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Forord

Denne ovelsesvejledning er udformet primaert pa baggrund af vejledninger til biologisktekniske forseg,
som er forfattet af Jorgen Braad Jorgensen og tilgengelige via EMU. En meget stor tak lyder herfra til
Jorgen Braad Jorgensen — Tornbjerg Gymnasium. Ligeledes var gennemarbejdning og optimering af
denne ovelsesvejledning ikke sket uden den hjxlp som Birgit Justesen — Nerum Gymnasium samt
Ph.D. Hans Sejr Olsen — Novozymes A/S har bidraget med. Mange tak.

Christoffer Norn Simon Guldberg Poulsen
Ekstern vejleder pa Stud. MScEng at DTU Biosys
Lyngby Tekniske Gymnasium Biotech Academy

Introduktion

Formalet med denne ovelse er at fremstille bioethanol ud fra halm eller andre celluloseholdige
substrater som papir. Som beskrevet i det tilknyttede projekt pa biotechacademy.dk, er
nedbrydningen af lignocellulose til monosaccharider en vanskelig og energisk kravende proces. Der
kraeves en grov forbehandling af halmen, for enzymer kan udfere det finere arbejde med at nedbryde
polymerer af glukose og andre monosaccharider. Disse ting vil du selv fa lejlighed til at prove af.

I ovelsen far du siledes mulighed for selv at simulere hele processen fra halm til bioethanol. Et substrat
klippes eller blendes i smastykker og koges 1 syre. Hernast tilszettes de rette industrielle enzymer til
suppen, og den, over tid, frigivne glukose males. Nar substratet er nedbrudt, er det tid til at fermentere
glukosen til ethanol — hertil vil garen Saccharomyces cerevisiae anvendes. Under den anaerobe vakst
omdanner garen langsomt glukose til ethanol, CO, og energi til egen vakst. Du vil kunne folge
dannelsen af bioethanol via gaschromatografi. Endelig destilleres den dannede ethanol fra og derefter
kan du finde udbyttet i forhold til det teoretisk mulige.

Safremt det af skonomiske, tidsmassige eller andre arsager ikke er muligt at gennemfore hele forseget
fra start til slut, kan de enkelte delmomenter snildt tilpasses til at std alene. Alt efter mulighederne, kan
man velge til og fra blandt de beskrevne muligheder for malinger og ogsi kere ovelsen i flere
forskellige svarhedsgrader.

Hvis du har spergsmal af enhver art til ovelsen, er du meget velkommen til at kontakte forfatterne via

vores site. Sa vil vi forsege at hjalpe bedst muligt, hurtigst muligt.

Rigtig god forneijelse!
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Vi provede det!
Pa biotechacademy.dk findes, under punktet Lererindgang, en side kaldet 7 provede det!. Her samler
vi alle de kommentarer, som brugere af vore Biotech Academy projekter indsamler, bade i forhold til
de teoretiske og praktiske materialer. Tag derfor meget gerne et par digitale billeder under jeres
arbejdsproces med ovelsen og send dem, sammen med jeres samlede erfaringer med projektet, til os pa
biotech@bio.dtu.dk. Herved vil jetes tis, ros og rid komme andre til gode landet over og I hjxlper
samtidig os i vore fortsatte bestrabelser pa at udvikle og opdatere spendende, udfordrende og aktuelle
undervisningsprojekter!

Formalia

I det folgende gives en liste over apparatur, kemikalier, substrater og enzymer som bruges i ovelsen.
Desuden gennemgas de nedvendige sikkerhedshensyn. Bemzrk, at hvis nogle ting ikke er tilgengelige
for jer, kan man i nogle passager godt nejes med egne kreative metoder. Erfaringsmaessigt er
forbehandlingen af halmen dog meget vigtig, hvortil en autoklave er nedvendig. Haves en sadan ikke,
kan man forsege at bruge papir i stedet for halm og sa koge i svag syre i en ildfast beholder (et
bzgerglas er at foretraekke for at undga oplesning af eventuel metalbeholder) (jf. punktet 1 pé side 5).

