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Fra halm
t1l alkohol

Moderne motorer kan i vid udstraekning kare pa alkohol, der er produceret ud fra biologisk materiale.

Den stigende efterspgrgsel pa biobraendstof gar halm interessant som kilde til alkoholproduktion.

Men det kreever, at man kan finde bedre enzymer, der kan nedbryde halmen.

Af Lisa Rosgaard, Sven Pedersen
og Anne Meyer

M Kan Ferrarier og Skodaer
kere pa halm? Ja ! For halm kan
nedbrydes til glukose, der kan
forgeres til alkohol (ethanol),
som kan fungere som motor-
braendstof i biler. Alle biler pro-
duceret fra 1972 har motorer,
der kan kere med op til 10 %
ethanol i benzinen. I nyere
motorer kan helt op til 85 % af
benzinen erstattes med ethanol.
Derfor er der en stigende inte-
resse for at finde billige kilder
til produktion af ethanol — og
en af disse kilder er netop halm.
Hyvis halm skal blive en vigtig
ressource for fremtidens brend-
stofhungrende biler, m& man
udvikle en proces, der effektivt
omdanner halm til ethanol. Et
vigtigt element i en sidan pro-
ces er selve nedbrydningen af
cellulosen i halm til glukose.
Nedbrydningen kan finde sted
med enzymer, men de eksiste-
rende enzymer er ikke effektive
nok. For at processen kan betale
sig, krever det, at man finder
nye enzymer, der kan katalysere
hurtig spaltning af cellulosen til
glukose. Vi arbejder i ojeblikket
pd netop dette i et projektsam-
arbejde med flere internationale
partnere.
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Figur 1. Nedbrydningsprodukter fra forskellige biomasser, der kan omdannes til ethanol.

Stort behov for
biobraendstof

Ethanol lavet ud fra et biolo-
gisk udgangsmateriale betegnes
“bioethanol”. Udgangsmateria-
let er typisk afgreder, der er rige
pd stivelse og sukker samt halm
og tre. I for eksempel Brasilien
er sukrose fra sukkerror, dvs.
almindeligt strosukker, udgangs-
punkt for produktion af etha-
nol, der bl.a. bruges som brend-
stoftilsztning. I USA og i flere
lande i Europa laves der ogsa
bioethanol til breendstoftilset-
ning. Det sker ud fra hhv. majs-
stivelse og hvedestivelse, som
ved hjelp af enzymer nedbrydes

til maltose og glukose, der igen
omdannes til ethanol af almin-
deligt bageger (figur 1).
Brasilien og USA leverer over
90 % af det bioethanol, der pro-
duceres i verden, og der arbej-
des hele tiden pa at oge pro-
duktionen. I de sidste par ar er
der pé verdensplan produceret
ca. 30 millioner liter bioetha-
nol om &ret ud fra stivelse og
sukrose. Denne mengde udger
kun lige under 3% af verdens
samlede behov for motorbrand-
stof. Hvis man fuldt ud skulle
erstatte breendstofbehovet med
bioethanol ville det kraeve s
store mangder stivelse, at der vil

blive mangel pa majs og korn til
dyrefoder og fodevarer. En del af
behovet for bioethanol kunne i
stedet deekkes via produktion fra
cellulose udfra billige udgangs-
materialer med hejt indhold af
cellulose, eksempelvis treeflis og/
eller halm (figur 1 og 2). Cel-
lulose er ligesom stivelse opbyg-
get af lange kaeder af glukose
(figur 1). Men glukosen er bun-
det sammen pd forskellig mide

i stivelse og cellulose. Forskellen
betyder, at de kemiske bindinger,
der binder de enkelte glukose-
molekyler sammen i cellulose, er
sveerere at nedbryde end bindin-
gerne i stivelse, og dermed ogsd
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Ethanol fra lignocellulose
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Figur 2. Procesdesign ved separat og simultan engymatisk hydrolyse og fermentering.

