Forskningsprogrammet MicroDrivE vid SLU utvecklar uthéllig produktion av biodrivmedel. lilustration: Mikael Pell
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Mikrober och enzymer for
framstalining av biodrivmedel <052

Vid Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) pdgdr
jakten pé framtidens biodrivmedel. Satsningen
som kallas MicroDrivE (Mikrobiellt producerade
biodrivmedel) avser att optimera uthdllig pro-
duktion av etanol och biogas frdn vixtbiomassa.
Forskningsprogrammet leds av professor Johan
Schndrer och involverar ett 20-tal forskare och
doktorander. | artikeln beskriver forskare vid Mi-
croDrivE de olika delarna som ingdr i projektet.

Idag vet vi att "peak oil” dr nira forestiende el-
ler att vi kanske till och med redan har passerat
toppen for vir majlighet att utvinna olja. Sam-
tidigt som oljan ir den storsta bidragande fak-
torn till vér vilfird ir vi medvetna om de pro-
blem anvindningen av olja innebir, inte minst
i form av emissioner av vixthusgaser. Gemen-
samt for etanol och biogas ir att de med hjilp
av mikroorganismer och enzymer kan framstil-
las ur vixtbiomassa och dirfor dr fornyelsebara
energikillor. I programmet MicroDrivE pagér
forskning som beror hela produktionskedjan av
biobrinsle, fran produktion och lagring av vixt-
biomassa till aterforsel av vixtniring till jord-

bruksmark (se bild ovan).
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Text: Forskare vid MicroDrivE,

I_agring — energisparande spannmalslagring

Vixtbiomassa som ska anviindas for biodrivme-
delsproduktion maéste oftast lagras i vintan pa
vidare processbehandling. Det ir da viktigt att
forhindra angrepp av o6nskade mikroorganis-
mer, som biade konsumerar energirika imnen
och som ocksi kan stiilla till med hilsoproblem
vid hanteringen av biomassan.

Spannmal torkas ofta for att bli lagringssta-
bilt men torkningsprocessen kriver mycket en-
ergi. For att minimera energiférbrukningen kan
man i stillet lagra spannméilen fuktig. Detta
kraver dock en helt syrefri lagringsmiljo for att
undvika tillvixt av stérande mikroorganismer,
nigot som kan vara svirt att uppritthilla da
luft litt kommer in i systemet, inte minst vid
uttag av spannmal.

Genom att tillsitta mikroorganismer, s3 kal-
lad biokontroll, ir det moijligt att minimera pro-
blemet siger, Matilda Olstorpe, forskare vid
Institutionen for mikrobiologi. Vi anvinder
en jisttyp som nir den vixer pa spannmaélen,
hindrar tillvixten av skadliga mikroorganis-
mer. Metoden kan anvindas bade vid lagring av



Minisilos” for studier av lagringstabilitet hos spannmal i
syrefri milj. Foto: Mikael Pell

spannmal som ska anvindas i biobrinsleproces-
sen men dven infor anvindning som djurfoder.
Lagringsmetoden ger nimligen ett 6kat nirings-
virde for djuren dé jistens aktivitet ger en 6kad
proteinmingd och en férbittrad biotillginglig-
het av olika mineraler (se bild minisilos ovan).

Forbehandling — med &nga och enzymer

Vixter bestar till ungefir hilften av cellulosa
och till en fjardedel av andra polysackarider, sa
kallad hemicellulosa. Bida kan brytas ned med
enzymer fran svampar och bakterier till 16sliga
sockerarter for produktion av etanol och bio-
gas eller andra kemikalier. Nedbrytningen gar
langsamt eftersom cellulosan och hemicellulo-
san dr titt sammanflatade i viixternas cellvig-
gar och oftast inbiddade i lignin, berittar Jerry
Stahlberg och Mats Sandgren, forskare vid In-
stitutionen f6r molekylirbiologi.

