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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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Utdrittur

Groédurhusadhrifin, vaxandi mengun og su stadreynd ad oliulindir
jarOar eru takmarkadar hefur kveikt dhuga manna 4 endurnytanlegum
orkugjofum. Lifetandl getur fyllt skardid fyrir kolefnaeldsneyti. Lifetandl er
framleitt 1 dag, en porf er 4 ad finna 6dyrari lifmassa 1 stad matjurta sem nyttar
eru i framleidslunni. Vid nidurbrot 4 lifmassa purfa bakteriurnar ad hafa morg
ensim til pess ad vatnsrjufa sellulosa. Vid loftfirrt nidurbrot a lifmassa-
fjollidum myndast rokgjarnar fitusyrur (ediksyra, smjorsyra), mjélkursyra og
etan6l dsamt gastegundunum koltvisyringi og vetni. Med notkun hitakeerra
bakteria er hagt ad lekka framleidslukostnad, par sem minna kostar ad hita
rektirnar en ad kela per nidur. Hitakarar bakteriur finnast { rikum meali 4
jardhitasvaedunum.

Sumarid 2006 voru fjorir stofnar einangradir ur islenskum hverum,
stofn 2Hv, 8H, 15H og 39H. Pessir stofnar voru raktadir vid loftfirrtar
adstedur vid hitastig 4 bilinu 50 — 75°C og pH 5,5 og 6,5. Athugad var
nidurbrot 4 sex mismunandi kolefnisgjofum: glikdésa, xylosa, glyserdli,
sellulésa, xylani og pektini 4samt vidmidunaraeti med bara gerseydi. Stofnar
2Hv og 39H voru ekki fjollidusundrandi. Stofn 2Hv geti nyst {
etandlframleidslu 4 xyldsa en stofn 39H { vetnisframleidslu 4 glikdsa. Stofn
8H brytur nidur fjollidurnar pektin og xylan auk einsykranna. Stofn 15H
brytur nidur allar fjollidurnar, framleidir eingdngu etandl a einsykrunum en
ediksyru 4 glyserdli. Auk sykrusundrunareiginleika sinna reyndust prir
stofnanna vera protedlytiskir. Hlutradgreining 4 16S rRNA leiddi { 1j6s
skyldleika vid Thermobrachium (2Hv), Thermoanaerobacterium (8H),

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

Lykilord: Jarohitasvaedi, hitakeer, loftfirrt, gerjun, lifetandl.
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1. Tilgangur

Verkefni petta er byggt 4 verkefninu ,,Orka ur pappir” sem hofundur
vann vid sumarid 2006. Nidurstadan tr pvi verkefni var m.a. st ad einangradir
voru fjorir bakteriustofnar dr islenskum hverum. Tilgangurinn med pessari
rannsOkn er ad skoda pessa stofna ndnar med tilliti til gerjunarafurda og
nidurbrotshefileika.

Rannséknarspurningarnar eru pvi:

1. Hversu oflugir fjolliousundrendur eru hitakaerar bakteriur ur
islenskum hverum?

2. Hve mikid etanél framleida hitakaerar hverabakteriur ur lifmassa?

Leitast var vid ad svara pessum spurningum med pvi ad rakta
bakterfurnar vid dkvedin hita- og syrustig og mala framleidslu vetnis, fitusyra,
etandls og annarra nidurbrotsafurda dsamt pvi ad mala hve mikid var eftir af

glukoésa 1 @tinu.
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2. Inngangur

2.1. Umhverfisvaen orka

Ahugi 4 framleidslu 4 endurnytanlegum orkugjéfum hefur aukist mjog
a sidari arum. Meginastedan fyrir pessu er aukinn styrkur koltvisyrings {
andrimslofti en pessi gastegund er talin vera einn meginorsakavaldurinn fyrir
grédurhisadhrifum. Megin aukningin & CO, er talin vera vegna aukinnar
notkunar 4 jardefnaeldsneyti. A Islandi hefur stadan hins vegar verid 4 skjon
vid pad sem tidkast erlendis en um 70% af orkunotkun 4 Islandi er frd
endurnytanlegum orkugjofum.! Hins vegar hefur magn Gendurnytanlegra
orkugjafa aukist 4 sidari drum, sérstaklega vegna aukins bilaflota.” Arid 1997
var Kyotobokunin gerd par sem flestar pj6dir heims sampykktu ad minnka
notkun éendurnytanlegra orkugjafa og auka notkun endurnytanlegra orkugjafa.
Peir endurnytanlegu orkugjafar sem hagt er ad mynda ur lifmassa eru margir.
Hegt er ad framleida lifvetni (biohydrogen) b&di med frumbjarga 1jostillifandi

bakterium og porungum og med gerjandi bakterfum.**’

Vetni er b6 ekki 1 raun
orkugjafi eins og hefdbundid jardefnaeldsneyti heldur orkuberi. Lifdisil ma
framleida dr plontum sem innihalda mikid af fitu eins og t.d. repju eda pa med
pvi ad nota frumbjarga drporunga (microalgae).’ Metan er lokaafurdin vid
nidurbrot 4 lifrenum efnum vid loftfirrtar adstedur og er vel pekkt sem
endurnytanlegur orkugjafi.” Ad lokum hefur athygli manna 4 sidustu drum
beinst mjog ad etandli sem eldsneytisgjafa & farartaki.

Nylega édkvad Evropubandalagid ad o©ll adildarlondin skuli szkja
5,75% af eldsneyti sinu {1 endurnytanlega orkugjafa fyrir 31. desember 2010.%
Bent hefur verid 4 ad endurnytanleg orka i formi lifmassa sé 1 morgum

tilfellum besta leidin fyrir morg adildarrikjanna ad nd pessum markmidum

sinum pvi ad i morgum pessara landa eru adrir moguleikar (vindorka,

! Hagstofa fslands, 2007a
2 Hagstofa fslands, 2007b
3 Kovdcs et al., 2006

* Melis et al., 2000

5 Chen et al., 2006

® Chisti, 2007

7 Chynoweth et al., 2001
8 Directive 2003/30/EC
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sjavarfoll, vatnsfoll, jardhiti) af skornum skammti. Petta 4 einna helst vid um

Austur-Evrépubandalagsrikin.

I pessu verkefni er meginaherslan 16gd 4 ad athuga pann moguleika ad
framleida etandl ur floknum lifmassa eins og plontum og urgangi (pappir).
Fjorir bakteriustofnar sem voru einangradir i 0drum verkefnum voru
rannsakadir med tilliti til hversu oflugir sundrendur peir eru & floknum
fjollidum og hvort peir framleidi endurnytanlega orkugjafa i formi vetnis og

etandls.

2.2. Lifmassi

Lifmassi er samansettur dr floknum fj6lsykrum sem fyrirfinnast m.a. {
pappir, orkuplontum og lifrenum udrgangi ur landbinadi. Meginfjollidur {
plontum eru af premur gerdum b.e. selluldsi, hemisellulési og lignin og eru
tengin 4 milli sykra [3—1,4.9 I vefjum landplantna eru sellulésatrefjar greyptar
inn { formlaust lignin og hemisellulésa. Fjollidurnar prjar tengjast mjog sterkt
med Osamgildum tengjum auk samgildra krosstengja og til verdur
lignsellulési sem er um 90% af pyngd plontufruma.'® Hlutfall mismunandi
fjollida er mjog breytilegt eftir tegundum og aldri plantnanna. Mjikur vidur er
med meira af lignin en hardur vidur. Mest er af hemiselluldsa { grosum. Lignin
er algengasti uppruni arOmatiskra efna 4 jordinni. Petta er tilviljanakennd
fj6llida sem er byggd upp 4 phenylpropane (Co).!" Hemisellulésar eru med
mjog greindtta byggingu og ekki kristollud fjolsykra. Margar sykurafleidur eru
til stadar s.s. pentosur (D-xylosi, L-arabinési), hexdsur (D-galaktési, L-
galaktési, D-manndési, L-rhamnési, L-fukési) og uranic syrur (D-glucuronic
s3’/ra).12

Sellulési er algengasta lifrena efnid 4 jordinni. Um er ad rada
pusundir linulegra glikdsaeininga sem eru tengdar saman med [-1,4-

glycosidic tengjum. Tvar glikdésaeiningar mynda sellobiésa sem er

? Wikipedia, 2007a

' Hamelinck ef al., 2005
" Wikipedia, 2007b

"2 Wikipedia, 2007¢



Héskdlinn 4 Akureyri

grundvallareining selluldsafjollidunnar. Tver glikdésaeiningar eru med 180°
snining midad vid ndlegar einingar eftir fjollidudsnum. Fjollidan er med flot 1
riffludu formi og vetnistengi sem styrkja hana innbyrdis. Onnur vetnistengi
milli adliggjandi kedja tengjast henni einnig. Afleidingin er stort kristallad
fyrirbeeri — s.k. ortrefjar (microfibrils) sem eru 250A breidar. bar tengjast
sidan saman og mynda sterri trefjar sem sidan mynda punn 16g sem mynda
margvislega byggingarhluta plontufruma. Praedirnir geta verid nokkud
skipulegir (crystalline region) eda d6skipulegir (amorphous region) — allt eftir
uppruna og framleidslu (samsetningu) efnisins. Selluldsi leysist ekki upp 1
vatni, hefur hda togspennu og er miklu polnari gegn nidurbroti en adrar

glikésa fjollidur eins og t.d. sterkja."

2.3. Loftfirrt nidurbrot a lifreenum efnum

I megindrattum m4 skipta orku6flun lifvera i prennt, p.e. 6ndun, gerjun
og ljostillifun, pé svo ad til séu onnur efnaskipti par sem t.d. 6lifren efni eru
notud sem orkugjafar og lifren eda dlifren efni sem kolefnisgjafar. Nidurbrot
lifrenna efna sem fer fram { vidurvist sdrefnis er { adalatridum svipad og hja
loftfirrtum lifverum. Gluikési er t.d. brotinn nidur med glykolysu 1 10 skrefum

sem endar med pvi ad pyruvat er myndad (myndir 1 og 2).