Enzymatisk nedbrydning cellulose (boks 1)
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Den mest anvendte enzympro-
ducerende skimmelsvamp til
nedbrydning af cellulose er
Trichoderma reesei. Kom-
mercielle produkter af enzym-
koncentrat fra Trichoderma
anvendes i vid udstreekning til
nedbrydning af forskellige cel-
luloseholdige restprodukter i
forbindelse med produktion af

sveerere at spalte med enzymer.
Ydermere sidder cellulose i halm
og tre sammen med lignin (se
boks). Lignin er en komplekst
sammensat substans, der funge-
rer som en slags molekyler lim,
som gor halm og tre ekstra hardt
og robust ude i naturen. Lignin
kan kun vanskeligt nedbrydes,
og lignins tilstedeveerelse gor
enzymernes arbejde med spalt-
ning af cellulose i halm og tre
ekstra vanskelig.

EGI

ST

bioethanol. For at fa nedbrudt ren
cellulose til glukose kreeves som
minimum 3 enzymaktiviteter:

1) cellobiohydrolase (CBH),
der katalyserer fraspaltning af to
glukoseenheder (cellobiose) ad
gangen fra enderne af cellulose-
keeden

2) endoglucanase (EG), der
katalyserer spaltning midt i

Nedbrydning af halm

med enzymer

Cellulose kan nedbrydes til glu-
kose af en gruppe enzymer kal-
det cellulaser (se boks). Faktisk
nedbryder enzymerne ikke selv
cellulose, men fungerer som
katalysatorer, dvs. de speeder
processen op. Uden enzymer er
nedbrydningen af cellulose til
glukose uendelig langsom. Det
kraver flere forskellige enzy-
mer at nedbryde cellulose, fordi

keeden og som frigiver laen-
gere keaeder af glukose

3) b-glucosidase (BG)
nedbryder cellobiose til
glukose.

Trichoderma er specielt
god til at producere store
meaengder af disse tre
enzymaktiviteter.

de enkelte enzymer katalyserer
spaltningen pé forskellig made
og i forskellige omrader af cel-
lulosen. Skimmelsvampen 77i-
choderma reesei udskiller nogle
af de mest anvendte og mest
undersagte cellulose-spaltende
enzymer. Oprindeligt blev den
stamme af Trichoderma, der
benyttes til industriel produk-
tion af disse enzymer og som til
stadighed bruges til at katalysere
cellulose-nedbrydning, isoleret

pa Salomon eerne i den sydlige
del af Stillehavet, under 2. ver-
denskrig af E. T. Reese (heraf
efternavnet reesei). 1. reesei blev
opdaget under en efterforskning
af arsagen til den amerikanske
hers store problemer med mug-
angreb og forridnelse af deres
telte, faldskeerme med mere, der
alle var lavet af bomuld (en ren
form af cellulose).

I dag er udviklingen af pro-
cesser til nedbrydning af halm
til brug for produktion af bio-
ethanol pd et stadie, hvor der
skal tilsettes relativt store meng-
der enzymer for at opnd den
onskede nedbrydning. Det hoje
enzymbehov fir prisen pd den
endelige bioethanol til at blive
hgjere end prisen pa benzin.
Prisen er ogsd hejere end for
bioethanol baseret pa stivelse og
sukkerholdige afgreder. Det er
derfor klart, at en vigtig forud-
setning for at komme videre i
udviklingen af nye processer til
bioethanolproduktion er at iden-
tificere bedre enzymer til effektiv
nedbrydning af cellulose.

Bedre enzymblanding
sgges!

Vi arbejder derfor pd at finde
en enzymblanding, der mere
effektive kan nedbryde cellu-
losen fra halm — eller rettere
sagt, fra forbehandlet halm.
Forbehandling af halmen spil-
ler en vigtig rolle, fordi halmen
indeholder komponenter, her-
under lignin, der ikke umid-
delbart kan laves til ethanol

(se boks). Med udgangspunkt

i et kommercielt enzympre-
parat med enzymer fra 77i-
choderma, undersoger vi om
andre skimmelsvampe produ-
cerer enzymer, der kan forbedre
virkningen af enzymerne fra
Trichoderma. Dette gores ved
at tilsette enzymer ekstraheret
fra andre skimmelsvampe til
det kommercielle Trichoderma-
enzympraeparat og méle, hvor
meget cellulose der nedbrydes i
forhold til det der kom ud af at
bruge det oprindelige enzym-
preparat. Vores mél er at iden-
tificere nye enzymaktiviteter,
som er mere effektive og mere
stabile, og derfor resulterer i en
hurtigere og/eller hojere ned-
brydningsgrad af cellulose.