>> Apparatur

— Laboratoriekitler. Desuden mindst ét szt beskyttelsesbriller og -handsker.
— Autoklave + solvpapir og autoklavetape. Eller gasflamme og ildfast beholder, fx en gryde.

— Termostateret vandbad (30-60°C) med omrystning, alternativt omroring vha. magnetomrorer. Ellers
kan et varmeskab bruges.

— Glukometer. Kobes relativt billigt pa apoteket med tilherende malesticks.
— Vagt. Gerne en nojagtig analysevagt.

— Ionbytter. Demineraliseret vand vil vaere en fordel at have til radighed.

— Indikatorpapir eller pH-meter.

— Koniske kolber eller bluecap flasker 500 mL, gerne én af hver pr. forseg man vil lave. Skruelag eller
propper til disse, meget gerne med plastik garingsror. Bluecap falsker er gode at bruge under
forbehandlingen (punkt 1 og 2 nedenfor), mens fermenteringen (punkt 3) fungerer bedst i tztte kolber
med gzringsror.

— Engangspipetter. Autoklaveres gerne inden brug.

— Malekolber eller maleglas pa mindst 1 L.

— Eppendorfror eller sma plastik reagensglas med skruelag.

— Blender, sakse, morter med pistil alt efter valg af substrater. Se punkt 1 nedenfor.
— Fintnettet si eller Biichnertragt til skylning af forbehandlet substrat.

— Opstilling til destillation (jf. afsnit 4.3-5 s 6). Et pygnometer eller analysevagt er nodvendigt, samt et
antiskum-middel (Sigma A8311). Antiskum-midlet er gratis tilgaengeligt pr. post fra Bioteket ved DTU
Biosys. Bestil det ved at sende en mail til bioteket@bio.dtu.dk.

EKSTRA, er ikke nodvendigt udstyr (jf. punkt 4)
— Gaschromatograf (GC) til méling af ethanolkoncentrationen under fermenteringen.
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[J Ved brug af GC skal fermenteringsproverne filtreres og mikrofiltre samt sprojter er derfor
nodvendige. Hver prove suges op fra Eppendorfroret (se punkt 3 nedenfor) og filtreres ned i et
nyt ror. Hernast injiceres fa pL til GC kolonnen, hvori en inert bazregas driver stofferne i
proven frem. En kemikyndig skal vare tilknyttet for at gennemfore disse malinger og hjalpe til
ved analysen af de resulterende chromatogrammer mod en intern standard. For teorien bag GC
henvises til de geengse undervisningsbeger i kemi 1 gymnasiet.

>> Substrater, gar og kemikalier

— Fermenteringsorganisme: Et par pakker almindelig frisk pressegaer eller tilsvarende torgzr
(bagegzr, Saccharomyces cerevisiae). Podning og fermentering sker ved 30°C og der bruges 10 g pr. flaske.

— Substrater: For at gore ovelsen mest muligt realistisk, er det bedst at bruge halm som substrat.
Mange andre celluloseholdige biomasser, fx bomuld, hvidt toiletpapir, filterpapir eller skrivepapir, kan
dog ogsi proves af. Disse vil vare lettere at hydrolysere end halm, hvorfor de kan vaere en mulighed
hvis man ikke er i besiddelse af en autoklave. Der skal bruges 15 g substrat pr. flaske.

— Koncentreret svovlsyre, 98% H,SO, (R35 S1/2 S26 S30 S45). OBS: Alvorlig ®tsningsfare! Syre
heldes i vand, aldrig omvendt! Svovlsyren hiandteres alene af lereren. Brug beskyttelsesbriller og
handsker. Mindre koncentrerede oplesninger kan anvendes, idet der si blot beregnes rumfanget heraf,
for at give en 1 vol.% H,SO, oplesning i 150 mL (jf. punkt 1 nedenfor).

— Citronsyre, CsHgO, (R36/38 S24/25). En biologisk kompatibel 0,1 M citrat puffer laves heraf ved at
oplose 20 g citronsyre pr. 1 L. demineraliseret vand i malekolbe eller -glas og tage denne oplesning op til
pH = 5 med tilsetning af 2 M NaOH. Bemark at der skal bruges 500 mL puffer pr. flaske.

