háhitakærar bakteríur 

hafa hins vegar β-glycosidic virkni. Mjög hitakærir xylanasar eru áhugaverðir 

í margs konar iðnaði og hafa uppgötvast m.a. í Thermofilum tegundum og í 

Thermosphaera.42
 

Etanólframleiðandi örverur hafa lengi verið manninum kunnar, sú 

þekktasta er sennilega gersveppurinn Saccharomyces cerevisiae sem getur 

framleitt etanól í styrkleika allt að 18%. Margar miðlungshitakærar bakteríur 

og sveppir hafa verið rannsakaðir með tilliti til etanólframleiðslu. Minna hefur 

verið um rannóknir á hitakærum bakteríum, en þó eitthvað. Til dæmis 

framleiðir Clostridium thermocellum etanól úr sellulósa, þó hún framleiði lítið 

(0,8-60 g/l) og hægt. Gallinn við loftfirrtar bakteríur er sá að þær framleiða 

                                                 
40 Mathupala, 1992 
41 Bertoldo og Antranikian, 2002 
42 Huber et al, 1998 
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aukaafurðir, sérstaklega ediksýru og mjólkursýru, sem getur verið erfitt og 

kostnaðarsamt að hreinsa frá etanólinu.43  

 

 

2.6. 16S rRNA – skyldleikagreining 

Hægt er að mæla þróunarfræðilega fjarlægð milli tegunda með því að 

bera saman mismun í núkleótíða- eða amínasýruröðum stórsameinda sem 

gegna sama hlutverki (homologous) í viðkomandi lífverum. Mismunurinn 

gefur til kynna að stökkbreytingar hafa átt sér stað í gegnum tíðina. Þegar 

stökkbreytingar verða varanlegar (eru ekki leiðréttar) á sér stað þróun og 

líffræðilegur fjölbreytileiki er afleiðingin. Til þess að ákvarða 

þróunarfræðilegt samband á milli tveggja lífvera er nauðsynlegt að velja rétta 

sameind til raðgreiningarrannsókna. Eftirfarandi eiginleikar eru æskilegir:  

I. Allar lífverur sem verið er að greina eða bera saman þurfa að hafa 

viðkomandi sameind. 

II. Sameindin þarf að hafa sömu virkni (functionally homologous) innan 

hópsins sem verið er að greina. 

III. Nauðsynlegt er að hægt sé að samraða (align) viðkomandi röðum, til að 

hægt sé að koma auga á sameiginlega þætti. 

IV. Röðin í sameindinni sem valin er ætti að breytast samsvarandi við 

þróunarfræðilega fjarlægð sem mæld er. Því meiri fjarlægð sem mælist, þá 

gerast stökkbreytingar innan raðarinnar hægar. 

rRNA sameindir eru mjög stöðugar og kjarnsýruraðir þeirra eru 

nokkuð vel varðveittar á milli mismunandi lífvera. Ríbósóm eru samsett úr 

þremur misstórum sameindum og sá hluti bakteríu ríbósóms sem er notaður 

mest í svona rannsóknir er 16S hluti þess (S er Svendberg massaeining). 16S 

hlutinn er notaður vegna þess að hann uppfyllir þessi skilyrði og er 

viðráðanlegur í stærð (u.þ.b. 1500 basar). Þessi hluti inniheldur vel varðveittar 

raðir sem nýtast til að ná bestu samröðun.44 Þegar skyldleiki baktería er metinn 

með samanburði á 16S rRNA er oft miðað við að mörkin fyrir nýja tegund séu 

við 97% samsvörun. Þó getur verið öruggara að færa þessi mörk niður í 95% 

                                                 
43 Lin og Tanaka, 2006 
44 Madigan et al., 2003 
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ef ekki er um heilraðgreiningu gensins að ræða.45 Þegar samsvörun er komin 

niður í 95% eða minna má að öllum líkindum gera ráð fyrir að um nýja 

ættkvísl sé að ræða (ef gerð er heilraðgreining). Til að staðfesta að um nýja 

tegund eða ættkvísl sé að ræða þarf að framkvæma „DNA/DNA 

hybridization” (heilraðgreiningu). Þó er heldur ekki alltaf öruggt að um sömu 

tegund sé að ræða þó að leit á gangagrunnum gefi 98-99% skyldleika. Þetta 

getur allt eins verið ný tegund, en það þarf að staðfesta með samanvurði á öllu 

genamengi bakteríunnar. 

                                                 
45 Xue et al., 2001 
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3. Efni og aðferðir  

3.1. Æti  

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

loftfirrtar bakteríur. Ætið var samsett úr nokkrum mismunandi stofnlausnum 

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

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

8,0; (E) NaHCO3 80;  (F) FeCl-4H2O 2,0; EDTA 0,5; CuCl2 0,03; H3BO3 

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

CoCl2-6H2O 0,05; Na2WO4 0,01; Na2SeO4  0,3 (mg); (G) vítamínblanda 

samkvæmt DSMZ æti nr. 141(Viðauki 1); (H) Na2S –9H2O 240,2. 

 

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

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

lokastyrk buffersins (Viðauki 3). 

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

eimuðu vatni auk gerseyðis (Yeast Extract, YE) (2 g) blandað saman, soðið og 

kælt á ís undir köfnunarefnisflæði (N2). Þá voru 18,5 ml af æti settir í 120 ml 

glös (serum bottles) sem lokað var með butyl gúmmítöppum og álhettum. 