Stage I: Preparatory
reactions
Production of
glyceraldehyde-3-P

AT P  ADP ATP  ADP
~—T ~—T
Hexokinase Isomerase Phosphofructokinase
Glucose <—— Glucose-6- P =——= Fructose-6- P -~ P Fructose-1,6- P

% Aldolase

Stage Il: Oxidation 2 Glyceraldehyde-3- P

Making ATP; Glyceraldehyde-3-P
makin: ruvate dehydrogenase
gRy 2 P 4—‘ Electrons — 2 NAD*

2 P 1,3-Bisphosphoglycerate” P 2

2 ADP
Phosphoglycerokinase (

2AT P
2 3-Phosphoglycerate” P

" Wikipedia, 2007a
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Mynd 1. Fyrstu skref glykolysu; undirblningsskref og oxunarskref.'*

2 2-Phosphoglycerate P

Enolase

2 Phosphoenolpyruvate™ P

2 ADP
Pyruvate kinase <

2AT P
Stage lll: Reduction
Making 2 Pyruvate_

- Pyruvate:Formate lyase
fermentation osicis 5 .
ruvate = =
products NADY" 7 ‘ahydrogsress dgcarboxylase Acetate™+ formate
— Formate
Lactate Acetaldehyde + CO, hydrogenlyase
H, + CO,

Alcohol m
dehydrogenase
NAD*

Ethanol

Mynd 2. Afoxunarskref glykélysu.™

Pyruvat er sidan afkarboxylerad i acetyl-CoA sem fer &fram {
sitronusyruhringinn par sem pad er ad lokum brotid nidur i koltvisyring.
Pannig er glikdsi oxadur i koltvisyring en elektronurnar sem myndast eru
fluttar & kéensimin NAD og FAD pannig ad til verda NADH og FADH,. Pessi
afoxudu koéensim eru ad lokum oxud i Ondunarkedjunni og til verdur
styrkmunur 4 préténum yfir frumuhimnuna (proton motive force, PMF).
Lokaelektronupegi 1 pessu ferli er surefni. Orka 1 formi ATP er buin til med
oxandi fosférun par sem protonur eru fluttar yfir frumuhimnu { gegnum
ensimid ATP synthetase. Loftfirrtar bakteriur nota einnig glykélysu og mynda
pyruvat sem lokaafurd.'® bar geta hins vegar ekki notad sdrefni sem

ekki

s

lokaelektronupega og geta pvi oxad afoxud kdéensim sin 1
ondunarkedjunni, né heldur framleitt ATP med oxandi fosférun. Par framleida
ATP med “substrate level phosphorylation” (SLP) par sem orkurik efni eru
brotin nidur og orka peirra notud til pess ad fosféra ADP i ATP (mynd 3).
Eina leid peirra til pess ad oxa afoxudu koéfaktorana er med pvi ad framleida

afoxadar lokaafurdir dr pyruvati. Pvi er algengt ad loftfirrtar bakteriur

Vidskipta- og raunvisindadeild

'* Madigan e al., 2003
"> Madigan e al., 2003
'® Madigan ez al., 2003
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framleidi etandl, ediksyru, smjorsyru og mjélkursyru ur pyruvati. Pegar adeins
ediksyra er myndud faest mest af vetni, eda 4 mol fyrir hvert mél af glikosa.

En séu fleiri eda sterri kolefnissambdnd myndud myndast minna af vetni.

ADP ATP ADP ATP Substrate-level

w u phosphorylation

Cell hinmass Fermentation products
{acids, alcohols, CO,, Hs, NH)

Mynd 3. Gerjunarferill lifraenna efna.””

2.3.1. Formedhdndlun
Vid nidurbrot & sellulésa og hemisellulésa 1 einsykrur kemur til greina
ad nota: 1) vatnsrof 1 mettadri brennisteinssyru eda saltsyru; 2) vatnsrof {
pynntri brennisteinssyru eda 3) ensimhvatad vatnsrof & dmedhondludum eda
formedhondludum lifmassa. Fyrst yrdi p6 ad teta lifmassann { minni einingar.
Notkun 4 mettadri brennisteinssyru eda saltsyru er elsta adferdin sem er pekkt
til ad brjota lifmassa { ein- og tvisykrur. Heimtur eru betri en ad nota pynnta
brennisteinssyru en teknilegir 6kostir eru fleiri sokum mikillar teeringarhattu.
Umhverfisdhrif eru einnig 6@skileg, dyr teki naudsynleg og har fjarfestingar-
og vidhaldskostnadur. Vatnsrof { pynntri brennisteinssyru er yfirleitt
framkvemt i tveimur skrefum. Fyrst er hemisellulésinn brotinn nidur {
einsykrur sem eru adskildar frd fasta efninu sem eftir verdur og { sidara
skrefinu er pad brotid nidur { glikdsa vid hatt hitastig.'>"
Ensimhvatad vatnsrof er framkvaemt med pvi ad nota nokkrar gerdir

sellulasa samtimis. Eins og 4dur hefur komid fram p4 er vidur mjog flékinn ad

byggingu og pvi parf efnafredilega formedhondlun fyrst. Ekki er vitad hvort

" Madigan et al., 1997
'8 Hsu, 1996
" Sun og Cheng, 2002
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ensimhvatad vatnsrof er hagkvemara en efnafredilegu adferdirnar, en 1 dag er
helsti floskuhdlsinn ad ekki eru til nagjanlega hitapolnir sellulasar &
markadinum. Vid nidurbrot 4 lifmassa 1 etandl liggur um 40% af kostnadinum
i ensimum sem eru notud. Ahugaverd formedhondlun vid ensimhvatad
vatnsrof er s.k. gufusprenging (steam explosion) en petta er talin vera
ghrifarikasta adferdin vid formedhondlun 4 vidi.”® Atla m4 ad petta sé einnig
hagt ad nota 4 annan lifmassa og ad jafnvel sé hagt ad nota jardgufu vid

ferlid.

2.3.2. Nidurbrot fj6llida

Margar bakteriur og sveppir geta brotid nidur sellulésa og
hemisellulésa (og lignin) i nattirunni. Sveppir eru mikilvirkustu drverur sem
brjéta nidur trjavid 1 nattirunni med utanfrumuensimum sinum. Sveppir eru
flokkadir 1 nokkra flokka en s.k. ,,white-rot” sveppir eru langalgengastir. Peir
valda yfirleitt hvitumyndun & vidnum og hann litur 1t eins og hann sé trefja-
eda svamplegur. Pessir sveppir brjota nidur lignin og fjolsykrur med sama
hrada — flestir brjota hardvid hradar nidur. Adrir sveppir brjéta frekar nidur
audleysanlegri efni eins og fjolsykrur. Bakteriur hreyfa litid vid lignin {
sturefnisriku umhverfi og alls ekki vid loftfirrtar adstedur. Hins vegar
framleida margar bakteriur sellulasa og ensim sem parf til ad brjéta nidur
hemisellulésa.’

Loftfirrt nidurbrot 4 floknum lifrenum efnum vid loftfirrtar adstaedur
ma sja 4 mynd 4. Fjolsykrur, prétein og fituefni eru brotin nidur { ein- og
tvisykrur, amindsyrur og fitusyrur, oft med utanfrumuensimum sem Orverur
seyta Ur frumum sinum. Pessar einlidur eru sidan gerjadar i minni milliefni
eins og t.d. prépionsyru, etandl, smjorsyru, mjélkursyru og aromatisk efni sem
eru ad lokum oxud i pau efni sem metanmyndandi bakteriur geta notad,
ediksyru og vetni auk koltvisyrings. Pannig ad dvallt pegar lifmassi er latinn
standa, rakastig er negjanlega hatt og loftfirrtar adstedur myndast, p4 myndast

metan og koltvisyringur sem lokaafurd. Hins vegar er um ad reda mjog f16kid

2 McMillan, 1994
*' Lynd et al., 2002
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samspil margra bakteria p.m.t. bakteria sem geta brotid nidur badi fjolsykrur
auk ein- og tvisykra i afoxadar lokaafurdir eins og t.d. etandl og mjélkursyru.**
Algengustu gerjunarafurdirnar eru ediksyra, smjorsyra, mjolkursyra og etandl

auk gastegundanna vetnis og koltvisyrings (Mynd 4).

Cellulose,
other polysaccharides,
proteins

Cellulolytic and ;
other hydrolytic Hydrolysis
bacteria

Monomers

Sugars,
amino acids

Fermentative Fermentation

bacteria
{L Propionate™

Butyrate'
- Acetate™ Succinate®
1| ol Alcohols

Ha-producing
. | Homo- fatly-acid
Acetogenesis acetogens mr?rc}:‘rf'zr'ng Fermentation
bacteria
(syntrophs)
o Methano-
W gens
Acetate™
Methanogens ’
Methanogens
Methanogenesis

GH_; + mz

Mynd 4. Nidurbrot fillida®

Sé hefileiki ad brjota nidur kristalladan selluldsa er algengur hja baedi
surefnishidum og loftfirrtum bakterium, en pad er mikill munur & hvernig
pessu er hattad i loftfirrtum og lofthadum bakterium. Loftfirrtar bakteriur seyta
ut sellulosum og safna peim saman { stéra samhangandi ensimfléka s.k.
“sellulosomes” sem eru fest 4 yfirbord bakterianna. Pau samanstanda af

ensimum med mismunandi sérvirkni, ba&di exo- og endosellulasa med svipada

byggingu og hja T. reseii, auk ensima med virkni 4 adrar fjolsykrur eins og t.d.