—2M NaOH (R35 S1/2 S26 S37/39 §45) og 2M HCI (R34 R37 S26 S36 S45) til justering af pH. Andre
koncentrationer af syren og basen kan anvendes.

— Gaerekstrakt. Det forbedrer fermenteringen, men er nok ikke strengt nedvendigt.

>> Enzymer

Via Erhvervsakademi Roskilde bestilles folgende to hydrolaser produceret af Novozymes A/S.
(http://www.srts.dk/ da-DK/Akademiuddannelser/For%20gymnasier%200g%20skoler)
Safremt der ikke er mulighed for indkeb af begge enzymer, anbefales det at Celluclast anvendes alene.

Substrat Enzym Temperatur, °C pH
. . IN. Novozym 188 50-65 4,5-5,5
Cellulosehold T
CRUIOSEROIIZE o Celluclast 1,5 1 FG 40-60 46

Novozym 188 er en 3-glucosidase — Skaerer 3-1,4 bindinger i cellobiose og andre oligosaccharider under
frigivelse af glukose. Celluclast 1,5 L FG er et cellulasekompleks — Dette kompleks af enzymenheder
katalyserer nedbrydning af cellulose til glucose og cellobiose samt lengere oligosaccharider. Du kan
lese om disse enzym-typer 1 afsnittet Nedbrydning af lignocellulose pa projekts side pa
biotechacademy.dk.
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>> Sikkerhedskrav

Generelt almindelige laboratorieregler (Agesen et al., 1991).

De anvendte enzymer er begge mere eller mindre potente allergener. Derfor handteres disse fornuftigt,
hvilket vil sige at berering med enzymoplesningerne og indanding af aerosoler herfra undgis. Dette
gores 1 praksis ved at anvende handsker under hindteringen og undga unedvendig rystning af
oplesningerne nar disse er dbne. Hvis arbejdspladser med udsug haves skal disse anvendes. Luk alle
flasker for rystning og fjern spild med fugtig engangsklud (Olsen, 2000).

Observér folgende Risiko/Sikkerhedssatninger for de anvendte kemikalier.

Ved brug af koncentreret svovlsyre er den det farligste kemikalie: Handteres alene af lereren (Husk:
Syre hzldes i vand, ikke omvendt.). Brug beskyttelsesbriller og syrefaste handsker!

De andre kemikalier: Undga beroring eller indanding heraf. Brug kittel og gerne beskyttelsesbriller og
handsker.

Generelt gzlder det at man ved spild pa hud eller toj skyller med rigelige mangder vand.

R34 Atsningsfare
R35 Alvorlig @tsningsfare!
R36/38  Irriterer ojnene og huden

S24/25 Undgi kontakt med huden og ojnene

S26 Kommer stoffet i ojnene, skylles straks grundigt med vand og lege kontaktes.

S30 Hzld aldrig vand pa eller i produktet.

S36 Brug sarligt arbejdstej (dvs. kittel, briller og handsker)

837/39  Brug egnede beskyttelseshandsker og -briller/ ansigtsskaerm under arbejdet.

S45 Ved ulykkestilfelde eller ved ildebefindende er omgaende legebehandling nedvendig; vis

etiketten, hvis det er muligt.
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Fremstilling af bioethanol

Sa starter selve showet!! Det bemarkes, at de indgiaende forsegsmomenter nedvendigvis mé lebe over
et antal dage, men at der er tale om venten mens den enzymatiske hydrolyse og senere fermenteringen
korer. Udtagning af prover i disse tidsrum kan ske helt athaengig af, hvad der er tid til og praktisk
mulighed for. Vi anbefaler dog, at man i begge perioder tager prover mindst én gang om dagen i de
forste 3 dage efter at hhv. enzymatisk hydrolyse og fermentering er startet.

\ Analyse 1 \ Analyse 2 , ‘ Analyse 3

J - ! -

Enzymatisk ' Glucose Et.hanol Destillation
hydrolyse fermentering X},Iose af ethanol Ethanol

Lignin
Figur 1 — Oversigt over de indgaende forsggstrin og analyser. Hvert moment er beskrevet nedenfor, og det skal bemarkes, at
man, alt efter detilstedevaerende muligheder, kan valge at udfere hele ovelsen eller et mindre antal trin og analyser.