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

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

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

9ml; Cystein chloride 0,5 g; H 1 ml) bætt í ætið rétt fyrir sáningu auk 0,5 ml af 

glúkósa eða xýlósa (1 M stofnlausn) sem gaf 24,4 mM lokastyrk. Sýrustig var 

stillt af með 6M saltsýru (HCl) og 2M natríumhydroxíði (NaOH) fyrir suðu.  

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

xýlósi) voru síaðar gegnum 45 µm filter í dauðhreinsaðar loftfirrtar flöskur. 

Aðrir kolefnisgjafar voru settir í fyrir dauðhreinsun. Sellulósi var settur í sem 

Whatman pappírsstrimlar (98% glúkósi, 0,068g í hverja flösku) í styrknum 20 

mM,  pektín og xýlan í styrknum 3 g/L og glýseról í styrknum 100 mM . 

Viðmiðunarsýni var án kolefnisgjafa. Sáning var 10% (v/v). 

3.2. Ræktunaraðstæður 
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Ræktunaraðstæður voru valdar með tilliti til þess hita og sýrustigs sem 

var notað við einangrun stofnanna, sem var nálægt því sem var á sýnatökustað, 

þ.e.a.s. sýnin voru ræktuð við hitastig nálægt því sem þau voru tekin úr. Sáð 

var í tvö sýrustig, pH 5,5 og 6,5.   

 

 

3.3. Bakteríurnar 

3.3.1. Stofn 2Hv 

Stofn 2Hv er einangraður úr sýni sem var tekið á Hveravöllum sumarið 

2006. Stofninn var ræktaður við 70°C og pH 6,5. 16S rRNA niðurstöður sýndu 

97,8% skyldleika við Thermobrachium celere. 

 

3.3.2. Stofn 8H 

Stofn 8H er einangraður úr sýni sem var tekið á Hengilsvæðinu við 

Hveragerði 15. júní 2006. Stofninn var ræktaður við 60°C og pH 5,5. 16S 

rRNA niðurstöður sýndu 97,6% skyldleika við bæði Thermoanaerobacterium 

aotearoense og Thermoanaerobacterium saccharolyticum. 

 

3.3.3. Stofn 15H 

Stofn 15H er einangraður úr sýni sem var tekið á Hengilsvæðinu við 

Hveragerði 15. júní 2006. Stofninn var ræktaður við 50°C og pH 6,5. 16S 

rRNA niðurstöður sýndu 93,5% skyldleika við Caloramator viterbensis.  

 

3.3.4. Stofn 39H 

Stofn 39H er einangraður úr sýni sem var tekið á Hengilsvæðinu við 

Hveragerði 15. júní 2006. Stofninn var ræktaður við 75°C og pH 5,5. 16S 

rRNA niðurstöður sýndu 97,6% skyldleika við Thermoanaerobacter 

keratinophilus. 

 

 

3.4. Aðferðir 

3.4.1. Vetni 
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Framleiðsla vetnis er reiknuð út frá hlutfallslegum mælingum á 0,2 ml 

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

súluna, handvirkt. Vetni var mælt með Perkin Elmer gasaðgreiningartæki 

(GC) með TCD- nema. Súlan sem var notuð var frá Supelco Carboxen GC 

Plot Capillary Column (Carboxen 1010). Hitastig í TCD-nema (thermal 

conductivity detector).  og í “injector” var 220°C en ofninn var hafður 80°C. Í 

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

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

vetnisstöðlum. 

 

3.4.2. Fitusýrur/VFA 

Fitusýrur og etanól var greint með Perkin Elmer gasaðgreiningartæki 

með FID- nema (flame ionization detector). Sýnin voru tekin úr 

ræktunarvökva bakteríanna með sprautu og bakteríurnar síaðar frá með filter 

(45 µm). Tvöhundruð µl af ræktunarvökva var blandað við 100µl af 

maurasýru, 100 µl af crotonic sýru, 100 µl 1-propanol og 500 µl eimað vatn, 

sett í lítil sýnaglös með tappa og í gasgreininn. Gasgreinirinn var með 

sjálfvirka skömmtun (autosampler). Súlan var DB-FFAP súla frá Agilent 

Industries (Palo Alto, CA, US). Hitastig ofnsins var í upphafi 80°C og var haft 

stöðugt í 1 mín. Síðan var það hækkað um 10°C í 8 mínútur þannig að 160°C 

var náð. Því hitastigi var viðhaldið í 10 mínútur. en var hækkað í 160°C.  

 

 

3.4.3. Glúkósamæling 

Glúkósamælingin var framkvæmd með 400 µl af sýni blandað saman 

við 2 ml af Anþrón-lausn (0,2% Anthrone í 72% brennisteinssýru (1 hluti 

eimað vatn á móti 3 hlutum 95% brennisteinssýru), lausnin verður að vera 

köld og má ekki vera í ljósi). Blandan var svo hrist á vortex áður en hún var 

hituð í sjóðandi vatnsbaði í 11 mínútur. Næst er hún kæld á ís og síðan leyft að 

ná herbergishita í 5 mínútur áður en ljósgleypnin er mæld við 625 nm. 

Við gerð staðals er sett blanda af eimuðu vatni og 1 mM Glúkósalausn 

í staðinn fyrir sýnið. Byrjað með 400 µl af vatni, svo 100 µl glúkósalausn og 

300 af vatni og áfram þar til endað er með 400 µl af glúkósalausn. 