> Madigan et al., 2003
» Madigan et al., 2003
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xylan. Stok ensim hafa verid klénud og tjad ur pessum floka og synt fram &
virkni peirra. Best rannsakadur ensimfl6ki er hja Clostridium thermosellum.**
C. thermosellum vex agetlega a kristolludum (reglulegum) sellulésa en
litid finnst af utanfrumuensimum vid voxt vegna myndunar a sellulosome sem
ber dbyrgd & mestri endoglucanasa virkninni. Einnig ber ensimflékinn abyrgd
a festingu bakteriunnar 4 sellulésann. Slik ensimkerfi virdast ekki vera
eingodngu hja pessari bakteriu og ekki eingdngu bundin vid sellulasa. Svipad
hefur fundist hja fjolmorgum sellulésasundrandi bakterium. Einnig hefur
xylanasa virkni fundist 1 sellulosome hja C. thermosellum. Um pridjungur af
genum bakterfunnar virdast tengjast sellulosome virkni bakterfunnar.”
Hitakerar loftfirrtar bakteriur eins og t.d. Caldisellulosiruptor
tegundir, framleida hins vegar stér marghneppa ensim med
endoglucanasavirkni auk hneppa med sérvirkni 4 adrar fjolsykrur auk
bindihneppa. Sellobiohydrolasi sem er lykilensim til fullnadar nidurbrots &
kristalkenndum sellulésa hefur hingad til einungis fundist i loftfirrtu
bakteriunum Thermotoga sp. FISS3-B1 og Anaerosellum thermophilum.
Lofthadar bakteriur eins og t.d. Bacillus tegundir seyta sellulésasundrandi
ensimum Ut i umhverfid. Gerd peirra er oftast einfaldari en einnig finnast
fjolhneppa ensim ur lofthaidum bakterium. Petta eru endoglucanasar og virdast
peir ekki vera eins virkir og samberilegir glucanasar Ur sveppum. Pa hefur
sellobiohydrolasi ur hitakerum lofthaidum bakterium ekki fundist enn sem

komid er.?®

2.3.3. Ensim
Skortur er & 6flugum hitakerum ensimum til ad sundra sellulésa 1 dag.
Slik ensim er b&di hagt ad markadssetja 4 erlendum vettvangi sem og nyta til
nidurbrots 4 lifmassa, einkum trgangspappir sem fellur til hér 4 landi. Med
erfOatekni mé gera ensimin enn betri, en miklu skiptir ad farid sé€ af stad med
ensim sem ad upplagi eru med hagsteda eiginleika. Sundrunarafurdir (glikosi)
ma nyta beint til gerjunar og framleidslu 4 etandli eda umbreyta { verdmetari

afurdir. Sérstok dhersla verdur 16gd 4 ad finna oflugan sellobiohydrolasa en

* Lamed og Baeyer, 1987
* Morag et al, 1990
*® Schwarz, 2001
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vontun er 4 pessu ensimi i dag. Somu ensim md einnig nyta til
formedhondlunar 4 lifmassa sem hefur verid rektadur upp.”’

Hitapolin ensim hafa mikid verid notud { i0nadi 4 sidustu dratugum og
pa adallega i pvotta- og sykuridnadi. Flest pessara ensima eru ur
midlungshitakerum orverum. Athygli manna hefur i auknum meli beinst ad
hitakeerum ensimum ur hitakerum bakterium vegna pess ad ensimin eru
polnari og eru 6virk vid lagt hitastig og geymast pvi mun betur vid slikar
adstedur. Einnig pola hitaker ensim oft herri styrk af lifrenum leysum og
audveldara er ad framleida pau med hjalp erfdatekninnar, t.d. med klénun { E.
coli.®™ Herra hitastig pydir lika ad efnahvorfin ganga hradar fyrir sig og meiri
moguleiki er 4 ad torleyst efni leysist upp. Eitt af meginskilyrdum pess ad gera
sundra sellulésa med ensimum 4 hagkva@man mata er ad ensimin séu stodug
og virk vid mjog hdan hita. Har hiti minnkar seigju og hjalpar til vid ad ridla
kristalbyggingu sellulésatrefja. Pad eykur adgengi ensimanna ad
sellulosatrefjunum.

I dag er mikil 4hersla 16gd 4 ad finna leidir til umhverfisvenna adferda
til ad sundra sellulésa 1 glikosa til notkunar 4 framleidslu etandls 1 eldsneyti
eda til ad umbreyta i onnur verdmetari efni. Ensimsundrun er si adferd sem
mestar vonir eru bundnar vid en 4 hinn bdginn eru slikar adferdir enn sem
komid er of kostnadarsamar og parf ad na kostnadi allt ad tifalt nidur til pess
ad petta sé raunhaft. Miklar rannséknir fara fram { heiminum vid ad né pessu
markmidi og skilgreint hefur verid hvad parf til. Ensimin purfa ad vera
mikilvirkari, framleidslukostnadur legri og pau purfa ad vera virk og stodug
vid hdan hita. Ensim sem til eru i dag uppfylla ekki pessi skilyrdi. Ylkaer
ensim Ur sveppum eru hvorki négu hitastodug né hitavirk og hitaker og
hitastodug ensim eru ekki negilega virk. Sérstaklega skortir hitastodug ensim
sem vinna 4 kristalkenndum sellulésa, p.e. sellobiohydrolasa ensim. Par leidir
sem til boda standa eru ad finna virkari hitakaerari ensim dr hveradrverum, eda
breyta fyrirliggjandi ensimum med erfdatakni.

Sveppurinn Trichoderma viride er mjog oflugur sellulésasundrandi
stofn og framleidir prjar gerdir sellulasa: endoglucanasa, sellobiohydralasa og

,

B-glucosidasa. Endoglucanasarnir vatnsrjifa innri tengi i sellulésakedjunni

" Lynd et al., 2002
B Wicker et al, 2001
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sem leidir til pess ad endar verda adgengilegir fyrir sellobiohydrolasana og
sellobiose =~ myndast.  Vid  4framhaldandi  vatnsrof  virdist  sem
sellobiohydrolasarnir ridli  kristalskipulagi sellul6sakedjanna og gegna
bindihneppi (selluolsome) peirra lykilhlutverki { peirri virkni. AJ lokum er
sellobidsinn hydrélyseradur { glikésa med B-glucosidasa. Pessi samvirkni

ensimanna er naudsynleg til pess ad f4 fram fullnadar nidurbrot 4 sellésa.”

2.4. Etandlframleidsla

Meginastedan fyrir auknum dhuga 4 etandlframleidslu dr lifmassa er
tvipztt. I fyrsta lagi er um ad reda umhverfissjénarmid, p.e. notkun eldsneytis
ur lifmassa eykur ekki losun grodurhudsalofttegunda og um er ad raeda
endurnytanlegan orkugjafa. Onnur 4steda er hazkkandi verd oliu 4
heimsmarkadi. Buast ma vid ad 4 Islandi falli til um 74 pdsund tonn af
urgangspappir og pappa 4 hverju dri sé midad vid tolur fr4d hinum
Nordurlondunum, en nidurstodur hérlendra samantekta hafa verid par ad
magnid sé nokkru minna eda um 40- 50 pisund tonn 4 a’ursgrundvelli.30 Mjog
dhugavert er a0 kanna moguleika 4 pvi ad umbreyta pessum lifmassa i sykrur
med pad ad markmidi ad framleida verdmeaetari afurdir dr peim. I dag m4 nota
sykrur beint sem s@tuefni eda til framleidslu 4 etandli, sérhafum leysiefnum
eda mjolkursyru med orverum. Einnig md, med efnafredilegum adferdum,
vetna sykrurnar og framleida pannig sykuralk6éhdl (polyol) eins og t.d. xylitol,
mannitol eda sorbitol sem nota m4 i snyrtivorur og margvislegan efnaidnad.”’

Etandl hefur lengi verid notad sem orkugjafi og pa sérstaklega sem
eldsneyti 4 bifreidar. I Brasiliu er 40% bilaflotans keyrdur 4 blondu af 96%
etandli og 4% vatni, eftir rimmali.** E85 sem er blanda af 85% etanéli og 15%
bensini, eftir rammali, er mikid notad i Svipj6d og nytur vaxandi vins®lda i
Evrépu og Bandarikjunum.® [ Brasiliu og Bandarikjunum eru sykurréfur og

korn (sterkja) gerjud til ad framleida etandl. Yfirleitt eru notadir gersveppir.

* Beldman et al., 1985

%0 Asgeir fvarsson, munnleg heimild, 2007
! Wikipedia, 2007

32 General Motors, 2007a

¥ General Motors, 2007b
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Gersveppir framleida etandl med gerjun ur einsykrum, tvo mol af etandli fast
fyrir hvert moél af glikdsa sem er brotinn nidur.

Kostir gersveppa vid pessa framleidslu eru margvislegir, m.a. ad peir
pola hdan styrk af etandli, hafa g6da nytingarprésentu (allt ad 96%) og beir
framleida fdar aukaafurdir.’* Okostirnir eru hins vegar ad peir brjéta nidur
takmarkadan fjolda sykra og brjota ekki nidur floknari lifmassa. Pess vegna
hafa adrir kostir verid i skodun, par 4 medal hitakerar bakteriur. Gersveppir
geta ekki brotid nidur sellulésa og hemisellulésa og pvi hafa sykrur med
sterkju fyrst og fremst verid notadir (korn, sykurréfur, mais). Augljést er ad
pessi litmassi er ekki 6takmarkadur og hafa margar efasemdarraddir heyrst um
ad ekki sé rétt ad nota petta ,,verOmata” hraefni til pess ad bua til eldsneyti og
einnig hefur verid bent 4 ad f6durverd komi til med ad haekka mjog mikid {
kjolfarid. Pvi hafa augu manna beinst ad peim moguleika 4 ad nota 6dyrari
lifmassa dr sellulésa eda hemiselluldsa til etandlframleidslu. Til eru drverur
sem hafa morg peirra ensima sem til parf til ad brj6ta nidur flokinn lifmassa {
minni einingar (einsykrur og tvisykrur). I dag eru ensim pessara orvera oft
notud pegar verid er ad brjéta nidur sellulésa og hemisellulésa dsamt
efnafredilegum formedhondlunum. Petta er hins vegar frekar dyr ferill og
svarar enn sem komid er ekki kostnadi ef lokamarkmidid er ad framleida
etandl. Petta geti hins vegar breyst ef heimsmarkadsverd 4 jardefnaeldsneyti
eykst eins og raunin hefur verid 4 sidustu manudum. Einnig hefur dhugi
manna aukist mjog 4 ad finna betri Orverur sem geta nytt sér pennan lifmassa
og sérstaklega hefur dhugi manna aukist 4 hitakerum bakterium hvad petta
vardar. Slikar bakterfur hafa verid rannsakadar { morg ar, en oft er um ad reda
grunnrannsoknir par sem ekki hefur endilega skimad eftir bestu stofnunum.