Afprgvning af nye enzymer
En méide at gore “biomasse-til-
ethanol” processen effektiv er
sdledes at gore enzymerne mere
effektive. Dels kan sammensar-
ningen af enzymblandingen for-
bedres, si de forskellige enzymer
er til stede i et optimalt forhold,
og dels kan de enkelte enzy-
mers effektivitet og robusthed,
specielt deres stabilitet under
hoje temperaturer, forbedres.
Forholdet imellem de forskel-
lige enzymer ma formodes at
vare optimalt for Trichoderma i
naturen til nedbrydning af cel-
lulose i dodt plantemateriale.
Men i forbindelse med produk-
tion af bioethanol, er det forbe-
handlet cellulose, man ensker
nedbrudt ved hgjere tempera-
tur og meget hurtigere end det
vil foregd i naturen. Nér nye
enzymer ekstraheret fra andre
skimmelsvampe end Z7icho-
derma skal testes, ma det ske ved
betingelser, hvor det vil vere
muligt at se en effeke af de nye
enzymer. Derfor tilszttes enzy-
merne i tilpas lav mangde, si
der levnes plads til forbedring af
cellulosenedbrydningen. Det er
ogsa vigtigt at overveje, hvilke
reaktionsbetingelser testen skal
forega ved, da andre typer skim-
melsvampe kan virke bedre ved
andre betingelser end Zricho-
derma-enzymerne. Vha. forskel-
lige statistiske forspgsdesign kan
man afprove forskellige reakti-
onsbetingelser og udfra resulta-
terne bestemme, hvilke betin-
gelser der er optimale, og hvilke,
der afhenger af hinanden.

En eller to processer

Som hovedregel vil enzymers
reaktionshastighed oges og ofte
fordobles for hver gang tempe-
raturen oges med 10 °C. Dog
kun indtil en vis grense, hvor
enzymet odelegges pd grund af
for hoj varme. Den ggede reak-
tionshastighed ved hgje tempe-
raturer betyder, at de processer,
som enzymerne speeder op, bli-
ver ekstra hurtige. P4 grund af
den pgede reaktionshastighed
af enzymer ved heje temperatu-
rer, tilstreber man selvfolgelig,
at nedbrydningen af cellulose
foregér ved sa hoje tempera-
turer som muligt. Det er der-
for mest interessant at afprove

Cellulose og lignin

CELLULOSE
MIKROFIBRIL

Halm og tree indeholder udover
cellulose ogsa hemicellulose
og lignin, der er bundet til cel-
lulose i et komplekst molekyleert
netveerk. Dette netveerk kaldes
samlet “lignocellulose”. Hemi-
cellulose betegner en vifte af
forskellige fibre, som analyseres
kemisk som kulhydratfibre.
Hemicellulose bestar lige-
som cellulose og stivelse af
monosakkarider, som er en fael-
lesbetegnelse for kulhydraters
enkelte byggesten. For eksempel
er det dominerende monosak-
karid i bade cellulose og stivelse
glukose (se Figur 1). Glukose
indgar ogsa i mange hemicellulo-
sestrukturer, men hemicellulose
indeholder ogsa andre monosak-
karider, bl.a. xylose og arabinose,
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CELLEVEG

som ikke umiddelbart omdannes
af geer til ethanol. Sammenlignet
med cellulose, der udelukkende
bestar af glukosemolekyler for-
bundet med samme bindingstype,
bestar hemicellulose af flere
forskellige monosakkarider, der
desuden er bundet til hinanden
pa forskellig vis.