Síðan er margfaldað með 2,5 til að fá magn í millilítra. 
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3.4.4. 16S rRNA – skyldleikagreining 

Greining á hluta 16S rRNA úr stofnum fór fram hjá líftæknifyrirtækinu 

Prokaria í Reykjavík. Basaraðirnar sem fengust við þá greiningu voru sendar 

inn á gagnagrunn NCBI og til þess notað viðmótið nucleotide-nucleotide Basic 

Local Alignment Search Tool (BLASTn). Við gerð skyldleikatrjáa fyrir 

stofnana voru forritin BioEdit 7.0.1, ClustalW og TreeView notuð, þar sem 

16S rRNA röðum úr skyldum bakteríum fengnum úr gagnagrunni NCBI var 

raðað saman. 
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4. Niðurstöður 

4.1. Stofn 2Hv 
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Mynd 5. Gerjunarafurðir 2Hv á mismunandi kolefnisgjöfum. 

 

Stofn 2Hv virðist eingöngu vera að vaxa á einsykrunum glúkósa og 

xýlósa að einhverju viti. Þetta má fyrst og fremst sjá út frá efnum sem 

framleidd voru en ekki aukningu á lífmassa, sem var ávallt mjög lítill. Styrkur 

glúkósa var mældur bæði í upphafi og í lok ræktunar á öllum 

kolefnisgjöfunum nema xýlósa og glýseról. Í upphafi ræktanna mældist 

glúkósi vera frá 2,7 – 4,6 mM nema í glúkósaræktinni þar sem hann mældist 

vera 23,2 mM. Í lok ræktunartímans mældist hins vegar glúkósi vera frá 0,2 – 

1,6 mM. Á gerseyði framleiðir stofninn þó nokkuð mikið af ediksýru (um 10 

mM) en mun minna af etanóli (2 mM) en þessi framleiðsla er líklega að mestu 

vegna þess glúkósa sem er til staðar í gerseyðinu í upphafi ræktunar. Veruleg 

framleiðsla er á ediksýru og etanóli á xýlósa en mun minni á glúkósa. Hins 

vegar er meira framleitt af vetni á glúkósanum samanborið við xýlósann. Ekki 

er hægt að túlka að stofninn sé að brjóta niður fjölliðurnar, né heldur glýseról 

þó svo að ögn meira af bæði ediksýru og etanóli finnist í lok ræktunartímans á 

þessum kolefnisgjöfum. Bæði ljósgleypni og vetnisframleiðsla  á þessum 

kolefnisgjöfum er minni en í viðmiðunarsýninu (gerseyði). Stofninn virðist 

einnig vera próteólýtiskur þar sem u.þ.b. 1-2 mM af propionate, isobutyrate, 

butyrate og isovalerate voru framleidd í öllum sýnum.  
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Tafla 1. Ljósgleypni á mismunandi kolefnisgjöfum hjá stofni 2Hv. Einnig er styrkur 
annarra gerjunarafurða sýndur. Mælt var eftir 12 daga vöxt. 

C-gjafi 
 

 
Vöxtur (600 

nm) 
 

 
Vetni (mmol/l) 

 
% 

Yield# 

 
Ediksýra 
(mM) 

 
Etanól 
(mM) 

 
Glúkósi* 
(mM) 

Gerseyði 0,29 2,32 Nd 10,2 2,1 3,9 0,5 
Glúkósi 0,32 4,46 10,7 13,6 5,5 24,0 0,2 
Xylósi 0,38 3,48 25,7 23,4 26,6 Nd Nd 
Glýseról 0,30 2,11 <0 12,8 2,6 Nd Nd 
Sellulósi 0,22 2,01 <0 13,4 1,3 3,8 0,3 
Pektín 0,14 1,63 Nd 13,3 1,0 4,6 1,6 
Xýlan -0,01 2,17 Nd 15,6 1,3 2,7 1,5 

Nd = not determined (óákvarðað  
#
Sjá viðauka 4. * Styrkur glúkósa fyrir og eftir 

ræktun.  

 

 

4.2. Stofn 8H 
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Mynd 6. Gerjunarafurðir 8H á mismunandi kolefnisgjöfum.  

 

Stofn 8H vex einnig vel á einsykrunum (glúkósi og xýlósi) eins og 

stofn 2Hv, en auk þess er einnig góður vöxtur, eða a.m.k. framleiðsla 

niðurbrotsefna, á pektín og xýlan.  Stofninn framleiðir bæði etanól og ediksýru 

á þessum fjórum kolefnisgjöfum en mesta etanólframleiðslan er á xýlósa. 

Einnig framleiðir stofninn mikið af vetni á xýlósa og er nýtnin um og yfir 

100% miðað við þær forsendur að ákveðið niðurbrotsferli sé notað (sjá 

umræðu). Öfugt við stofn 2Hv þá myndar stofninn ekki mikið af 
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gerjunarafurðum úr gerseyði; eingöngu um 3 mM af ediksýru en ekkert af 

própíonsýru, smjörsýru, isobutyrate eða isovalerate. Stofninn er því ekki 

próteólýtiskur. Styrkur glúkósa í upphafi var svipaður og hjá stofni 2Hv eða 

frá 1,7 – 4,5 mM (glúkósa sýni = 24,1 mM). Í lok ræktunar var lítið eftir af 

glúkósa, eða frá 0,2 – 1,4 mM.  