bar hitakeru bakteriur sem hafa verid einangradar hafa marga kosti
umfram gersveppi. Auk pess ad geta oft brotid nidur margvislegar fjollidur pa
geta per einnig brotid nidur margvislegar ein- og tvisykrur. Einnig er pad
kostur ad vaxa vid hatt hitastig og hafa verid uppi hugmyndir um ad rakta
slikar bakterfur vid hitastig sem er vid eimingarhita etandls og fa fram n.k.
sjalfeimingu (self distillation). Hins vegar eru pessar bakteriur ekki

gallalausar. Nytnin vid etanélframleidsluna er oftast mun lagri en hja

* Clyde, 1991
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gersveppum. Ekki er dalgengt ad nytnin sé 4 milli 0,8 — 1,5 mdl etandl fyrir
hvert mél af glikdsa sem er brotinn nidur. Astedan fyrir minni nytni liggur {
00rum aukaafurdum sem pessar bakteriur framleida. Vel pekktar afurdir eru
ediksyra, mjolkursyra og maurasyra. Annar Okostur hitak&rra etandl
framleidandi stofna er su stadreynd ad peir pola yfirleitt mun minni styrk af
etandli en gersveppir. Hins vegar hafa tilraunir synt ad etan6lpol ma auka med

stokkbreytingum eins og t.d. hja Clostridium bakterfum.®

2.5. Hitakaerar bakteriur

Hitakerar bakteriur skiptast i nokkra flokka, eftir hitastiginu sem par
geta lifad vid. Hitakarar bakteriur vaxa & bilinu 45 — 68°C med kjorhitastig
um 60°C. Hahitakerar bakterfur vaxa 4 bilinu 65 — 95°C med kjorhitastig um
88°C. Eldkarar bakteriur prifast vid enn hearra hitastig, t.d. hefur Pyrolobus
Sfumarii kjorhitastig vid 106°C en getur polad allt ad 115°C*®. bessar bakteriur
vaxa ekki vid hitastig undir 60°C.

Hverir finnast vida og er kjorlendi fyrir hitakarar bakterfur. Islenskir
hverir eru af tvennum toga, hdhitahverir og laghitahverir. Hahitahverir eru &
virkum eldfjallasvedum. Par er mest af brennisteins- og leirhverum, en einnig
er par ad finna gufuedar med hitastig 4 bilinu 100-200°C. Litid er um lifmassa
og syrustigid er lagt (pH 2-4) sem gerir pad ad verkum ad styrkur uppleystra
efna verdur mikill. Margar tegundir loftfirrtra fyrna (archaea) hafa verid
einangradar ur leirhverum. Kjoradstedur fyrir pessar orverur eru hitastig a
bilinu 85-95°C og syrustig undir fjérum. Pessar fyrnur geta nytt sér lifmassa
og nota brennistein sem elektronugjafa og mynda pannig vetnissulfid.
Orverufjoldi getur verid mikill i pessum hverum, allt upp i 100 milljénir {
millilitra. H4hitasvadi 4 Islandi eru um 30 og pekja um 400 ferkilémetra.®’

Laghitasvedi eru utan virkra eldfjallasveda og par eru terir
vatnshverir og laugar med hitastigi 4 bilinu 20-100°C. A pessum svaedum eru

flestir hverir basiskir (pH 8-10). Myndun kisils sést greinilega i kringum op

3 Kurose ef al., 1988
3 Huber og Setter., 1998
37 Hveravefsidan, 2007a

13



Héskdlinn 4 Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

pessara hvera. Oft sést mikill pérungavoxtur og einnig bakteriur i miklum
meli. A Islandi eru um 250 ldghitasvedi med meira en 600 hverum og
lalugurn.38

Ovida annars stadar er ad finna jafn fjolbreytt lifriki og gédar og
adgengilegar adstedur til rannsékna a hitakerum bakterium og hér 4 landi.
Megindherslan 1 ranns6knum hefur hingad til verid 4 lofthddar bakteriur.
Loftfirrtar tegundir i i{slenskum hverum eru hins vegar 6plegdur akur. Petta
bendir til pess ad petta lifriki hafi verid 1itid kannad med tilliti til bakteria sem
nota adra elektrénugjafa en strefni. I islenskum hverum er fjolbreytt lifriki
hitakerra bakteria.

Mest af okkar pekkingu 4 hitakerum bakterium sem brj6ta nidur
fjollidur er fra lofthidum bakterium, og pa sérstaklega Bacillus tegundum.
Mun minna er vitad um loftfirrtar, hitakerar bakteriur sem hafa yfir ad rdda
ensimvirkni 4 pessu svidi. Margar loftfirrtar bakteriur hafa yfir ad rada
ensimum sem brjéta nidur fjolsykrur eins og amylopektin, xylan og selluldsa.
Mjo6g miklar upplysingar um skilning okkar & pessum ensimum hafa komid fra
hitakeru bakterfunni Clostridium thermosellum.”® Almennt virdast pessi ensim
vera framleidd af hitakerum bakterium pegar naring er { lagmarki.

Margar hitakerar bakterfur hafa einnig fengid mikla athygli vegna
hafileika peirra til ad framleida etandl beint tr fjollidum. Mest af etandli {
Bandarikjunum hefur hingad til verid framleitt efnafredilega eda med gerjun
(gersveppir). Hins vegar hefur fjoldi einkaleyfa par sem hitakerar bakteriur
eru notadar til pess ad framleida etandl aukist 4 sidustu 10- 15 drum. Astzdan
fyrir pessu er pripatt. I fyrsta lagi er hagkvaemara ad framleida etandl vid
haerra hitastig vegna hreinsunarinnar (eiming). I 60ru lagi mun
hitunarkostnadur vid framleidsluna vera laegri en kalingarkostnadur vid ad
nota midlungshitakaerar Grverur. I pridja lagi eru hitakerar, loftfirrtar bakterfur
med mun meira ,,substrate” spektra en midlungshitakarar bakteriur. Sem
demi ma nefna ad C. thermohydorsulfuricum, C. thermosaccharolyticum, C.
thermosulfurogenes, Thermoanaerobium brocki, Thermobacteroides

asetoethylicus og Thermoanaerobacter ethanolicus geta brotid nidur

38 Hveravefsidan, 2007b
** Lamed og Bayer, 1987
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fjolmargar fjolsykrur eins og selluldsa, pektin, xylan og sterkju i ein- og
tvisykrur (glikésa, sellébidsa, xylosa, xyl6biosa).

Meginafurdir vid frekari nidurbrot i pessum gerjunarferlum er etandl,
ediksyra, smjorsyra, mjolkursyra, koltvisyringur og vetni. Miklar rannséknir
hafa verid gerdar & hvada ytri pattir pad eru sem skipta méli vardandi hvada
lokaafurdir eru myndadar. Vid nidurbrot & sykrum er fyrst um ad r&da oxun &
sykrum { pyruvat sem sidan er oxad i ediksyru og koltvisyring eda afoxad i
smjorsyru, etandl, mjolkursyru og vetni. Vetni og hlutprystingur pess skiptir
miklu méli vid nidurbrotid. Almennt hefur har hlutprystingur par afleidingar
ad meira er myndad af afoxudum afurdum (t.d. etandl). Hitastig skiptir hér
einnig méli, pvi peim mun harra sem hitastigid er peim mun minni dhrif hefur
hlutprystingur vetnis. Pvi framleida hitakarar bakteriur oft mun meira af
etandli en hahitakaerar bakterfur.

Notkun ensima udr héhitakerum bakterium (extreme thermophiles)
hefur fengid aukna athygli 4 undanfornum arum. Margar pessara bakteria eru
pekktar fyrir framleidslu sina & sterkjuensimum. Nefna ma Pyrococcus
furiosus, Thermococcus tegundir og Sulfolobus tegundir sem framleida o-
amylase, pullunanase og a-glucosidase.*’ Minna er hins vegar vitad um
hihitakarar bakteriur sem sundra sellulésa og hemisellulésa. Einungis hefur
fundist einn endoglucanase frd P. furiosus en nokkrar hahitakarar bakteriur
hafa hins vegar B-glycosidic virkni. Mjog hitakaerir xylanasar eru dhugaverdir
i margs konar idnadi og hafa uppgotvast m.a. i Thermofilum tegundum og {
Thermosphaera.42

Etandlframleidandi oOrverur hafa lengi verid manninum kunnar, sd
pekktasta er sennilega gersveppurinn Saccharomyces cerevisiae sem getur
framleitt etandl { styrkleika allt ad 18%. Margar midlungshitakerar bakteriur
og sveppir hafa verid rannsakadir med tilliti til etandlframleidslu. Minna hefur
verid um ranndknir 4 hitakerum bakterfum, en pé eitthvad. Til demis
framleidir Clostridium thermocellum etandl ur sellulésa, p6 hin framleidi 1itid

(0,8-60 g/1) og hagt. Gallinn vid loftfirrtar bakteriur er sa ad par framleida

* Mathupala, 1992
*I Bertoldo og Antranikian, 2002
* Huber et al, 1998
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aukaafurdir, sérstaklega ediksyru og mjoélkursyru, sem getur verid erfitt og

kostnadarsamt ad hreinsa fra etanélinu.*’

2.6. 16S rBRNA — skyldleikagreining

Heagt er ad mela préunarfredilega fjarlegd milli tegunda med pvi ad
bera saman mismun i nukle6tida- eda aminasyrurédum stérsameinda sem
gegna sama hlutverki (homologous) i vidkomandi lifverum. Mismunurinn
gefur til kynna ad stokkbreytingar hafa att sér stad i gegnum tidina. Pegar
stokkbreytingar verda varanlegar (eru ekki leidréttar) 4 sér stad préun og
liffredilegur fjolbreytileiki er afleidingin. Til pess ad dkvarda
préunarfraedilegt samband 4 milli tveggja lifvera er naudsynlegt ad velja rétta
sameind til radgreiningarrannsokna. Eftirfarandi eiginleikar eru ®skilegir:

I. Allar lifverur sem verid er ad greina eda bera saman purfa ad hafa
vidkomandi sameind.

II. Sameindin parf ad hafa somu virkni (functionally homologous) innan
hopsins sem verid er ad greina.

III. Naudsynlegt er ad hagt sé ad samrada (align) vidkomandi rodum, til ad
hagt sé ad koma auga 4 sameiginlega patti.

IV. R6din { sameindinni sem valin er ®tti ad breytast samsvarandi vid
préunarfredilega fjarlegd sem mald er. Pvi meiri fjarlegd sem melist, pa
gerast stokkbreytingar innan radarinnar hagar.

rRNA sameindir eru mjog stodugar og kjarnsyruradir peirra eru
nokkud vel vardveittar & milli mismunandi lifvera. Rib6sém eru samsett ur
premur misstérum sameindum og sa hluti bakteriu rib6séms sem er notadur
mest 1 svona rannséknir er 16S hluti pess (S er Svendberg massaeining). 16S
hlutinn er notadur vegna pess ad hann uppfyllir pessi skilyrdi og er
vidradanlegur { sterd (u.p.b. 1500 basar). Pessi hluti inniheldur vel vardveittar
radir sem nytast til ad na bestu samrodun. * begar skyldleiki bakteria er metinn
med samanburdi 4 16S rRNA er oft midad vid ad morkin fyrir nyja tegund séu

vid 97% samsvorun. P6 getur verid oruggara ad fera pessi mork nidur 1 95%

4 Lin og Tanaka, 2006
* Madigan ez al., 2003
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ef ekki er um heilradgreiningu gensins ad reda.*’ Pegar samsvorun er komin
nidur 1 95% eda minna ma ad ollum likindum gera rdd fyrir ad um nyja
ettkvisl sé ad reda (ef gerd er heilradgreining). Til ad stadfesta ad um nyja
tegund eda @ttkvisl s€¢ ad reda parf ad framkvema ,DNA/DNA
hybridization” (heilradgreiningu). P6 er heldur ekki alltaf 6ruggt ad um sému
tegund sé ad reda pd ad leit & gangagrunnum gefi 98-99% skyldleika. Petta
getur allt eins verid ny tegund, en pad parf ad stadfesta med samanvurdi 4 6llu

genamengi bakteriunnar.

% Xue et al., 2001
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3. Efni og adferdir
3.1. At

Notad var grunnati Basal medium (BM), sem er sérhannad fyrir
loftfirrtar bakterfur. Ztid var samsett ir nokkrum mismunandi stofnlausnum
sem innihéldu { g/L af eimudu vatni: (A) NaH,PO, 276; (B) Na,HPO, 284;
(C) Rezazurin 0,1; (D) NaCl 24; NH4Cl 24; CaCl,-2H,0 8.8; MgCl,-6H,0
8,0; (E) NaHCOs 80; (F) FeCl-4H,0O 2,0; EDTA 0,5; CuCl, 0,03; H3BO;
0,05; ZnCl, 0,05; MnClL-4H,0 0,05; (NH4)sMo07024-4H,0 0,05; AICl, 0,05;
CoCl,-6H,0O 0,05; Na,WO4 0,01; Na,SeOs 0,3 (mg); (G) vitaminblanda
samkvaemt DSMZ @ti nr. 141(Vidauki 1); (H) Na,S —-9H,0 240,2.

Bufferlausnum A og B var blandad i mismunandi magni til ad fa
mismunandi syrustig og 1 paer var batt samsvarandi magni af vatni til ad fa 1M
lokastyrk buffersins (Vidauki 3).

Vid gerd @tisins var 50 ml AB bufferlausn, 5 ml lausn C og 885 ml af
eimudu vatni auk gerseydis (Yeast Extract, YE) (2 g) blandad saman, sodid og
keelt 4 is undir kofnunarefnisfleedi (N,). Pa voru 18,5 ml af ati settir i 120 ml
glos (serum bottles) sem lokad var med butyl gimmitéppum og dlhettum.
Floskurnar voru ad lokum gerdar loftfirrtar med N, (studst var vid Hungate
tekni) og daudhreinsadar. Fyrir hvern litra af @ti var 50 ml lausn C; (lausn G
I ml; F 1 ml; D 12,5 ml; eimad vatn 35,5 ml) og 10 ml af lausn C, (lausn E
9ml; Cystein chloride 0,5 g; H 1 ml) batt { &tid rétt fyrir sdningu auk 0,5 ml af
glukosa eda xylésa (1 M stofnlausn) sem gaf 24,4 mM lokastyrk. Syrustig var
stillt af med 6M saltsyru (HCI) og 2M natriumhydroxidi (NaOH) fyrir sudu.
Allar lausnir sem bata purfti 1 ®tid eftir daudhreinsun (C;, C,, glikési og
xylési) voru siadar gegnum 45 um filter 1 daudhreinsadar loftfirrtar floskur.
Adrir kolefnisgjafar voru settir 1 fyrir daudhreinsun. Sellulési var settur 1 sem
Whatman pappirsstrimlar (98% glikési, 0,068¢g 1 hverja flosku) 1 styrknum 20
mM, pektin og xylan i styrknum 3 g/L. og glyserdl { styrknum 100 mM .

Vidmidunarsyni var an kolefnisgjafa. Sdning var 10% (v/v).

3.2. Raektunaradstaedur
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Raktunaradstedur voru valdar med tilliti til pess hita og syrustigs sem
var notad vid einangrun stofnanna, sem var nalegt pvi sem var 4 synatokustad,
p.e.a.s. synin voru rektud vid hitastig ndlegt pvi sem pau voru tekin ur. Sad

var {1 tvo syrustig, pH 5,5 og 6,5.

3.3. Bakteriurnar
3.3.1. Stofn 2Hv

Stofn 2Hv er einangradur ur syni sem var tekid 4 Hveravollum sumarid
2006. Stofninn var rektadur vid 70°C og pH 6,5. 16S rRNA nidurstodur syndu
97,8% skyldleika vid Thermobrachium celere.

3.3.2. Stofn 8H
Stofn 8H er einangradur dr syni sem var tekid 4 Hengilsvedinu vid
Hveragerdi 15. juni 2006. Stofninn var raektadur vid 60°C og pH 5,5. 16S
rRNA nidurstddur syndu 97,6% skyldleika vid bedi Thermoanaerobacterium

aotearoense og Thermoanaerobacterium saccharolyticum.

3.3.3. Stofn 15H
Stofn 15H er einangradur ur syni sem var tekid 4 Hengilsvadinu vid
Hveragerdi 15. juni 2006. Stofninn var rektadur vid 50°C og pH 6,5. 16S

rRNA nidurstodur syndu 93,5% skyldleika vid Caloramator viterbensis.

3.3.4. Stofn 39H
Stofn 39H er einangradur ur syni sem var tekid 4 Hengilsvadinu vid
Hveragerdi 15. juni 2006. Stofninn var raektadur vid 75°C og pH 5,5. 16S
rRNA nidurstodur syndu 97,6% skyldleika vid Thermoanaerobacter

keratinophilus.

3.4. Adferdir
3.4.1. Vetni
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Framleidsla vetnis er reiknud ut fra hlutfallslegum melingum 4 0,2 ml
af gasfasanum. Gas var dregid upp med nél { sprautu (200 pl) og sett beint 4
stiluna, handvirkt. Vetni var melt med Perkin Elmer gasadgreiningarteki
(GC) med TCD- nema. Sdlan sem var notud var frd Supelco Carboxen GC
Plot Capillary Column (Carboxen 1010). Hitastig i TCD-nema (thermal
conductivity detector). og { “injector” var 220°C en ofninn var hafdur 80°C. I
gegnum sidluna var kofnunarefni og var fledid sett 4 15 ml min' og
vidbétarfledi (make up) var 5 ml min”'. Stadalkirfa var buin til Gt fra

vetnisstodlum.

3.4.2. Fitusyrur/VFA

Fitusyrur og etandl var greint med Perkin Elmer gasadgreiningartaki
med FID- nema (flame ionization detector). Synin voru tekin ur
rektunarvokva bakterianna med sprautu og bakteriurnar siadar frd med filter
(45 pm). Tvohundrud pl af rektunarvokva var blandad vid 100ul af
maurasyru, 100 pl af crotonic syru, 100 pl 1-propanol og 500 ul eimad vatn,
sett 1 litil synaglos med tappa og {1 gasgreininn. Gasgreinirinn var med
sjalfvirka skommtun (autosampler). Stlan var DB-FFAP sila frd Agilent
Industries (Palo Alto, CA, US). Hitastig ofnsins var i upphafi 80°C og var haft
stodugt 1 1 min. Sidan var pad heekkad um 10°C { 8 mindtur pannig ad 160°C

var ndd. Pvi hitastigi var vidhaldid 1 10 mindtur. en var hakkad i 160°C.

3.4.3. Glukésameeling

Glukésamelingin var framkvamd med 400 ul af syni blandad saman
vid 2 ml af Anprén-lausn (0,2% Anthrone i 72% brennisteinssyru (1 hluti
eimad vatn 4 méti 3 hlutum 95% brennisteinssyru), lausnin verdur ad vera
kold og ma ekki vera 1 1j6si). Blandan var svo hrist & vortex 4dur en hin var
hitud 1 sj6dandi vatnsbadi i 11 mindtur. Naest er hiin keeld 4 {s og sidan leyft ad
nd herbergishita 1 5 mindtur 4dur en ljésgleypnin er mald vid 625 nm.

Vid gerd stadals er sett blanda af eimudu vatni og 1 mM Gluakdsalausn
i stadinn fyrir synid. Byrjad med 400 ul af vatni, svo 100 pl glikdsalausn og
300 af vatni og afram par til endad er med 400 ul af glikdsalausn.

Sidan er margfaldad med 2,5 til ad f4 magn 1 millilitra.
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3.4.4. 16S rRNA — skyldleikagreining
Greining 4 hluta 16S rRNA ur stofnum f6r fram hj4 lifteknifyrirtekinu
Prokaria i Reykjavik. Basaradirnar sem fengust vid pa greiningu voru sendar
inn 4 gagnagrunn NCBI og til pess notad vidmétid nucleotide-nucleotide Basic
Local Alignment Search Tool (BLASTn). Vid gerd skyldleikatrjda fyrir
stofnana voru forritin BioEdit 7.0.1, ClustalW og TreeView notud, par sem

16S rRNA rodum ur skyldum bakterium fengnum ur gagnagrunni NCBI var

radad saman.
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4. Nidurstoodur
4.1. Stofn 2Hv

2Hv
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Mynd 5. Gerjunarafurdir 2Hv & mismunandi kolefnisgjéfum.

