Aktuel

Naturvidenskab | 5|

2011

BI1 OTEIKNOLOGI

Svampen pa
olletbraettet

- eh videnskabelig succes

En ukendt lille svamp, der havde forvildet sig ind pa et toiletbreet,
kan blive til en vigtig ingrediens i fremtidens bioraffinaderi.

Svampen producerer nemlig enzymer, der effektivt kan nedbryde

plantemateriale.

Af Annette Sgrensen, Mette Liibeck, Peter S. Liibeck

og Birgitte K. Ahring

M Sma sorte eller gronlige
prikker og plamager pa bade-
varelset vil ofte vise sig at vare
skimmelsvamp, og det er vi

jo normalt ikke si glade for!
Men er man udstyret med den
rette nysgerrighed, kan der
vare spendende opdagelser at
gore i de ugnskede plamager.
Det beviste en flittig stude-
rende Philip J. Teller, da hans
opmarksomhed blev fanget af
én lille sort og ¢én lille gron prik
pa toiletbrattet i sit badeva-
relse. Med to vatpinde skrabede
han svampene af brettet, kom
dem i hver sin lille plastikpose
og tog dem med til laboratoriet
pa universitetet. Her viste det
sig, at den sorte prik var en ny
art af en skimmelsvamp, som
nu har faet navnet Aspergillus
saccharolyticus, og den er blevet
grundlaget for en hel ph.d.-
athandling. Det viser sig nemlig,
at denne skimmelsvamp er god
til at producere enzymer, der
kan nedbryde plantemateriale
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— en opdagelse, som kan have
stor veerdi i fremtidens bioraf-
finaderier.

Fra olie til biomasse
I takt med at verdens oliedepo-
ter udtemmes, er der stigende
behov for, at alternative, bare-
dygtige ressourcer tages i brug.
En beredygtig ressource er
plantebiomasse, som i et bioraf-
finaderi kan omdannes til en
lang reekke produkter, som i dag
produceres i olieraflinaderier.
Olie er béade rastof til flydende
braendstof og til produktion af
plastik, kemikalier, legemid-
ler og en rekke andre produk-
ter. I princippet kan de samme
produkter laves ved mikrobiel
omdannelse af sukkermole-
kyler i plantebiomasse. Meto-
derne findes allerede, men der er
endnu for store omkostninger
forbundet med brugen af bio-
masse til de fleste formal.

Hidtil har man isar interes-
seret sig for produktion af bioet-

hanol til privatbiler. Fremtidens
biobrendstof vil fokusere pd
skibs-, fly- og industriel trans-
port. Samtidig forventes pro-
duktionen af andre bioproduk-
ter og biokemikalier at vinde
frem, safremt bioraffinaderier
bliver rentable.

Bioraffinaderiet

Tanken bag et biorafhinaderi er
at maksimere vardien af plan-
tebiomasse. Det er kun en min-
dre del af planterne pa vores
landbrugsarealer, der bruges

til foder og fodevarer. Resten
som f.eks. halm, majssteengler
og lignende udnyttes i dag ikke
optimalt. I et bioraffinaderi
benyttes netop de ikke-spise-
lige dele af planten (lignocel-

lulosen). Biomassen udsat-

tes forst for en forbehandling,
hvor de makroskopiske struk-
turer af biomassen nedbrydes,
og cellulosen og hemi-cellu-
losen gores tilgaengelige for
efterfolgende enzymatisk ned-
brydning. Enzymer er katalysa-
torer, der accelererer naturlige
processer, og de er nodvendige
til nedbrydning af biomasse til
glukose (boks 1). Den enzy-
matiske proces foregir ved, at
bestemte kemiske bindinger i
biomassen nedbrydes, hvorved
der frigives glukose. Glukosen
kan dernzst af mikroorganis-
mer omdannes til biobrend-
stoffer og byggesten, som kan



Qverst: Den nye svamp, Aspergillus saccharolyticus, dyrket i laborarorier. Svampen er her vokset i hhv. 3 og 7 dage pa et naringsrigt agar-medie.
Aspergillus saccharolyticus producerer fine sorte sporer, som narmest minder om pulver pi overfladen af agar-mediet. Nederst: Aspergillus saccha-
rolyticus under mikroskopet, hvor svampen forstorres op mod 100 gange. Her afslores det komplekse netvark af hyfer i agaren samt de fine runde
sporer. Billederne af sporerne er farvet for bedre at kunne se strukturerne.