 

Tafla 2. Ljósgleypni á mismunandi kolefnisgjöfum hjá stofni 8H. Einnig er styrkur 
annarra gerjunarafurða sýndur. Mælt var eftir 12 daga vöxt. 

C-gjafi 
 

 
Vöxtur (600 

nm) 
 

 
Vetni (mmol/l) 

 
% 

Yield# 

 
Ediksýra 

(mM) 

 
Etanól 
(mM) 

 
Glúkósi* 

(mM) 

Gerseyði 0,04 0,14 Nd 2,9 0,0 4,0 0,3 
Glúkósi 0,47 2,59 12,2 16,0 9,4 24,1 0,2 
Xylósi 0,47 4,85 104,7 16,5 17,2 Nd Nd 

Glýseról 0,14 0,44 4,35 3,8 0,0 Nd Nd 
Sellulósi 0,07 0,60 2,80 3,1 0,8 1,7 0,5 
Pektín 0,23 3,08 Nd 17,2 5,7 4,5 1,4 
Xýlan -0,29 3,40 Nd 13,5 10,0 2,5 1,0 

Nd = not determined (óákvarðað). 
#
Sjá viðauka 4. * Styrkur glúkósa fyrir og eftir 

ræktun. 
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4.3. Stofn 15H 
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Mynd 7. Gerjunarafurðir 15H á mismunandi kolefnisgjöfum 

 

Stofn 15 virðist framleiða lokaafurðir úr öllum kolefnisgjöfum sem 

athugaðir voru. Mest af kolefnisflæðinu fer í ediksýru en þó framleiðir hann 

mikið af etanóli á xýlósa. Mjög sérkennilegt er hins vegar að stofninn 

framleiðir mjög lítið af vetni og í rauninni minna en ef miðað er við kontról 

sýnið (gerseyði). Svipaðar niðurstöður voru hvað varðar glúkósamælingar, og 

áður hefur verið lýst fyrir stofn 2Hv og stofn 8H. Stofninn er einnig að 

framleiða 1-2 mM af propionate, isobutyrate, butyrate og isoValerate eins og 

stofn 2Hv sem bendir til próteólýtískra eiginleika. Þessi stofn er einnig að 

brjóta niður glýseról í ediksýru öfugt við aðra stofna sem athugaðir voru í 

þessari rannsókn.  
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Tafla 3. Ljósgleypni á mismunandi kolefnisgjöfum hjá stofni 15H. Einnig er styrkur 
annarra gerjunarafurða sýndur. Mælt var eftir 12 daga vöxt. 

C-gjafi 
 

 
Vöxtur (600 

nm) 
 

 
Vetni (mmol/l) 

 
% 

Yield# 

 
Ediksýra 

(mM) 

 
Etanól 
(mM) 

 
Glúkósi* 

(mM) 

Gerseyði 0,17 1,80 Nd 11,0 1,7 3,6 0,4 
Glúkósi 0,24 0,37 <0 31,6 9,9 24,4 0,2 
Xylósi 0,32 0,31 <0 27,4 19,7 Nd Nd 

Glýseról 0,41 0,70 <0 21,4 1,2 Nd Nd 
Sellulósi 0,19 0,43 <0 18,8 1,7 1,3 0,3 
Pektín 0,27 0,56 Nd 35,0 1,5 4,4 1,2 
Xýlan 0,19 0,51 Nd 41,7 1,0 4,7 0,6 

Nd = not determined (óákvarðað). 
#
Sjá viðauka 4. * Styrkur glúkósa fyrir og eftir 

ræktun. 

 

 

4.4. Stofn 39H 
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Mynd 8. Gerjunarafurðir 39H á mismunandi kolefnisgjöfum 

 

Stofn 39 virðist eingöngu brjóta niður einsykrurnar glúkósa og xýlósa 

og eina afurðin sem mælist í ræktunarfloti er ediksýra. Hins vegar er stofninn 

að framleiða mest af vetni af þeim stofnum sem athugaðir voru í þessari 

tilraun. Glúkósamælingar sýndu þó að nær öll sykran var brotin niður. Því eru 

líkur á að önnur efni sem ekki voru mæld séu í flotinu eins og til dæmis 

mjólkursýra. 

Einnig voru framleidd 1-2 mM af própíonat, ísóbútýrat, bútýrat og ísóvalerat.  
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Tafla 4. Ljósgleypni á mismunandi kolefnisgjöfum hjá stofni 39H. Einnig er styrkur 
annarra gerjunarafurða sýndur. Mælt var eftir 12 daga vöxt. 

C-gjafi 
 

 
Vöxtur (600 

nm) 
 

 
Vetni (mmol/l) 

 
% 

Yield# 

 
Ediksýra 

(mM) 

 
Etanól 
(mM) 

 
Glúkósi* 

(mM) 

Gerseyði 0,36 1,74 Nd 16,0 0 2,6 0,5 
Glúkósi 0,32 6,04 21,6 28,3 1,2 26,6 0,5 
Xylósi 0,53 3,33 35,3 22,1 0,0 Nd Nd 

Glýseról 0,35 2,89 16,9 13,9 2,1 Nd Nd 
Sellulósi 0,31 1,65 <0 12,5 0,0 2,8 0,2 
Pektín 0,50 2,45 Nd 14,6 2,0 4,6 1,6 
Xýlan 0,09 2,99 Nd 17,5 0,4 2,8 1,6 