Stofn 2Hv virdist eingéngu vera ad vaxa a einsykrunum glikésa og
xylésa ad einhverju viti. Petta ma fyrst og fremst sja ut frd efnum sem
framleidd voru en ekki aukningu 4 lifmassa, sem var avallt mjog litill. Styrkur
glikésa var meldur badi { upphafi og {1 lok raktunar & Ollum
kolefnisgjofunum nema xylésa og glyserél. I upphafi raktanna meldist
glikosi vera fra 2,7 — 4,6 mM nema i glikésaraektinni par sem hann meldist
vera 23,2 mM. I lok raektunartimans maldist hins vegar glikési vera frd 0,2 —
1,6 mM. A gerseydi framleidir stofninn p6 nokkud mikid af ediksyru (um 10
mM) en mun minna af etandli (2 mM) en pessi framleidsla er liklega ad mestu
vegna pess glikdsa sem er til stadar 1 gerseydinu i upphafi rektunar. Veruleg
framleidsla er & ediksyru og etandli 4 xylésa en mun minni 4 glikésa. Hins
vegar er meira framleitt af vetni & glikésanum samanborid vid xylésann. Ekki
er haegt ad tulka ad stofninn sé ad brjéta nidur fjollidurnar, né heldur glyserol
p6 svo ad 6gn meira af bedi ediksyru og etandli finnist i lok rektunartimans 4
pessum kolefnisgjofum. B&di 1j6sgleypni og vetnisframleidsla 4 pessum
kolefnisgjofum er minni en { vidmidunarsyninu (gerseydi). Stofninn virdist
einnig vera prétedlytiskur par sem u.p.b. 1-2 mM af propionate, isobutyrate,

butyrate og isovalerate voru framleidd { 6llum synum.
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Tafla 1. Ljésgleypni a mismunandi kolefnisgjéfum hja stofni 2Hv. Einnig er styrkur
annarra gerjunarafurda syndur. Meelt var eftir 12 daga voxt.

C-gjafi Voxtur (600 Vetni (mmol/l) % Ediksyra | Etandl Glukoési*
nm) Yield® | (mM) (mM) (mM)
Gerseydi 0,29 2,32 Nd 10,2 2,1 39 10,5
Glukosi 0,32 4,46 10,7 13,6 5,5 24,01 0,2
Xylosi 0,38 3,48 25,7 234 26,6 Nd | Nd
Glyserol 0,30 2,11 <0 12,8 2,6 Nd | Nd
Selluldsi 0,22 2,01 <0 13,4 1,3 3,8 10,3
Pektin 0,14 1,63 Nd 13,3 1,0 46 | 1,6
Xylan -0,01 2,17 Nd 15,6 1,3 2,7 | 1,5
Nd = not determined (6akvardad *Sja vidauka 4. * Styrkur glikdsa fyrir og eftir
raektun.
4.2. Stofn 8H
8H
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Mynd 6. Gerjunarafurdir 8H a mismunandi kolefnisgjéfum.

Stofn 8H vex einnig vel & einsykrunum (glikési og xyldsi) eins og

stofn 2Hv, en auk pess er einnig goédur voxtur, eda a.m.k. framleidsla

nidurbrotsefna, 4 pektin og xylan. Stofninn framleidir b&di etandl og ediksyru

a pessum fjorum kolefnisgjofum en mesta etandlframleidslan er 4 xyldsa.

Einnig framleidir stofninn mikid af vetni & xylésa og er nytnin um og yfir

100% midad vid par forsendur ad akvedid nidurbrotsferli sé notad (sja

umradu). Ofugt vid stofn 2Hv b4 myndar stofninn ekki mikid af
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gerjunarafurdum ur gerseydi; eingéngu um 3 mM af ediksyru en ekkert af
prépionsyru, smjorsyru, isobutyrate eda isovalerate. Stofninn er pvi ekki
protedlytiskur. Styrkur glukdsa 1 upphafi var svipadur og hja stofni 2Hv eda
fra 1,7 — 4,5 mM (glikésa syni = 24,1 mM). [ 1ok reektunar var litid eftir af
glikosa, eda fra 0,2 — 1,4 mM.

Tafla 2. Ljésgleypni & mismunandi kolefnisgjéfum hja stofni 8H. Einnig er styrkur
annarra gerjunarafurda syndur. Meelt var eftir 12 daga voxt.

C-gjafi Voxtur (600 Vetni (mmol/l) % Ediksyra Etanodl Glukési*
nm) Yield” | (mM) (mM) (mM)
Gersey0i 0,04 0,14 Nd 2,9 0,0 40 10,3
Glikosi 0,47 2,59 12,2 16,0 9,4 24,11 0,2
Xylosi 0,47 4,85 104,7 16,5 17,2 Nd | Nd
Glyserol 0,14 0,44 4,35 3,8 0,0 Nd | Nd
Sellulési 0,07 0,60 2,80 3,1 0,8 1,7 10,5
Pektin 0,23 3,08 Nd 17,2 5,7 45 |14
Xylan -0,29 3,40 Nd 13,5 10,0 2,5 | 1,0
Nd = not determined (6akvardad). ”Sja vibauka 4. * Styrkur glikésa fyrir og eftir
raektun.
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4.3. Stofn 15H

15H
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Mynd 7. Gerjunarafurdir 15H & mismunandi kolefnisgjéfum

Stofn 15 virdist framleida lokaafurdir dr 6llum kolefnisgjofum sem
athugadir voru. Mest af kolefnisfl&dinu fer i ediksyru en pé framleidir hann
mikid af etandli 4 xylésa. Mjog sérkennilegt er hins vegar ad stofninn
framleidir mjog litid af vetni og { rauninni minna en ef midad er vid kontrol
synid (gerseydi). Svipadar nidurstodur voru hvad vardar glikésamelingar, og
adur hefur verid lyst fyrir stofn 2Hv og stofn 8H. Stofninn er einnig ad
framleida 1-2 mM af propionate, isobutyrate, butyrate og isoValerate eins og
stofn 2Hv sem bendir til prétedlytiskra eiginleika. Pessi stofn er einnig ad
brjéta nidur glyserdl {1 ediksyru 6fugt vid adra stofna sem athugadir voru {

pessari rannsdkn.
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Tafla 3. Ljésgleypni & mismunandi kolefnisgjéfum hja stofni 15H. Einnig er styrkur
annarra gerjunarafurda syndur. Meelt var eftir 12 daga voxt.

C-gjafi Voxtur (600 Vetni (mmol/l) % Ediksyra Etanol Glukoési*
nm) Yield® | (mM) (mM) (mM)
Gersey0i 0,17 1,80 Nd 11,0 1,7 3,6 |04
Gluikosi 0,24 0,37 <0 31,6 9,9 24,41 0,2
Xylosi 0,32 0,31 <0 27,4 19,7 Nd | Nd
Glyserol 0,41 0,70 <0 21,4 1,2 Nd | Nd
Sellul6si 0,19 0,43 <0 18,8 1,7 1,3 10,3
Pektin 0,27 0,56 Nd 35,0 1,5 44 | 1,2
Xylan 0,19 0,51 Nd 41,7 1,0 4,7 10,6
Nd = not determined (6akvardad). ”Sja vidauka 4. * Styrkur glikésa fyrir og eftir
raektun.

4.4. Stofn 39H

39H
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Mynd 8. Gerjunarafurdir 39H & mismunandi kolefnisgjéfum

Stofn 39 virdist eingdngu brjéta nidur einsykrurnar glikésa og xylésa
og eina afurdin sem melist i rektunarfloti er ediksyra. Hins vegar er stofninn
ad framleida mest af vetni af peim stofnum sem athugadir voru i pessari
tilraun. Glikésamelingar syndu pé ad ner 6ll sykran var brotin nidur. Pvi eru
likur 4 ad onnur efni sem ekki voru meld séu { flotinu eins og til demis
mjolkursyra.

Einnig voru framleidd 1-2 mM af prépionat, isébutyrat, butyrat og isdvalerat.
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Tafla 4. Ljésgleypni & mismunandi kolefnisgjéfum hja stofni 39H. Einnig er styrkur
annarra gerjunarafurda syndur. Meelt var eftir 12 daga voxt.

C-gjafi Voxtur (600 Vetni (mmol/l) % Ediksyra Etanol Glukoési*
nm) Yield | (mM) (mM) (mM)
Gerseydi 0,36 1,74 Nd 16,0 0 2,6 10,5
Gluikosi 0,32 6,04 21,6 28,3 1,2 26,6 | 0,5
Xylosi 0,53 3,33 35,3 22,1 0,0 Nd | Nd
Glyserol 0,35 2,89 16,9 13,9 2,1 Nd | Nd
Sellul6si 0,31 1,65 <0 12,5 0,0 2,8 10,2
Pektin 0,50 2,45 Nd 14,6 2,0 46 | 1,6
Xylan 0,09 2,99 Nd 17,5 0,4 2,8 | 1,6
Nd = not determined (6akvardad). ”Sja vidauka 4. * Styrkur glikésa fyrir og eftir
raektun.

27




Héskdlinn 4 Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

4.5. 16S rRNA — skyldleikagreining
Allir stofnarnir voru sendir i 16S rRNA hlutradgreiningu. Mynd 9

synir heildar skyldleikatré med stofnunum fjérum sem buid var til med
forritinu TreeView. I 1jés kom ad stofnar 2Hv og 15H lenda { hépi bakteria
sem tilheyra Thermobrachium, Caloramator og Clostridium. Hja 2Hv
reyndist mestur skyldleiki vera vid Thermobrachium celere (97,8%). Stofn 8H
reyndist mest skyldur (97,6%) Thermoanaerobacterium aotearoense og T.
saccharolyticum. Stofn 15H var mest skyldur Caloramator viterbensis b6 pad
veri adeins 93,5%. Stofn 39H var mest skyldur Thermoanaerobacter

keratinophilus (97,5%).