Glucose
Xylose
Lignin

Syre Lignin
Lignocellulose hydrolyse Hemicellulose
Cellulose

7

0. Generelle retningslinjer og forberedelser

a. I det folgende arbejde skal der flere gange udtages prover fra kolberne. Hver gang en flaske
abnes er der en vis risiko for kontaminering med fremmede bakterier og svampesporer i
flasken — dette er naturligvis uensket. Grundet brugen af hoje temperaturer, syre og til sidst
hoj koncentration af gaer under selve fermenteringen, er risikoen dog ikke sa stor. Podning og
proveudtagning kan derfor ske uden sarlig hensyntagen til sterilitet.

1. Grov forbehandling med svovlsur hydrolyse

a. 15,0 g af hvert af de onskede substrater klippes, blendes og/eller stodes i smistykker og
opslemmes i 150 mL vand + 1,5 mL konc. svovlsyre (giver 1 vol.%) i flaske eller kolbe.
Opslemningerne skal vare flydende nok til at omroering kan ske.

b. Opslemningerne autoklaveres i 1 time ved 120°C, hvorefter pH justeres til 4,8 med 2M
NaOH. Det forbehandlede substrat hxldes nu pa en fin si og skylles et par gange med vand
for at fjerne sulfaten og andre salte generelt. Dette kan ogsa geres i en Biichnertragt med
filterpapir i.

c. Den skyllede masse kommes tilbage i flasken og 500 mL puffer tilsattes (jf. Citronsyre s. 3).

2. Enzymatisk hydrolyse af cellulosen til monosakkarider

a. Tilsat til hver flaske 1 mLL Novozym 188 og 4 mL Celluclast 1,5 L. FG og luk flaskerne. Ryst
dem dernast grundigt. Noter tidspunktet. Kolberne/flaskerne placeres nu i vandbad med
omroring/rystebad eller i varmeskab ved 50°C i mindst 4 dage. Jo lengere tid jo bedre.

b. Ryst jevnligt flaskerne og tag prover (en gang om dagen hvis det er muligt) a 0,5 mL ud med
engangspipetter og mal glukosekoncentrationen med glukometeret. En fortynding af proven,
bemark fortyndingsfaktoren, er formentlig nodvendig, idet glukose koncentrationen hurtigt
vil overskride analysegrensen for apparatet. Noter tidspunkt og koncentration i dataarket (jf.
Databehandling og analyse s. 7). Dette er analyse 1, jf. Figur 1.

c. Efter de 4 dage er glukose frigivelsen naet langt og fermenteringen kan startes.
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3. Fermentering — forgaering af hexoser

1. Kolberne med hydrolyseret substrat afkoles til 30°C og 1 g gaxrekstrakt tilsattes eventuelt til
hver flaske. Dette er et must hvis der bruges papir substrater, idet disse ikke indeholder salte
og nzringsstoffer for geeren. pH forbliver uandret.

2. Mal startkoncentrationen af glukose for fermenteringen.

3. Tilset 10 g ger til hver flaske og ryst indtil klumpen er oplest. Noter tidspunktet. Overfor
dernzst indholdet til koniske kolber.

4. Luk kolberne med propper med garingsror og placer dem i vandbad uden omroring eller i
varmeskab ved 30°C i mindst 4 dage — gerne lengere tid. Glukosekoncentrationen skal
gerne falde helt til nul.

5. Ryst jevnligt kolberne og udtag mindst 3, gerne flere, prover a 0,5 mL. med engangspipetter
fra hver kolbe gennem fermenteringen. Glukosekoncentrationen i proverne males igen med
glukometeret. Noter tidspunkt og koncentration i dataarket (jf. Databehandling og analyse s.
7). Dette er analyse 2, jf. Figur 1.