Nd = not determined (óákvarðað). 
#
Sjá viðauka 4. * Styrkur glúkósa fyrir og eftir 

ræktun. 
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4.5. 16S rRNA – skyldleikagreining 

Allir stofnarnir voru sendir í 16S rRNA hlutraðgreiningu. Mynd 9 

sýnir heildar skyldleikatré með stofnunum fjórum sem búið var til með 

forritinu TreeView. Í ljós kom að stofnar 2Hv og 15H lenda í hópi baktería 

sem tilheyra Thermobrachium, Caloramator og Clostridium. Hjá  2Hv 

reyndist mestur skyldleiki vera við Thermobrachium celere (97,8%). Stofn 8H 

reyndist mest skyldur (97,6%) Thermoanaerobacterium aotearoense og T. 

saccharolyticum. Stofn 15H var mest skyldur Caloramator viterbensis þó það 

væri aðeins 93,5%. Stofn 39H var mest skyldur Thermoanaerobacter 

keratinophilus (97,5%). 
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Mynd 9. Skyldleikatré stofnanna fjögurra byggt á 16S rRNA greiningu. 
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5. Umræða 

Í þessari rannsókn voru niðurbrotshæfileikar fjögurra hitakærra 

baktería athugaðir með það að markmiði að kanna fjölbreytni þeirra hvað 

varðar niðurbrot á mismunandi kolefnisgjöfum og framleiðslu á etanóli og 

vetni. Þessir fjórir stofnar voru einangraðir í verkefninu „Orka úr pappír” 

sumarið 2006. 

Meginástæða verkefnisins er aukinn áhugi manna á að finna örverur 

sem geta brotið niður ódýran lífmassa í verðmætar afurðir. Sérstaklega hefur 

áhugi manna beinst að framleislu endurnýtanlegra orkugjafa bæði í 

vökvaformi (etanól) og sem gas (vetni). Langmest af etanóli sem er búið til úr 

lífmassa í dag á uppruna sinn úr sterkju (korn, maís, sykurrófur). Hins vegar 

hefur þetta leitt til þess að fóður- og matarverð fer ört hækkandi á 

heimsmarkaði. Menn hafa því verið að leita leiða til þess að nota flókinn 

lífmassa sem á uppruna sinn úr plöntum og úrgangi í meira mæli en áður. 

Hingað til hefur lífmassi sem er byggður upp af þessum fjölliðum þurft 

formeðhöndlun í formi efna eða dýrra ensíma áður en hægt er að nota hann til 

gerjunar í etanól. Hitakærar bakteríur hafa því fengið aukna athygli hvað þetta 

varðar en margar þeirra geta brotið niður flókinn lífmassa án mikillar 

meðhöndlunar. Þessar bakteríur hafa marga aðra kosti eins og t.d. að geta 

brotið niður fjölmargar ein- og tvísykrur. Megin galli þessara baktería hefur 

hins vegar verið sá að nýtnin á etanólframleiðslunni er mun minni en hjá 

gersveppum auk þess sem þær þola oft mun lægri styrk etanóls en sveppirnir. 

Í verkefninu voru valdir sex kolefnisgjafar og niðurbrot þeirra athugað 

með tilliti til framleiðslu lokaafurða og lífmassamyndunar. Þrjú efnanna voru 

fjölsykrur (sellulósi, pektín og xýlan), tvær einsykrur (glúkósi og xýlósi) og 

glýseról. Í ljós kom að mikill fjölbreytileiki reyndist vera meðal þessara 

fjögurra stofna, bæði með tilliti til niðurbrotshæfileika og hvaða 

gerjunarafurðir þær mynduðu. Tveir stofnanna (stofnar 8H og 15H) reyndust 

geta brotið niður fjölsykrur sem athugaðar voru í þessari rannsókn en 

eingöngu stofn 8H framleiddi etanól við niðurbrotið. Allir stofnarnir brutu 

niður báðar einsykrurnar en stofnar 2Hv og stofn 39H framleiddu eingöngu 

ediksýru við niðurbrotið. Almennt reyndist xýlósi gefa meira af etanóli en 

glúkósi. Þrír af fjórum stofnum framleiddu greinóttar fitusýrur auk 
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própíónsýru og smjörsýru sem bendir til þess að þeir séu einnig með prótein 

sundrunarhæfileika. Stofnarnir framleiddu vetni í mismiklum mæli en stofn 

39H framleiddi mest eða 6,04 mmól/l. Þegar litið er á ljósgleypnina sést að 

stofnarnir eru ekki að mynda mjög þéttar ræktir. Þar sem ekki hafa verið 

framkvæmdar vaxtartilraunir á stofnunum vitum við hvorki hvernig 

vaxtarkúrfur þeirra líta út né hvar þeir eru staddir á henni. Þetta getur haft 

mikla þýðingu fyrir hraða niðurbrotsins, gerð og magn niðurbrotsafurðanna. 

Hér á eftir verður umræðunni skipt eftir þessum fjórum stofnum og 

fjallað um erfðafræðilegan skyldleika stofnanna auk lífeðlisfræði 

(niðurbrot/nýmyndun) þeirra. 