Fra biomasse til glukose (boks 1)

Plantebiomasse indeholder en reekke nyt-
tige bestanddele. Hvis vi ser pa majsplan-
ten som eksempel, bestar selve majskor-
nene primeert af stivelse. Stivelse er lange
keeder af glukose bundet sammen med
alfa-glykosyl-bindinger, der let omdannes
ved hjeelp af amylase-enzymer til glukose.
Denne metode benyttes til fremstilling af
1. generations bioethanol, men brugen af
fgdevarer til braendstofproduktion giver
selvsagt etiske overvejelser i en verden,
hvor mange mennesker sulter. | stedet bgr
vi fremadrettet anvende de ikke-spiselige
dele af planten og omdanne netop disse til
biobreendstof og andre bioprodukter.

Majsplantens indre kolbe samt resten
af plantens blade og steengler bestar af lig-
nocellulose, der er en blanding af cellulose,
hemicellulose og lignin. Cellulose, som er
den stgrste bestanddel af lignocellulosen,
er ligesom stivelse lange kaeder af glukose-
molekyler, men i cellulose er glukosemole-
kylerne bundet sammen af beta-glykosyl-bin-
dinger. Cellulose nedbrydes til glukose gen-
nem samspil af enzymerne endoglukanase,
cellobiohydrolase, og beta-glukosidase (se
figur 1 pa sidste side). Effektiv nedbrydning
af cellulose fra biomasse sker, nar alle tre
enzymkomponenter er til stede i passende
maeengder.

=

CELLULOSE

LIGNIN MIKROFIBRILLER

CELLEVAEG

LIGNOCELLULOSE

Ufn

e ——

] —
D." Ty 5 el

U n-/ﬁ.—

CELLULOSE ‘
k MOLEKYLER

Opbygningen af planteveev.

Artiklen kommer fra tidsskriftet Aktuel Naturvidenskab. Se mere pa aktuelnaturvidenskab.dk

Tegning: Ebbe Sloth Andersen



Aktuel Naturvidenskab | 5] 2011

BIOTEKNGOLOG . |

Bioraffinaderiet

Biomasse

¥
| “Onsite”
_enzymer

oH  Glukose
HO

HO OH
OH

Hlustration af konceptet i et bioraffinaderi.

Foto: CDC/Dr. Lucille K. Georg (PHIL #3964), 1955.

Svampe er vigtige
enzymproducenter

BOKS 2: Svampe findes overalt i vores omgivelser. De lever af organisk materiale og spiller derigennem en vigtig
rolle for omseetningen af dgdt plantemateriale. Svampe producerer enzymer, der ggr det muligt at nedbryde plan-
tematerialet. Disse enzymer er kun delvist udforskede, og der findes uden tvivl mange ikke-opdagede enzymer
med industrielt potentiale. Til industriel enzymproduktion anvendes isaer skimmelsvampe, som oprindeligt er
fundet i naturen og derefter tilpasset produktionsforhold, sa de kan leve i tanke og producere enzymer i store
maengder. Til produktion af biomassenedbrydende enzymer er de hyppigst anvendte svampe Aspergillus niger og
Trichoderma reesei. Aspergillus niger (se foto) har veeret anvendt siden 1960’erne til produktion af en bred vifte
af industrielle enzymer og er isaer kendt for at producere beta-glukosidaser, mens Trichoderma reesei producerer
endoglukanaser og cellobiohydrolaser. Produkterne fra disse to svampe supplerer derfor hinanden godt til ned-
brydning af biomasse. Trichoderma reesei blev oprindeligt isoleret under anden verdenskrig, hvor svampen havde
nedbrudt soldaternes telte og andet militeert udstyr af bomuld. Fibrene i bomuld bestar netop af cellulose, som
svampens enzymer kunne nedbryde og derved frigive glukose til svampens metabolisme og overlevelse. Den
danske enzymgigant Novozymes A/S er den stgrste producent af disse enzymer pa verdensplan.
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bruges til at syntetisere kemika-
lier og polymere materialer.

Enzymerne er séledes helt
afgerende for effektiviteten i
et bioraffinaderi, og de er ogsa
npglen til at gore bioraffinade-
rier rentable. Eksisterende kom-
mercielle enzymer er ret dyre,
og der er derfor brug for alter-
nativer, hvis bioraffinaderier for
alvor skal blive gkonomisk inte-
ressante.

Et af alternativerne er at pro-
ducere enzymerne “on-site” som
en integreret del af processerne
i et bioraffinaderi. Svampen fra
toiletbreettet - Aspergillus sac-
charolyticus — er netop et eksem-
pel pd en svamp, der har stort
potentiale for on-site enzympro-
duktion.

Jagt pa bedre enzymer
Der er en rekke krav til enzy-
mer, der skal anvendes til ned-
brydning af plantebiomasse.
De skal arbejde hurtigt, de skal
vare stabile ved de anvendte
procesforhold (f. eks. pH og
temperatur), og de skal kunne
fuldende nedbrydningen af
biomassen uden at blive hem-
met af de dannede produkeer.