6. Man kan vezlge at folge dannelsen af ethanol i stedet for forbruget af glukose. Hvis man
onsker det, udtages i stedet 1,5 mL prover hver gang. Disse overfores til Eppendorfror og
undersoges dernast for ethanolindhold ved gaschromatografi, jevnfer punkt 4. Hvis det er
muligt, spinnes cellerne i proven ned i en centrifuge. Proverne kan med fordel lobende
udtages og fryses i lukkede Eppendorfror, indtil de alle kan tes op og analyseres pa én gang.
Det er vigtigt at holde proverne lukkede og kolde for at minimere fordampningen af ethanol.

4. Destillation og kvantificering af den dannede ethanol

1. Hele den fermenterede blanding overfores til en rundkolbe, som placeres i en varmekappe.
Bemeark:
a. At rundkolben ikke ma vare mere end halvt fuld.
b. Destilleres kun en del af den fermenterede blanding
sa husk at notere volumen af den udtagne fraktion.

2. Tilsxt fa draber antiskum-middel.

3. En destillationsopstilling samles, lignende den afbilledet til
hojre. Malekolben til hojre skal gerne kunne afleses pracist
til to decimaler!

4. Der destilleres til destillatet har et volumen pa omkring 30
ml. Det tager omkring en time. Al ethanol antages at
overfores. Noter volumenet af destillat.

5. Herefter bestemmes densiteten af destillatet med et
pygnometer. Alternativt kan man udtage et nojagtigt volumen
med pipette, som derefter afvejes pa analysevaegt. HUSK, at
lave mindst dobbeltbestemmelse af densiteten. Densitet =
masse/volumen eller g = 7/ 1. Dette er analyse 3, jf. Figur 1.

6. Pa baggrund af tabelvaerdier omregnes den fundne densitet til %-ethanol (se Dataark.xls).

7. Nar mangden af dannet ethanol kendes i gram og dermed mol, kan man regne tilbage og
finde udbyttet af ethanol og sammenligne den teoretisk mulige maengde (se Dataark.xls).

I stedet for at destillere, eller som supplement hertil, kan man vzlge at folge dannelsen af ethanol
gennem fermenteringen (jf. punkt 3.6 ovenfor). Hertil anvendes gaschromatografi, og der henvises til
punktet EKSTRA under Apparatur ovenfor.
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Databehandling og analyse

I det folgende findes tabeller, hvori I kan notere jeres optagne malinger. Al efterfolgende
databehandling foregar pa siderne Maledata, Destillation samt Beregninger pa Dataark.x/s.

1. Enzymatisk hydrolyse (et eksempel er givet pa Dataark.xls)

Glukose koncentration i mM eller g/

Tid / timer Cg]uA CgluB CgluC CgluD Cg]uE
0 0 0 0 0 0

A, B, C osv. svarer til de forskellige anvendte substrater eller gruppernes flasker hvis I har brugt ét
substrat. Tidspunktet #= 0 er ved tilsetning af enzymer, punkt 2 ovenfor.
Enzymer tilsat: kl. dato

2. Dataark for fermenteringen

Glukose koncentration i mM eller g/L

Tid / timer Cg]uA CgluB CgluC CgluD CgluE
0
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Tidspunktet 7= 0 er ved tilsetning af ger, punkt 3 ovenfor. Geer tilsat: kl. dato

Disse malinger overfores til Excel-arket Dataark.xls, som er tilgengeligt fra projektets side pa
biotechacademy.dk. Dermed opnas et billede af hydrolysen og fermenteringen mod tiden. Hvis der
udfores gaschromatografi, og ethanol-koncentration dermed er malt under fermenteringen, kan disse
data ogsa indsaxttes.

3. Destillation

Af den fermenterede blanding udfertes destillation pa (a) mL af 1 alt (b)
mL. Hvis kun en fraktion anvendes md mangden af ethanol ganges med b/a.

Densiteten af destillatet maltes til g/L. T alt var der ml. destillat.

Ud fra densiteten findes masse% af ethanol i destillatet. Sammen med volumenet af destillat er det
dernzst muligt at beregne massen af dannet ethanol. Denne databehandling foregar pa siderne Matledata,
Destillation samt Beregninger pa Dataark.xls. Sporgsmal til besvarelse er tilgengelige 1 et separat dokument,
som findes pa projektets side pa biotechacademy.dk.
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