 

 

 5.1. Stofn 2Hv 

Þessi stofn var einangraður úr hver sem var 72,9 °C heitur og með 

sýrustig 4,31.  Stofninn óx eingöngu á einsykrunni xýlósa að einhverju ráði og 

meginafurðin var etanól. Gróflega  framleiðir stofninn um 1 mól af etanóli úr 

hverju móli af xýlósa. Þetta er svipað og Thermobrachium celere, sem hann 

sýnir 97,8 % skyldleika við.46 Framleiðsla ediksýru er óveruleg á einsykrunum 

(um 3 mM) og einnig er örlítil framleiðsla af ediksýru úr fjölsykrunum. Líkleg 

skýring á þessu er sú að þessar fjölliður eru ekki alveg lausar við einsykrur, 

ávallt er ákveðið prósentuhlutfall af auðniðurbrjótanlegum einsykrum til staðar 

(xýlan: 10% arabínósi og 15% glúkósi). Stofninn virðist einnig vera með 

próteinsundrunareiginleika, þar sem lítið magn af óhefðbundnum lokaafurðum 

eru einnig myndaðar (greinóttar fitusýrur, própíónat). Samkvæmt raðgreiningu 

lendir þessi stofn nálægt Thermobrachium celere. Innan Thermobrachium 

ættkvíslarinnar er eingöngu þessi eina tegund í dag. Hins vegar flokkast þessar 

bakteríur einnig nálægt öðrum bakteríum af ættkvísl Caloramator. 

Sameiginlegt bæði Thermobrachium og  Caloramator er að þetta eru bæði 

sykrusundrandi og próteinsundrandi bakteríur sem framleiða etanól, asetat, 

koltvísýring og vetni á glúkósa, auk þess sem T. celere framleiðir líka format. 

5.2. Stofn 8H 

                                                 
46 Engle et al., 1996 
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Þessi stofn var einangraður úr hver sem var 58,4°C heitur og með 

sýrustigið 5,61. Stofninn reyndist vera með einna fjölbreyttustu efnaskiptin af 

þeim stofnum sem athugaðir voru. Hann brýtur niður báðar einsykrurnar sem 

athugaðar voru, auk þess sem verulegt magn af bæði ediksýru og etanóli var 

framleitt úr bæði pektíni og xýlani. Hins vegar brýtur stofninn ekki niður 

sellulósa, a.m.k. eru engar afurðir framleiddar þó að pappírsstrimillinn hafi 

verið brotinn niður (uppleystur) og þetta reyndist vera eini stofninn sem ekki 

hafði próteólýtíska eiginleika. Við niðurbrot á glúkósa myndar stofninn svipað 

magn af bæði ediksýru og etanóli, en magn etanóls er mun hærra á fimm 

kolefnis sykrunni (xýlósa). Flokkunarfræðilega séð lendir þessi baktería innan 

ættkvíslar Thermoanaerobacterium. Þessar bakteríur hafa verið einangraðar úr 

margvíslegum svæðum eins og í djúpum olíuborholum,47 afrennsli úr heitum 

hverum,48 í hverum49 og úr úrgangsvatni úr verksmiðjum.50 Þetta eru Gram 

jákvæðar bakteríur sem við niðurbrot á glúkósa framleiða etanól, ediksýru auk 

vetnis og koltvísýrings. 51,52 Þetta virðist vera mjög svipað og stofn 8H gerir á 

einsykrunum.  

 

 

5.3. Stofn 15H 

Þessi stofn var einangraður úr hver sem var 48,5°C heitur og með 

sýrustigið 5,83, en ræktunarhitastig hans var 50°C og pH 6,5. Stofninn 

reyndist vera svipaður og stofn 8H hvað varðar niðurbrotseiginleika. Hann 

brýtur niður báðar einsykrurnar og allar fjölsykrurnar að einhverju marki. 

Afurðirnar sem stofninn myndar eru bæði etanól og ediksýra (frá einsykrum) 

og eingöngu ediksýra (fjölsykrur). Sérkennilegt er að stofninn virðist vera að 

framleiða mun meira af vetni á gerseyði einu saman samanborið við 

kolefnisgjafana. Þessi tilraun var því endurtekin og þá reyndist mun meiri 

framleisla af vetni koma við glúkósa niðurbrot miðað við gerseyðið 

(niðurstöður ekki sýndar). Ein meginástæðan fyrir því að vöxtur á glýseróli var 

                                                 
47 Cayol et al., 1995 
48 Cook et al., 1996 
49 Wiegel et al., 1981 
50 Cann et al., 2001 
51 Liu et al., 1996 
52 Lee et al., 1993 
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athugaður í þessari tilraun er að út frá erfðafræðilegum skyldleika er nánasti 

ættingi stofnsins Caloramator viterbensis (93,5% samröðun). Þessi baktería er 

eina hitakæra bakterían sem þekkt er í dag sem framleiðir hina verðmætu afurð 

1,3-própandíól (1,3-PD) úr glýseróli. Sú baktería framleiðir um 0,7 mól af 1,3-

PD úr hverju móli af glýseróli og um 0,33 mól af vetni og ediksýru en ekkert 

etanól. Jafnan er þessi: 

3 Glýseról � 2 1,3-própandíól + asetat + CO2 + H2  

Á glúkósa myndast hins vegar etanól, CO2, H2 og asetat í hlutföllunum 

1:1,2:0,4:0,2. 53 Hér var bakteríunni gefið 100 mM af glýseróli og framleiddi 

hún um 10 mM af ediksýru og ekkert etanól. Styrkur glýseróls og myndun á 

1,3-PD var ekki mældur í tilrauninni en áhugavert er að hún virðist vera að 

framleiða eingöngu ediksýru sem bendir til þess möguleika að hún sé að 

framleiða 1,3-PD. 