Vi studerar enzymernas tredimensionel-
la struktur for att forstd funktionen, forbattra
dem och hitta nya effektivare enzymer (se bild
pa enzymstruktur till héger). Inom gruppen ka-
raktiriserar vi bland annat enzymer som kom-
mer frdn svampen Trichoderma reesei som be-
skrivs i laborationen som féljer efter artikeln.

Nedbrytningen paskyndas ocks& genom att
lignocellulosan f6rst luckras upp med sa kallad
termokemisk férbehandling, ofta med hjilp av
syra eller alkali. En lovande metod ir 4ngexplo-
sion, dir materialet hettas upp med 4nga
till runt 200 grader under hogt tryck.

En ventil dppnas och det plotsliga ="
tryckfallet springer sonder celler och

cellviggar. Hogre temperatur, lingre tid och mer
kemikalier ger snabbare nedbrytning men kos-
tar mer, férstor en del av sockret och ger toxiska
dgmnen som hindrar enzymer och mikroorganis-
mer i senare steg.

Inom MicroDrivE testar vi olika vixtmate-
rial som férbehandlats pé olika sitt, bland an-
nat halm av vete och havre, samt sigspin av
asp, gran och tall.

Etanol — jasning med nya jastsorter

Etanol produceras frimst av jist i en process
som vi vanligen kallar for alkoholjisning. Ett
problem ir att traditionella rdvaror sasom
spannmaél, sockerror och sockerbetor ocksa
kan anvindas som livsmedel vilket gor det
onskvirt att hitta “nya” icke livemedelsrelate-
rade rdmaterial.

Lignocellulosabaserade (vedbaserade) ravaror
maste férbehandlas for att frigora jasningsbara
sockerarter. Vanligtvis betraktas Saccharomyces
cerevisiae, den vanliga bageri- och bryggerijis-
ten, som den mest limpliga jisten for etanol-
produktion. Vi har undersokt en industriell jas-
ningsprocess dir man atercirkulerade jisten till
jasningstanken. Nir vi identifierade processens
organismer blev vi 6verraskade, siger Volkmar
Passoth, forskare vid Institutionen for mikrobio-
logi: Vi fann enbart Dekkera bruxellensis (se
bild héger), det vill siga en helt annan art
in den bagerijist som man hade ympat
med nir processen startade. Anda gick
processen bra och stabilt.

Vi underséker fysiologin hos D.
bruxellensis for att se hur etanolproduk-
tionen péverkas nir man anvinder en
icke-konventionell jast. Vi undersoker
ocksa jisten Scheffersomyces stipitis som
kan producera etanol frdn hemicellulosans
sockerarter. Vi forsoker nu att identifiera reg-
lerande steg vid jasningen och var forhoppning 4r
att finna komponenter som kan modifieras for att
erhélla mer effektiva jaststammar.

Dekkera bruxel-
lensis @r en ny jast
som utvdrderas for
industriell framstall-

ning av etanol.
Foto: Johanna Blomqvist

Cellulas (Cel7D) fran svampen Phanerochaete chrysosporium. Den lilla modulen binder till cellulosafiberns yta och underldttar fér den stérre kata-
lytiska modulen att binda in en cellulosakedja i sin tunnel och klyva bort tva sockermolekyler i taget. llustration: Jerry Stahlberg
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Restprodukten fran
etanoljdsning kan
forddlas och pelleteras
till ett bra djurfoder.
Foto: Niclas Olstorpe
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Bioraffinering — nyttiga restprodukter