Hvis hemicellulose skal fiernes
fra cellulose kreeves der derfor
mange forskellige enzymer i for-
hold til de tre, der er ngdvendige
for nedbrydning af selve cel-
lulosen. Lignin er et komplekst
netveerk, der er vanskeligt at
nedbryde og som ikke kan

CELLULOSE FIBRILLER

Tegning: EbbeSlot Andersen

NETVERK AF
HEMICELLULOSE
06 LIGNIN

omdannes til ethanol af geer. For
at kunne nedbryde halm og tree
vha. enzymer er det derfor ngd-
vendigt med en forbehandling for
at bryde dele af ligninnetveerket
op, sa enzymerne kan fa adgang
til cellulosen.

En typisk forbehandling
involverer syrebehandling med
svovlsyre og opvarmning af ligno-
cellulose-massen til 180-200 °C
i 10-15 minutter. Denne behand-
ling bevirker, at ligninnetveerket
delvist brydes op, men dog at lig-
nin forbliver bundet til cellulose,
mens en stor del af hemicellulo-
sen fiernes fra cellulosen.

enzymer fra sikaldte “termofile
skimmelsvampe”, dvs. skim-
mel-svampe, der kan tile tem-
peraturer helt op til 50-65 °C,
og som derfor hojest sandsyn-
ligt ogsd producerer enzymer,
der kan virke ved disse hoje

temperaturer. Desuden skal
skimmel-svampene helst vere
isoleret fra steder, hvor det har
veret nedvendigt eller fordel-
agtigt for skimmelsvampen

at kunne nedbryde cellulose,
ligesom 7 reesei oprindelig

blev isoleret fra bomuldstelte.
Derfor tester vi enzymer fra
mange forskellige slags skim-
melsvampe.

Som navnt foregdr produk-
tionen af bioethanol ud fra
cellulose i to trin, hvor cellu-
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Halm kan blive et af fremtidens ramaterialer til bioethanol.

Energipolitik

og bioethanol

Udviklingen af bioethanol foregar i hele verden og drives bade af
myndigheder, universiteter og via store forskningsprogrammer i
industrien. Inden for EU satses der meget pa udvikling af forskellige
biobreendstoffer, herunder bioethanol, som en metode til at reducere
CO, (kuldioxid) niveauet. | gjeblikket vurderer man i EU, at udstgd-
ningsgasserne, der kommer i forbindelse med bilkgrsel pa benzin og
diesel tegner sig for 84% af transportsektorens udledning af CO,,. P&

grund af dette problem er det Europakommissionens erkleerede mal at
have erstattet 20% af det konventionelle motorbraendstof til biler, dvs.
benzin og diesel, med alternative breendstoffer, bl.a. bioethanol, i ar
2020. Faktisk har man siden 1998 gnsket at gge markedsandelen for
biobraendstoffer med en takt pa 2% om aret.

Danmark ligger med fremme i front i forbindelse med forskningen
i alternative biobreendstoffer og nye bioethanolprocesser, samt inden
for udviklingen af nye cellulosenedbrydende enzymer. Forskningen sker
bl.a. ved ELSAM, Novozymes, Risg Forskningscenter, og pa Danmarks

Tekniske Universitet. | forhold til Sverige er vi dog bagefter med rent

praktisk at fremme mulighederne for at tanke bioethanol pa bilen, for
slet ikke at tale om decideret at markedsfgre bioethanoldrevne biler,

som man dog har gjort i Sverige — med succes — i de sidste par ar.

losen forst nedbrydes til glu-
kose (denne proces kaldes ogsd
hydrolyse), hvorefter gluko-
sen forgares til ethanol. Det er
muligt at kere begge disse trin i
én produktionsgang ved at til-
sette enzymer og ger samtidig
til cellulosen (simultan proces,
figur 2) . Herved opndr man, at

geren forbruger glukosen lige
s snart enzymerne har frigi-
vet den fra cellulosen. Dette er
en fordel, da enzymernes akti-
vitet hemmes af den glukose,
de frigiver. Men der er ogsd en
bagside af medaljen: De fleste
tlgengelige gertyper arbejder
ikke sarlig effektivt ved tem-

Foto: Carl Dwyer.

peraturer hejere end 32 °C, og
man ma derfor g& pa kompro-
mis med temperaturen og der-
med med enzymernes aktivitet,
hvis man lader de to processer
forlgbe samtidig. I stedet kan
man forst udfere den enzyma-
tiske nedbrydning ved hej tem-
peratur for at give enzymerne
optimale reaktionsbetingelser,
og dernst senke temperaturen,
s4 geeren fir optimale betingel-
ser til selve omdannelsen af glu-
kose til ethanol (separat proces,
se figur 2).