28



Héskdlinn 4 Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

E cold

Thermeanaerohacterium thermosaccharolyticum
8H

Closiridium thermoeamylolytcum
Thermoeanaerohacterium aotearoense
Thermoeanaerohacterium saccharolyticum

— Thermeanaerchacterium thermosulfurigenes
—— Thermeanaerohacterium xylanolytcum
JH

Thermeanaerochacter yonseiensis

Thermoeanaerohacter tengeongensis MB4
Carhoxydibrachium pacificum

Thermoanaerohacier subterraneus

Thermoanaerochacter keratinophilus
Closiridium uzonii

Thermeanaerchacter sulfurigignens
1sH

[ Clostridium cylindrosporum

- unculiured Closiridium sp

Caloramator viterhiensis

Caloramator fervidus

2Hx

[ Thermwhrachium celere

— Caloramater sp. JWIJH-1
Caloramator indicus

Caloramator uzoniensis
Caloramator coolhaasii

Caloramator proteoclasticus

_ Thermwphilic anaerohic bacterium K2L1
o1

Mynd 9. Skyldleikatré stofnanna fiégurra byggt a 16S rRBNA greiningu.
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5. Umraeda

I pessari rannsékn voru nidurbrotshzfileikar fjogurra hitakerra
bakteria athugadir med pad ad markmidi ad kanna fjolbreytni peirra hvad
vardar nidurbrot 4 mismunandi kolefnisgjofum og framleidslu 4 etandli og
vetni. Pessir fjorir stofnar voru einangradir i verkefninu ,,Orka ur pappir”
sumarid 2006.

Meginasteda verkefnisins er aukinn dhugi manna 4 ad finna 6rverur
sem geta brotid nidur édyran lifmassa 1 verOmatar afurdir. Sérstaklega hefur
dhugi manna beinst ad framleislu endurnytanlegra orkugjafa b®di {
vokvaformi (etandl) og sem gas (vetni). Langmest af etan6li sem er buid til dr
lifmassa 1 dag & uppruna sinn ur sterkju (korn, mais, sykurréfur). Hins vegar
hefur petta leitt til pess ad fodur- og matarverd fer ort hakkandi &
heimsmarkadi. Menn hafa pvi verid ad leita leida til pess ad nota flokinn
lifmassa sem 4 uppruna sinn ur plontum og urgangi { meira meli en adur.
Hingad til hefur lifmassi sem er byggdur upp af pessum {fjollidum purft
formedhondlun 1 formi efna eda dyrra ensima adur en haegt er ad nota hann til
gerjunar { etandl. Hitakerar bakteriur hafa pvi fengid aukna athygli hvad petta
varar en margar peirra geta brotid nidur flokinn lifmassa 4n mikillar
medhondlunar. Pessar bakteriur hafa marga adra kosti eins og t.d. ad geta
brotid nidur fjolmargar ein- og tvisykrur. Megin galli pessara bakteria hefur
hins vegar verid sd ad nytnin & etanolframleidslunni er mun minni en hja
gersveppum auk pess sem par pola oft mun legri styrk etandls en sveppirnir.

I verkefninu voru valdir sex kolefnisgjafar og nidurbrot peirra athugad
med tilliti til framleidslu lokaafurda og lifmassamyndunar. Prji efnanna voru
fjolsykrur (sellul6si, pektin og xylan), tver einsykrur (glikdsi og xyldsi) og
glyserdl. 1 1j6s kom ad mikill fjolbreytileiki reyndist vera medal pessara
fjogurra stofna, badi med tilliti til nidurbrotshafileika og hvada
gerjunarafurdir per myndudu. Tveir stofnanna (stofnar 8H og 15H) reyndust
geta brotid nidur fjolsykrur sem athugadar voru i pessari rannsékn en
eingongu stofn 8H framleiddi etandl vid nidurbrotid. Allir stofnarnir brutu
nidur badar einsykrurnar en stofnar 2Hv og stofn 39H framleiddu eingdngu
ediksyru vid nidurbrotid. Almennt reyndist xylési gefa meira af etandli en

glukoési. Prir af fjorum stofnum framleiddu greinéttar fitusyrur auk
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préopidnsyru og smjorsyru sem bendir til pess ad peir séu einnig med prétein
sundrunarhafileika. Stofnarnir framleiddu vetni i mismiklum meli en stofn
39H framleiddi mest eda 6,04 mmol/l. Pegar litid er 4 ljosgleypnina sést ad
stofnarnir eru ekki ad mynda mjog péttar rektir. Par sem ekki hafa verid
framkvaemdar vaxtartilraunir 4 stofnunum vitum vid hvorki hvernig
vaxtarkurfur peirra lita it né hvar peir eru staddir 4 henni. Petta getur haft
mikla pydingu fyrir hrada nidurbrotsins, gerd og magn nidurbrotsafurdanna.
Hér 4 eftir verdur umradunni skipt eftir pessum fjérum stofnum og
fjallad um erfdafredilegan skyldleika stofnanna auk lifedlisfraedi

(nidurbrot/nymyndun) peirra.

5.1. Stofn 2Hv

bessi stofn var einangradur dr hver sem var 72,9 °C heitur og med
syrustig 4,31. Stofninn 6x eingéngu 4 einsykrunni xylésa ad einhverju radi og
meginafurdin var etandl. Gréflega framleidir stofninn um 1 mdl af etandli ur
hverju moli af xylosa. Petta er svipad og Thermobrachium celere, sem hann
synir 97,8 % skyldleika vid.*® Framleidsla ediksyru er éveruleg 4 einsykrunum
(um 3 mM) og einnig er orlitil framleidsla af ediksyru tr fjolsykrunum. Likleg
skyring 4 pessu er su ad pessar fjollidur eru ekki alveg lausar vid einsykrur,
avallt er 4kvedid présentuhlutfall af audnidurbrjétanlegum einsykrum til stadar
(xylan: 10% arabinési og 15% glikdsi). Stofninn virdist einnig vera med
préteinsundrunareiginleika, par sem litid magn af 6hefdbundnum lokaafurdum
eru einnig myndadar (greindttar fitusyrur, propionat). Samkvaemt radgreiningu
lendir pessi stofn nalegt Thermobrachium celere. Innan Thermobrachium
@ttkvislarinnar er eingdngu pessi eina tegund i dag. Hins vegar flokkast pessar
bakteriur einnig ndlegt ©6drum bakterium af attkvisl Caloramator.
Sameiginlegt b&di Thermobrachium og Caloramator er ad betta eru badi
sykrusundrandi og préteinsundrandi bakteriur sem framleida etandl, asetat,

koltvisyring og vetni 4 glikdsa, auk pess sem 7. celere framleidir lika format.

5.2. Stofn 8H

* Engle et al., 1996
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Pessi stofn var einangradur ur hver sem var 58,4°C heitur og med
syrustigid 5,61. Stofninn reyndist vera med einna fjolbreyttustu efnaskiptin af
peim stofnum sem athugadir voru. Hann brytur nidur badar einsykrurnar sem
athugadar voru, auk pess sem verulegt magn af b&di ediksyru og etandli var
framleitt Gr badi pektini og xylani. Hins vegar brytur stofninn ekki nidur
sellulésa, a.m.k. eru engar afurdir framleiddar p6 ad pappirsstrimillinn hafi
verid brotinn nidur (uppleystur) og petta reyndist vera eini stofninn sem ekki
hafdi protedlytiska eiginleika. Vid nidurbrot 4 glikdsa myndar stofninn svipad
magn af badi ediksyru og etandli, en magn etandls er mun harra 4 fimm
kolefnis sykrunni (xyldsa). Flokkunarfreedilega séd lendir pessi bakteria innan
attkvislar Thermoanaerobacterium. Pessar bakteriur hafa verid einangradar ur
margvislegum svaedum eins og i djipum olfuborholum,*” afrennsli tir heitum
hverum,”® { hverum® og ur drgangsvatni tr verksmidjum.”® Petta eru Gram
jékvadar bakteriur sem vid nidurbrot 4 glikoésa framleida etandl, ediksyru auk

51,52

vetnis og koltvisyrings. betta virdist vera mjog svipad og stofn 8H gerir 4

einsykrunum.

5.3. Stofn 15H

bessi stofn var einangradur ur hver sem var 48,5°C heitur og med
syrustigid 5,83, en raktunarhitastig hans var 50°C og pH 6,5. Stofninn
reyndist vera svipadur og stofn 8H hvad vardar nidurbrotseiginleika. Hann
brytur nidur badar einsykrurnar og allar fjolsykrurnar ad einhverju marki.
Afurdirnar sem stofninn myndar eru b&di etandl og ediksyra (frd einsykrum)
og eingdngu ediksyra (fjolsykrur). Sérkennilegt er ad stofninn virdist vera ad
framleida mun meira af vetni 4 gerseydi einu saman samanborid vid
kolefnisgjafana. Pessi tilraun var pvi endurtekin og pa reyndist mun meiri
framleisla af vetni koma vid glikésa nidurbrot midad vid gerseydid

(nidurstodur ekki syndar). Ein megindstedan fyrir pvi ad voxtur 4 glyserdli var

* Cayol et al., 1995
* Cook et al., 1996
* Wiegel et al., 1981
% Cann et al., 2001
SMiuetal., 1996

21 eeetal, 1993
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athugadur {1 pessari tilraun er ad ut fra erfdafredilegum skyldleika er nanasti
@ttingi stofnsins Caloramator viterbensis (93,5% samrodun). Pessi bakteria er
eina hitakera bakterian sem pekkt er { dag sem framleidir hina verdmatu afurd
1,3-propandiol (1,3-PD) ur glyser6li. Su bakteria framleidir um 0,7 mdl af 1,3-
PD tr hverju mdli af glyserdli og um 0,33 mdl af vetni og ediksyru en ekkert
etandl. Jafnan er pessi:

3 Glyser6l = 2 1,3-propandiol + asetat + CO, + H,

A glikésa myndast hins vegar etandl, CO,, H, og asetat i hlutfollunum
1:1,2:0,4:0,2. > Hér var bakterfunni gefid 100 mM af glyserdli og framleiddi
hin um 10 mM af ediksyru og ekkert etandl. Styrkur glyseréls og myndun &
1,3-PD var ekki meldur { tilrauninni en dhugavert er ad hin virdist vera ad
framleida eingdngu ediksyru sem bendir til pess moguleika ad hin sé ad
framleida 1,3-PD.