Vid produktionen av bioetanol bildas drank,
en biprodukt som blir 6ver nir spannmalens
innehall av stiirkelse jists till etanol. Kvar finns
da, protein, fett, mineraler och fiber, viktiga
komponenter i djurfoder. Drank anvinds idag
som foder i bdde blsta och torra (pellets) frak-
tioner, se bild till vinster.
Att torka ner dranken till pellets kostar mycket
energi men att anvinda dranken som en blot
fraktion ar ocksd kostsamt. Stora mingder vat-
ten maste transporteras och dessutom ir ris-
ken stor att olika mikroorganismer, fran
den omgivande miljon, borjar tillvixa.
Sadana spontana processer resulterar
i stora variationer i bidde den hygie-
niska och niringsmissiga kvaliteten
hos fodret, nigot som kan leda till
produktionsbortfall och stora ekono-
miska konsekvenser for jordbrukaren,
siger Matilda Olstorpe, forskare vid In-
stitutionen for mikrobiologi.
For att kontrollera den mikrobiologis-
ka variationen undersoker vi effekten av star-
terkulturer det vill siga tillsats av en cocktail
med specifika mikroorganismer som ska hjilpa
till att halla den mikrobiologiska floran stabil.
Detta ska resultera i ett naringsmissigt och hy-
giensikt bittre men dven smakligare foder for
djuren.

Biogas — processoptimering

Biogas bildas da olika mikroorganismer bryter
ner organiskt material i en syrefri milj6. Pro-
cessen sker i naturliga miljder men utnyttjas
idag ocksd i konstruerade reaktorer. Metan,
den huvudskaliga komponenten i biogas, ir
en fornyelsebar energikilla som kan anvindas
bade som fordonsbrinsle eller for att gora el
och viirme. Idag anviinds bland annat matavfall
och slam frén vattenreningsverk for biogaspro-
duktion men for att fa fram mer gas i framtiden
ar det viktigt att ocksd kunna anvinda andra
material, som vixtbiomassa och drank.

For att f& biogasprocessen att fungera ar
det viktigt att mikroorganismerna fér all niring
de behéver, siger Anna Schniirer, forskare vid
Institutionen for mikrobiologi. For att maxi-
mera produktionen miste dirfor olika material
blandas p& ritt sitt och ibland méste olika for-
behandlingar utforas for att sikerstilla att mik-
roorganismerna kommer 4t niringen. Vi gor stu-
dier i sméskaliga biogasreaktorer (se bild nedan)
for att utvirdera olika material och behandling-
ar och ocks3 analysera hur mikroorganismerna
mar. Resultaten kan sedan anvindas till att for-
bittra biogasproduktionen i industriell skala.

Biogasreaktorer i labskala. Foto: Anna Schnirer

Rotrest — ett bra godselmedel

I jordbruket anvinds mineralgédsel dir kva-
vet har bundits med hjilp av olja, och fosforn
himtas fran indliga fyndigheter. Nir vi sedan
godslar licker en stor del av viixtniringen fran
vara 3krar eller hamnar i reningsverkets slam.
Detta linjira anvindande av vixtniring ir inte
hallbart.

I MicroDrivE jaimfér vi godslingseffekten
av rotrester frdn biogasprocessen med mine-
ralgodsel och godsel fran grisar och kor. Man
brukar oftast anta att rétresterna och djurgod-
seln dr jaimforbara med avseende pa godslings-
effekter och effekter pd det mikrobiella mar-
kekosystemet. Vi tror inte att det ir s& enkelt
siager, Mikael Pell, forskare vid Institutionen for
mikrobiologi.

I vixtodlingskammare har vi sett att biogas-
rotrester ger jimférbara eller till och med hogre
skordar av vete dn d3 mineralgédsel anvinds,
men att det kan variera mycket mellan olika
rotrester (se bild till héger). Svinflytgodsel ger
en hogre skord. Vi ser att rotrester stimulerar
markbakteriernas aktivitet. Mineralgédsel leder
till ligre och svinflytgodsel till hogre mikro-
biell aktivitet jimfért med de rotrester vi har
testat. Nir det giller produktion av lustgas, en
potent vixthusgas, s3 tycks det vara sd att bade
marktyp och rétrestens kvalitet pdverkar emis-
sionen.



Systemanalys — produktion av biodrivmedel

For att framtidens samhille ska bli miljovin-
ligt och hallbart krivs att vi 6vergar till att an-
vinda fornyelsebara material och energikillor
och sluter kretsloppen si att niringsimnen
aterfors till marken.