En effektiv enzymprodu-
cerende mikroorganisme skal
producere det enskede enzym i
store mengder til en billig pris.

Mere effektive enzymer kan
fremskaffes enten ved, at man
opdager helt nye enzymer gen-
nem forskellige screeningsstra-
tegier, eller at man forbedrer
kendte enzymer primert ved
forskellige gensplejsnings-
teknikker. Svampe er kendt
som vigtige enzymproducen-
ter (Boks 2), og vi forseger
at opdage nye enzymer med
bedre egenskaber ved at screene
indsamlede svampe for enzy-
maktivitet.

Vores fokusomride er enzy-
mer kaldet beta-glukosidaser. I
samspil med andre enzymer
nedbryder (hydrolyserer) beta-
glukosidaser cellulose til glukose
(figur 1). Vi har udfert scree-
ning for beta-glukosidase-aktivi-
tet hos et bredt spekerum af for-
skellige indsamlede svampe ved
brug af hvedeklid som nerings-
kilde for svampene. Hvedeklid
er et naringsrigt lignocellulose-

holdigt produkt fra hvedeker-
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Cellobiohydrolase klipper
cellobiose-molekyler af Endoglukanase angriber midt i cellulose-
enderne af cellulosen molekylet og klipper det til kortere kaeder
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Figur 1. Cellulose nedbrydes til glukose gennem et samspil af enzymerne endoglukanase, cellobiohydro-

lase, og beta-glukosidase.

ner, som svampe generelt vokser
godt pa. Hypotesen er, at lig-
nocellulosen fir svampene til at
producere enzymer, herunder
beta-glukosidaser, netop til at
nedbryde lignocellulose-kompo-
nenterne.

Vi opdagede den nye svamp
Aspergillus saccharolyticus i for-
bindelse med dette screenings-
forseg, da den viste betydeligt
storre beta-glukosidase-aktivitet
end alle andre testede svampe.

Svampen fra toiletbreettet
Det interessante ved opdagel-
sen af den nye svamp er, at vi
ikke fandt svampen ude i natu-
ren, men pa et toiletbreet i en
lejlighed. Hvor svampen ellers
normalt lever ved vi ikke, fordi
der indzil videre kun er fundet
det ene eksemplar. Vi gav den
navnet Aspergillus saccharolyti-
cus baseret pd dens evne til at
nedbryde sukre (latin: saccha-
rolytic).

Nér man beskriver svampes
egenskaber og slegtskabsforhold
foregar det ud fra forskellige kri-
terier. For det forste sammen-
ligner man svampens genetiske
sammensaztning med andre
svampe. For det andet beskri-

ver man svampenes udseende,
ndr de vokser pa forskellige
naringskilder. Og for det tredje
kigger man pa de kemiske stof-
fer, svampene kan producere. Vi
fandt, at Aspergillus saccharolyti-
cus adskiller sig fra andre arter af
sorte aspergilli inden for alle tre
kategorier.

Billigere og bedre

“Vores” nye svamp kan benyt-
tes til at gore nedbrydning af
biomasse i et bioraffinaderi bil-
ligere. Restprodukter fra proces-
serne i bioraffinaderier kan gen-
anvendes til enzymproduktion,
dvs. at man ud fra restproduktet

i bioraffinaderiet kan {3 svam-
pen til at producere de enzymer,

der skal bruges i bioraffinaderiet.

Det kan derfor vare et attraktive
alternativ til at kebe dyre kom-
mercielle enzymer. Vi har vist,
at enzymproduktet fra Aspergil-
lus saccharolyticus kan anvendes
til at nedbryde forbehandlet
halm. Enzymproduktet funge-
rer endda bedre end tilsvarende
eksisterende kommercielle beta-
glukosidaseprodukter.

Séledes kan en lille ukendt
svamp, der havde forvildet sig
ind pa et toiletbret, vise vejen
for billig produktion af nye bio-
produkeer. |

Om forskningen

Forskningen beskrevet i denne artikel er udfgrt som del af Annette
Sgrensens ph.d.-studie ved Sektion for Baeredygtig Bioteknologi, Aal-
borg Universitet Kgbenhavn. Omdrejningspunktet for forskningen ved

sektionen er udvikling af bioraffinaderier, lige fra mikrobiel diversitet
og avanceret molekylaerbiologi til procesorienteret bioteknologi. En
vigtig del af forskningen er identifikation og udvikling af biokatalysa-
torer (mikroorganismer og enzymer) til forskellige bioteknologiske
formal. Derudover underviser vi bachelor- og masterstuderende i
vores nye uddannelse i beeredygtig bioteknologi.
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