Framleiðsla glýseróls hefur aukist mjög mikið undanfarin ár og hefur 

það leitt til offramboðs á mörkuðum og mikillar verðlækkunar. Ástæðan fyrir 

þessari þróun er fyrst og fremst aukin framleiðsla lífdísils (e. biodisel) þar sem 

glýseról er aukaafurð. Nokkrar tegundir baktería geta brotið niður glýseról í 

1,3-PD. Sem dæmi má nefna Lactobacillus. brevis, L. buchnerii, Bacillus 

welchii, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Clostridium 

acetobutylicum, C. pasteurinaum og C. butyricum. Af þessum bakteríum er 

líklega C. butyricum þekktust og framleiðir einna mest af 1,3-PD.54,55  

Eingöngu ein hitakær baktería er þekkt sem getur framleitt 1,3-PD úr glýceról, 

Caloramator viterbensis. 1,3-própandíól er verðmætt efnasamband. Eitt helsta 

notkunarvið 1,3-PD hefur verið sem einliða (e. monomer) til framleiðslu 

pólýesters, pólýeters og pólýúretans, en einnig sem sérhæft leysiefni í 

efnaiðnaði, s.s. í lím, resín, þvotta- og hreinsiefni  ásamt snyrtivörum. Einnig 

er efnið notað sem grunnefni við framleiðslu  sótthreinsiefna, til að auka 

líftíma afskorinna blóma og jafnvel sem íbótarefni í fóður.56  

 

 

                                                 
53 Seyfried et al., 2002 
54 González-Pajuelo et al., 2005 
55 González-Pajuelo et al., 2006 
56 Wikipedia, 2007d 



Háskólinn á Akureyri  Viðskipta- og raunvísindadeild 

 34  

5.4. Stofn 39H 

Þessi stofn var einangraður úr hver sem var 74,8°C heitur og með 

sýrustigið 6,48. Stofninn reyndist nær eingöngu brjóta niður einsykrurnar, þar 

framleiddi hann mest af ediksýru. Á pektíni framleiddi hann reyndar nokkru 

meira etanól heldur en á gerseyði einu saman en eins og áður hefur komið 

fram getur hluti af þeirri framleiðslu skrifast á einsykrur í pektínætinu. 

Stofninn framleiðir hvergi neitt etanól að ráði, hins vegar framleiðir hann 6 

mM af vetni á glúkósa en það er 21,55% af fræðilegum heimtum og hæsta 

gildið sem fékkst í þessari rannsókn. Því gæti þessi stofn hentað betur í 

vetnisframleiðslu en etanólframleiðslu. Stofninn er próteólýtískur eins og 

framleiðsla aukaafurðanna sýnir. Hins vegar er hans nánasti ættingi 

Thermoanaerobacter keratinophilus (97,6%) þekktur fyrir að brjóta niður 

keratín (ull, hár, fjaðrir) eins og nafnið bendir til. 57 

                                                 
57 Riessen og Antranikian, 2001 
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6. Samantekt / Lokaorð 

Vaxandi áhugi er á endurnýtanlegum orkugjöfum þar sem fólk er að 

gera sér grein fyrir því að olíulindir jarðar eru ekki óþrjótandi og notkun 

jarðefnaeldsneytis á stóran þátt í hlýnun jarðar. Framleiðsla etanóls úr lífmassa 

getur hugsanlega fyllt skarðið fyrir jarðefnaeldsneyti að einhverju leyti, 

sérstaklega í löndum þar sem aðrar orkulindir eru ekki til staðar (vindorka, 

sjávarföll, vatnsföll, jarðhiti). Þá er sérstaklega mikilvægt að geta nýtt ódýran 

lífmassa eins og úrgang (pappír, pappa, garðaúrgang og skolp) í stað þess að 

nota matjurtir eins og maís eða sykurrófur, þar sem það hefur neikvæð áhrif á 

fóður- og matvælaverð. Það verður væntanlega ekki langt í að þess verði 

krafist að etanóli verði bætt í bensín á Íslandi og því mikilvægt að kortleggja 

bæði þann lífræna úrgang sem við höfum til þess að geta framleitt etanól úr og 

þær örverur sem geta framleitt etanól. 

 

Í þessari rannsókn var leitað svara við eftirfarandi spurningum:  

1. Hversu öflugir fjölliðusundrendur eru hitakærar bakteríur úr 

íslenskum hverum?  

2. Hve mikið etanól framleiða hitakærar hverabakteríur úr lífmassa? 

  

Þessum spurningum verður auðvitað ekki að fullu svarað í þessari 

rannsókn. Hér var niðurbrotshæfileiki fjögurra stofna athugaður ásamt því að 

framleiðsla verðmætra orkuafurða (vetni og etanól) var athuguð. Til þess að 

svara þessum spurningum þyrfti að gera viðamikla rannsókn og einangra 

fjölda stofna og rækta við mismunandi aðstæður. Einnig var í þessari tilraun 

notast við tiltölulega lágan styrk af kolefnagjöfum þannig að styrkur etanóls 

var líklega aldrei nálægt því að vera vaxtarhindrandi fyrir stofnana. Slíkt þarf 

auðvitað að athuga nákvæmlega áður en hægt að sjá hvort þessir stofnar séu 

fýsilegir kostir í magnframleiðslu á etanóli og vetni úr lífmassa. Hér var fyrst 

og fremst verið að kanna hvort þessir stofnar sem einangraðir hafa verið geti 

brotið niður fjölliður og framleitt verðmæta orkugjafa úr þeim.  