Hela produktionssystem inbegripet transpor-
ter, energieffektivitet och &tervinning under-
soks dirfor med si kallad systemanalys dir
ekonomi, miljopdverkan och produktutbyte
riknas ut beroende pi tillverkningsprocess,
rdvaror och samverkan med infrastruktur och
samhille.

Inom MicroDrivE sammanfor vi dirfor re-
sultaten fran var forskning och underséker vil-
ka kombinationer av biobrinsleprocesser som
ir optimala och hur de ska integreras med till
exempel kraftvirmeverk och jord och skogs-
bruk, siger forskare Stefan Trobro och profes-
sor Per-Anders Hansson vid Institutionen for
energi och teknik. Vi anvinder experimentella
data for att rikna ut mass- och energibalan-
ser och resultaten visar till exempel att etan-
oljasning f6ljt av biogasrétning av havrehalm
kan ge ett hégt biobrinsleutbyte och en snabb
och effektiv process. Systemanalys kriver stora
mingder data och dirfér bygger vi upp data-
baser som underlittar processutveckling och
planeringen av framtida experiment.

Odlingsforsdk med vete. Fran vanster: ingen godsel, mineral-
gddsel (NP), rétrest och svinflytgddsel. Foto: Mikael Pell

Laboration kring biobranslen:
Enzymaktivitet hos svamp

Gir det att gora forsdk i skolan som efterliknar
det som forskarna gor? I det foljande beskrivs
ett modellférsok med svampen Trichoderma
reesei. Enzym fran denna svamp studeras inom
projektet MicroDrivE med avsikt att forbittra
egenskaperna och dirmed bidra till en effekti-
vare biobrinsleproduktion.

Enzymerna som studeras i forscken nedan
hor till gruppen cellulaser. De produceras hu-
vudsakligen av svampar, bakterier och proto-
zoer. Enzymerna bryter ned cellulosa till 16sliga
sockerarter som i sin tur kan anvindas vid ex-
empelvis produktion av etanol och biogas (se
sid 11 i artikeln om biodrivmedel). Till cellu-
laserna hor cellobias, som bryter ner cellobios
(disackarid) till glukos (monosackarid).

Trichoderma reesei
— en vaxtnedbrytande svamp i naturen

Trichoderma reesei ir en vanligt forekommande
filamentbildande svamp som man ofta kan hitta

dir doda vixter bryts ned i naturen. Svam-
pen producerar tre typer av cellulaser:
1. Endocellulaser hydrolyserar de in-
terna bindningarna i cellulosa.

2. Exocellulaser hydrolyserar fran
inden av cellulosamolekyler och

bildar  disackariden cellobios
(CIZHZZOH).

3. Cellobiaser bryter ner cellobios
till glukos.

Studenter som liser "Methods in
protein chemistry” pd SLU, gor under
kursen en laboration for att testa enzy-
maktiviteten hos svampen Trichoderma reesei.
P4 Bioresurs héller vi som bist p4 att odla upp
Tricoderma reesei, som vi fitt frin MicroDrivE,
for att anpassa laborationen for skolbruk. Tanken
ar att vi ska kunna forse lirare, som ir intresse-
rade av att gora laborationen, med svampspo-
rer frdn Tricoderma reesei. Vi dterkommer se-
nare med mer information om laborationen.
Laborationen beskrivs endast éversiktligt nedan.

BioFuel Enzyme Kit

Under Bioresursdagarna hosten 2010 fick kurs-
deltagarna méijlighet att anvinda samma test-
metod for att detektera cellobiasaktivitet, som
forskarna anvinder i MicroDrivE-projektet. Vi
anvinde ett firdigt kit frin foretaget BioRad,
BioFuel Enzyme Kit, som ir avsett for skolan (se
www.biorad.com). Kittet innehéller modellf6r-
sok for att préva ut optimala férhallanden for
cellobias och enzymaktiviteten prévades under

Trichoderma reesei
odlad pa maltagar-
platta.
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Hela vetekorn mals i
mortel fér att blandas |
odlingsmediet.

olika forhallanden; exempelvis varierades pH,
temperatur, enzym- och substratkoncentration.
Kittet kopplas till biobrinsleproduktion.