Hvilken procestype, der er
mest effektiv, athanger i sidste
ende af, om det er mest favora-
belt at:

1) forhindre enzymerne i at
blive hemmet af deres produkt,
glukosen, og lade processen for-
lobe over lengere tid eller

2) at dele processen op i to
(dvs. hydrolyse efterfulgt af for-
gering) og dermed opna hgje
koncentrationer af glukose ved
kortere reaktionstid.

Nér man leder efter nye typer
af enzymer md man derfor over-
veje, hvilken type proces enzy-
merne skal bruges til, idet det
vil veere ligegyldigt at jagte enzy-
mer, der kan fungere ved hoj
temperatur, hvis processen skal
forlgbe ved ca. 32 °C pa grund
af geeren.

Stadig rum for
forbedringer!

Nér man tager i betragtning, at
den mest kendte og benyttede
skimmelsvamp til produktion
af cellulosenedbrydende enzy-
mer blev isoleret for nesten 60
4r siden fra bomuldsstof i et
varmt klima, er det nerliggende
at forestille sig, at det vil vere
muligt at isolere nye mere effek-
tive skimmelsvampe i naturen.
Ved Novozymes har vi under-
sogt mange forskellige typer
skimmelsvampe af forskellig
oprindelse i jagten pa bedre

og mere effektiver enzymer til
at nedbryde cellulose. Denne
jagt har allerede resulteret i en
kraftig reduktion i omkostnin-
gerne til enzymkatalyseret ned-
brydning af cellulose. Processen
og designet heraf kan dog sta-
dig gores mere effektiv, og det
arbejder vi derfor ufortredent
videre pd! |

Om forfatterne

it Sk

Lisa Rosgaard er cand. agro,
ph.d. studerende pé BioCen-
trum-DTU pa et projekt
[finansieret af Novozymes A/S
og EU.

E-mail: LRSG@novozymes.com

Sven Pedersen er ﬂfde[ings/eden
ph.d., Starch, Novozymes A/S,
2880 Bagsvard.

Anne Meyer er lektor,
BioCentrum-DTU, DTU
2800 Kgs. Lyngby.

E-mail: am@biocentrum.dtu.dk

Videre lesning;
Bioenergi er blever moderne,
RisoNyt, 4, december 2003.

Produktion af lignocellulose
nedbrydende enzymer i skim-
melsvampe. Jorgensen, H.,
Olsson, L. Dansk kemi. Arg.
83, nr. 11 (2002).

Bioalchohol Fuel Foundation
(BAFF). Newsletter No. 1.
Maj 2004,

Bioenergi i brandpunkter
Momentum, 3, 2004.

EU direktiv 2003/30/EC,

8. maj 2003, Om: Fremme
af brugen af biobrandstof-
fer i transportsektoren” [sprog:
mgels/e]; /Jﬂp://mmpﬂ. eu.int/
eurlex/en/liflreglen_register_

07 _html
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Figur 3. Modellering af nedbrydning af cellulose med enzymkoncentrar
[fra Trichoderma som funktion af pH og temperatur. Eksempler viser
nedbrydningen af forbehandler byghalm vha. Trichoderma enzym-pro-
duktet Celluclast®. Figuren er resultatet af en test af sammenhangen
imellem temperatur og pH, og hvordan nedbrydningen af cellulose
pavirkes ndr pH ogleller temperatur andyes. Pi toppen af modellens
Sflade findes den optimale kombination af pH og temperatur (pH 4,8;
50 °C). Vha. modellen kan man fi et bud pd, hvad nedbrydningsgra-
den af cellulose vil vare til enhver kombination af temperatur og pH.

1 undersogelser af enzymekstrakter fra andre typer svampe end Tricho-
derma vil modellens overflade andres, afhangigt af hvorvidt enzymeks-
trakzet fungerer bedre ved andre betingelser — f.eks. hojere temperarur
eller lavere pH.
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