  

Engu að síður gefa þessar einföldu tilraunir ákveðnar vísbendingar um 

þá fjölbreyttu gerjandi örveruflóru sem fyrirfinnst í hverum landsins. Í ljós 
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kom að stofnar 2Hv og 39H  voru ekki  fjölliðusundrandi. Stofn 2Hv virtist 

eingöngu brjóta niður einsykrunar glúkósa og xýlósa og er áhugaverður m.t.t. 

etanólframleiðslu, sérstaklega úr fimmkolefnasykrunni. Stofn 39H virðist 

eingöngu framleiða ediksýru og vetni úr einsykrunum og gæti hentað sem 

slíkur. Stofn 8H brýtur niður fjölliðurnar pektín og xýlan auk einsykranna og 

framleiddi 5,7 – 17,2 mM af etanóli ásamt ediksýruframleiðslu. Stofn 15H 

virðist vera að brjóta niður allar fjölliður að einhverju marki og virtist vera 

með mesta niðurbrotseiginleika þeirra stofna sem athugaðir voru. Hins vegar 

framleiðir hann eingöngu etanól úr einsykrunum í einhverju magni og eitt 

helsta einkenni hans er mikil ediksýruframleiðsla. Þetta var eini stofninn sem 

braut niður glýseról og áhugavert er að kanna hvort þessi stofn framleiði hina 

verðmætu afurð, 1,3-própandíól eins og vísbendingar eru um.  
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8. Viðaukar  

8.1. Viðauki 1. Grunnlausnir fyrir æti 

 Viðauki 1. Grunnlausnir fyrir æti. 

Heiti lausnar Lýsing Efni Magn í g/L 
W1  Fosfat buffer KH2PO4 27,7 
W2 Fosfatbuffer Na2HPO4 28,4 
W3 
 

Saltlausn NH4Cl 
NaCl 
CaCl2 · 2H2O 
MgCl2 · 6H2O 

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

W4 bikarbonat buffer   NaHCO3 80,0 
W5 (F) 
   
 

Snefilefnalausn 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EDTA 

FeCl2 · 4H2O 
 H3BO3  

ZnCl2 

CuCl2 · 2H2O 
MnCl2 · 2H2O 
(NH4)6Mo7O24 · 
4H2O 
AlCl3 

CoCl2 · 6H2O 
NiCl2 · 6H2O 
C10H14N2Na2O8 · 
2H2O 
25% HCl 

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

W6 (G) Vítamínlausn 
Pyridoxamine 
Nicotinic acid 
Nicotinamide 
DL-panthothenic acid 
Vitamin B12 
p-aminobenzoic acid 
B6; Pyridoxine · HCl 
D Biotin 
Lipoic acid; Thioctic acid 
Folic acid 
B2; Riboflavin 
B1; Thiamine · HCl 

 
C8H12N2O2 · 2HCl 
C6H5NO2 

C6H5N2O 
C9H16NO6 · ½ Ca 
C63H88CoN14O14P 
C7H7NO2 

C8H11NO3 · HCl 
C10H16N2O3S 
C8H14O2S2 

C19H19N7O6 

C17H20N4O6 

C12H17ClN4OS · 
HCl 

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

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

lausn) 
W9 Snefilefni Na2SeO3 · 5H2O 

NaWO4 · 5H2O 
10 mM NaOH 

2,65 
3,3 

 

8.2. Viðauki 2. Blandaðar lausnir í æti. 

 Viðauki 2. Blandaðar lausnir í æti 
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Heiti lausnar Innihald  
A NaH2PO4 2M 
B Na2HPO4 2M 
C1 W3 

W5 
W6 
W9 
Eimað vatn 

12,5 ml 
1 ml 
1 ml 
1 ml 
34,5 ml 

C2 W4 
Cystein HCl 
W7 

10 ml 
0,5 g 
1 ml 

Glúkósi  1M 
Xýlósi  1M 
Glýseról  98% 

 

8.3. Viðauki 3. Blöndun bufferlausnar. 

 Viðauki 3. Blöndun bufferlausnar. 

A B pH 
92,0 ml 8,0 ml 5,8 
68,5 ml 31,5 ml 6,5 
56,5 ml 43,5 ml 6,7 

pH lækkað úr 5,8 í 5,5 með HCl 
 

8.4. Viðauki 4. Jöfnur fyrir niðurbrot. 

Hér á eftir koma þær jöfnur sem notaðar voru við útreikninga á fræðilegum 

heimtum við niðurbrotið. 

Þegar aðeins ediksýra er mynduð fæst mest af vetni. 

Glúkósi � 2 ediksýra + 2 CO2 + 4H2  

Gerjun á xýlósa er hægt að lýsa með þessari jöfnu: 

Xýlósi + H2O � 1,1 etanól + 0,4 ediksýra + 0,06 CH3CHOHCOOH + 1,81 

CO2 + 0,9 H2 
58 

Gerjun á glýseróli er hægt að lýsa með þessari jöfnu: 

3 Glýseról � 2 1,3-própandíól + asetat + CO2 + H2 

                                                 
58 Larsen et al., 1997 