Framleidsla glyserdls hefur aukist mjog mikid undanfarin ar og hefur
pad leitt til offrambods 4 morkudum og mikillar verdlaekkunar. Astedan fyrir
pessari préun er fyrst og fremst aukin framleidsla lifdisils (e. biodisel) par sem
glyserdl er aukaafurd. Nokkrar tegundir bakteria geta brotid nidur glyserdl {
1,3-PD. Sem da&mi ma nefna Lactobacillus. brevis, L. buchnerii, Bacillus
welchii,  Citrobacter  freundii, Klebsiella pneumoniae, Clostridium
acetobutylicum, C. pasteurinaum og C. butyricum. Af pessum bakterium er
liklega C. butyricum bekktust og framleidir einna mest af 1,3-PD.*>
Eingongu ein hitakaer bakteria er pekkt sem getur framleitt 1,3-PD ur glycerdl,
Caloramator viterbensis. 1,3-prépandidl er verdmatt efnasamband. Eitt helsta
notkunarvid 1,3-PD hefur verid sem einlida (e. monomer) til framleidslu
polyesters, polyeters og polydretans, en einnig sem sérhaft leysiefni {
efnaidnadi, s.s. 1 lim, resin, pvotta- og hreinsiefni dsamt snyrtivorum. Einnig
er efnid notad sem grunnefni vid framleidslu soétthreinsiefna, til ad auka

liftima afskorinna bléma og jafnvel sem ibétarefni { f6dur.™

> Seyfried et al., 2002

>* Gonzélez-Pajuelo et al., 2005
> Gonzélez-Pajuelo et al., 2006
*% Wikipedia, 2007d
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5.4. Stofn 39H

Pessi stofn var einangradur ur hver sem var 74,8°C heitur og med
syrustigid 6,48. Stofninn reyndist ner eingdngu brjéta nidur einsykrurnar, par
framleiddi hann mest af ediksyru. A pektini framleiddi hann reyndar nokkru
meira etandl heldur en 4 gerseydi einu saman en eins og adur hefur komid
fram getur hluti af peirri framleidslu skrifast 4 einsykrur i pektinetinu.
Stofninn framleidir hvergi neitt etandl ad radi, hins vegar framleidir hann 6
mM af vetni 4 glukésa en pad er 21,55% af fredilegum heimtum og hasta
gildid sem fékkst i pessari rannsokn. Pvi geti pessi stofn hentad betur {
vetnisframleidslu en etandlframleidslu. Stofninn er prétedlytiskur eins og
framleidsla aukaafurdanna synir. Hins vegar er hans ndnasti @ttingi
Thermoanaerobacter keratinophilus (97,6%) pekktur fyrir ad brjéta nidur

keratin (ull, hér, fjadrir) eins og nafnid bendir til. *>’

*7 Riessen og Antranikian, 2001
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6. Samantekt / Lokaorod

Vaxandi ahugi er 4 endurnytanlegum orkugjofum par sem folk er ad
gera sér grein fyrir pvi ad olfulindir jardar eru ekki Oprjétandi og notkun
jardefnaeldsneytis 4 stéran patt { hlynun jardar. Framleidsla etandls tur lifmassa
getur hugsanlega fyllt skardid fyrir jarOefnaeldsneyti ad einhverju leyti,
sérstaklega 1 16ndum par sem adrar orkulindir eru ekki til stadar (vindorka,
sjavarfoll, vatnsfoll, jardhiti). Pa er sérstaklega mikilvaegt ad geta nytt 6dyran
lifmassa eins og urgang (pappir, pappa, gardairgang og skolp) 1 stad pess ad
nota matjurtir eins og mais eda sykurréfur, par sem pad hefur neikvaed dhrif &
fodur- og matvelaverd. Pad verdur vantanlega ekki langt { ad pess verdi
krafist ad etandli verdi bett { bensin 4 Islandi og pvi mikilvaegt ad kortleggja
badi pann lifrena drgang sem vid hofum til pess ad geta framleitt etandl dir og

par orverur sem geta framleitt etanol.

[ pessari rannsékn var leitad svara vid eftirfarandi spurningum:
1. Hversu oflugir fjolliousundrendur eru hitakaerar bakteriur ur
islenskum hverum?

2. Hve mikid etandl framleida hitakgerar hverabakteriur ur lifmassa?

Pessum spurningum verdur audvitad ekki ad fullu svarad { pessari
rannsOkn. Hér var nidurbrotshefileiki fjogurra stofna athugadur dsamt pvi ad
framleidsla verdmetra orkuafurda (vetni og etandl) var athugud. Til pess ad
svara pessum spurningum pyrfti ad gera vidamikla rannsékn og einangra
fjolda stofna og rekta vid mismunandi adstedur. Einnig var { pessari tilraun
notast vid tiltolulega ldgan styrk af kolefnagjofum pannig ad styrkur etandls
var liklega aldrei nalaegt pvi ad vera vaxtarhindrandi fyrir stofnana. Slikt parf
audvitad ad athuga ndkvaemlega adur en hagt ad sjd hvort pessir stofnar séu
fysilegir kostir { magnframleidslu 4 etand6li og vetni ur lifmassa. Hér var fyrst
og fremst verid ad kanna hvort pessir stofnar sem einangradir hafa verid geti

brotid nidur {jollidur og framleitt verdmata orkugjafa ur peim.

Engu ad sidur gefa pessar einfoldu tilraunir dkvednar visbendingar um

b4 fjolbreyttu gerjandi Srverufléru sem fyrirfinnst 1 hverum landsins. T 1j6s
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kom ad stofnar 2Hv og 39H voru ekki fjollidusundrandi. Stofn 2Hv virtist
eingdngu brjéta nidur einsykrunar glikdsa og xyldsa og er dhugaverdur m.t.t.
etandlframleidslu, sérstaklega dr fimmkolefnasykrunni. Stofn 39H virdist
eingongu framleida ediksyru og vetni Ur einsykrunum og gzti hentad sem
slikur. Stofn 8H brytur nidur fjollidurnar pektin og xylan auk einsykranna og
framleiddi 5,7 — 17,2 mM af etandli dsamt ediksyruframleidslu. Stofn 15H
virdist vera ad brjota nidur allar fjollidur ad einhverju marki og virtist vera
med mesta nidurbrotseiginleika peirra stofna sem athugadir voru. Hins vegar
framleidir hann eingéngu etandl Ur einsykrunum {i einhverju magni og eitt
helsta einkenni hans er mikil ediksyruframleidsla. Petta var eini stofninn sem
braut nidur glyserdl og dhugavert er ad kanna hvort pessi stofn framleidi hina

verdmetu afurd, 1,3-propandiol eins og visbendingar eru um.
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8. Vidaukar

8.1. Vidauki 1. Grunnlausnir fyrir aeti

Vidauki 1. Grunnlausnir fyrir zeti.

Vidskipta- og raunvisindadeild

Heiti lausnar | Lysing Efni Magn i g/
W1 Fosfat buffer KH,PO, 27,7
w2 Fosfatbuffer Na,HPO, 28,4
W3 Saltlausn NH,4Cl 24,0
NaCl 24,0
CaCl,- 2H,O 8,8
MgCl, - 6H,0 8,0
W4 bikarbonat buffer NaHCO; 80,0
W5 (F) Snefilefnalausn FeCl, - 4H,O 2,0
H;BO; 0,05
7ZnCl, 0,05
CUCIQ . 2H20 0,04
MIIC12 . 2H20 0,04
(NH4)6M 0704 -
4H,0O 0,05
AlCl; 0,05
CoCl, - 6H,0 0,05
NiCl, - 6H,0O 0,08
EDTA C10H14N2Na208 .
2H,0 0,50
25% HCl
W6 (G) Vitaminlausn
Pyridoxamine CgH{,N>,O, - 2HCI1 0,25
Nicotinic acid CgHsNO, 0,1
Nicotinamide CgH5N-,O 0,10
DL-panthothenic acid CoHsNOg - V2 Ca 0,05
Vitamin B12 Cg3HgsCoN4O14P 0,05
p-aminobenzoic acid C7HNO, 0,05
B6; Pyridoxine - HCI CgH{1NO5 - HC1 0,10
D Biotin CioH1sN.O3S 0,02
Lipoic acid; Thioctic acid | CgH;40,S; 0,05
Folic acid C19H19N706 0,02
B2; Riboflavin C17H20N406 0,05
B1; Thiamine - HCI C1,H17CIN4OS -
HC1 0,10
W7 (H) Sulfidlausn Na,S - 9H,O 240
W8 Rezasurin C1,HsNaNO;3 0,22%
lausn)
WO Snefilefni Na,SeO; - 5SH,O 2,65
NawO, - 5SH,O 3,3
10 mM NaOH

8.2. Vidauki 2. Blandadar lausnir i aeti.

Vidauki 2. Blandadar lausnir i eti
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Vidskipta- og raunvisindadeild

Heiti lausnar Innihald

A NaH,PO, 2M

B NazHPO4 2M

Ci W3 12,5 ml
W5 1 ml
W6 1 ml
W9 1 ml
Eimad vatn 34,5 ml

C, W4 10 ml
Cystein HCl 05¢g
W7 1 ml

Glikoési IM

Xylosi 1M

Glyserol 98%

8.3. Vidauki 3. Blondun bufferlausnar.

Vidauki 3. Bléndun 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 laekkad vr 5,8 i 5,5 med HCI

8.4. Vidauki 4. Jofnur fyrir nidurbrot.

Hér 4 eftir koma pear jofnur sem notadar voru vid utreikninga 4 fredilegum
heimtum vid nidurbrotid.

Pegar adeins ediksyra er myndud faest mest af vetni.

Gluikési = 2 ediksyra + 2 CO, + 4H,

Gerjun 4 xyldsa er hagt ad lysa med pessari jofnu:

Xyl6si + H,O = 1,1 etandl + 0,4 ediksyra + 0,06 CH;CHOHCOOH + 1,81
CO,+09H,™

Gerjun & glyserodli er haegt ad lysa med pessari jofnu:

3 Glyser6l = 2 1,3-propandi6l + asetat + CO, + H,

8 Larsen et al., 1997