Som en del i férsoken testades dven om olika
svampar, som man kan kdpa i livsmedelsaffirer,
har cellobiasaktivitet och vi kunde konstatera
att matsvampar, som exempelvis champinjon,
portabello och shiitake hade enzymaktivitet.

BioFuel Enzyme Kit kan dven anvindas fér
att detektera enzymaktivitet vid forsék med
svampen Trichoderma reesei enligt nedan efter-
som denna svamp tillsammans med andra en-
zymer iven bildar cellobiaser.

Testa enzymaktivitet hos svampen T reesei

Odlingsmedium

Det forsta steget ir att bereda ett od-
lingsmedium av vatten, malda vete-
korn (inkops i mataffir), kaliumdivi-
tefostfat och ammoniumsulfat.

Starta forkultur med T. reesei

Till odlingsmediet tillsitts mjolkpulver.
Om svampen odlas med laktos som
kolkalla sker inget uttryck av cellulaser.
Efter det att mediet autoklaverats och
svalnat tillsitts sporsuspension inne-
héllande T. reesei. Svampen fir sedan
vixa till i mediet.

Starta cellulasuttrycks-kulturerna

I tvd E-kolvar med odlingsmedium enligt ovan
tillsitts papper (t.ex. hushallspapper) respektive
jeanstyg, som fungerar som kolkillor. (Se bild
ovan till hdger) Kolvarna virms direfter upp.
Efter avsvalning stills pH till 4,5. Direfter auto-
klaverar man for att avdoda mjolksyrabakterier.

Inokulering med T. reesei

En liten mingd av T. reesei-forkultur sitts till
E-kolvarna, som innehéller hushéllspapper re-
pektive jeanstyg. Ett nollprov tas ut. E-kolvarna
forseglas med alumniumfolie och far std pa skak-
platta i rumstemperatur i cirka tva veckor.

| E-kolvarna finns odlingsmedium, svampkultur och jeans-
tyg respektive hushallspapper.

Provtagning

Varje dag tas prover ut frdn de bdda odling-
arna. Proverna centrifugeras och supernatanten
tas till vara. Redan efter nigra dagar bér man
kunna se hur nedbrytningen av hushéllspapper
respektive jeanstyg har paborjats.

Proverna fryses in och enzymaktiviteten
testas med hjilp av BioFuel Enzyme Kit nir
forsoket avslutats.

Med kittet testar man cellobias forméga att
bryta ner sockerarten p-nitrophenyl glukopyra-
nosid till glukos och p-nitrophenol. P-nitrophenyl
glukopyranosid anvinds hir som substrat i stil-
let f6r det naturliga substratet, cellobios, efter-
som p-nitrophenol ger gul firg i basisk 16sning.
Den gula firgen kan antingen detekteras visuellt
eller med spektrofotometer. P& detta sitt kan
man indirekt faststilla mingden enzym som har
uttryckts i svampkulturen.

For mer information om, MicroDrivE,

kontakta: Mats Sandgren, Institutionen for
molekyldrbiologi, SLU. Tel: 018-4714592,
E-post: mats.sandgren@slu.se, Micro-
DrivE: http://microdrive. phosdev.se/”

SLU

MicroDrivE
Microbially Derived Energy

Koppling till styrdokumenten

Artikeln och laborationen om biobrinslen
anknyter pd olika sitt till styrdokumen-
ten fér gymnasium och grundskola. Det
centrala innehéllet i Biologi 1 innehéller
bland annat "Energifléden och kretslopp
av materia samt ekosystemtjinster”, samt
"ekologiskt hallbar utveckling”. I grund-
skolans kursplan fér biologi ingdr "Méin-
niskans pdverkan pd naturen lokalt och
globalt. Mojligheter att som konsument
och samhillsmedborgare bidra till en hall-
bar utveckling”. Se www.skolverket.se
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