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Bioethanol (sprit) er det flydende biobrændstof, der produceres
mest af i verden. Biobrændstoffer er flydende eller gasformige
brændstoffer (bioethanol, biogas, biodiesel, planteolie eller
biobrint) til transportsektoren fremstillet især ved fermentering.

Biobrændstof er en vedvarende energibærer, da energikilden
er solenergi lagret i plante-biomasse i form af kemisk energi,
især sukkere, hvor kulstoffet er fikseret fra luftens kuldioxid
ved fotosyntese. Det resulterer i, at anvendelse af biobrænd-
stoffer, i modsætning til olie, kul og naturgas, ikke giver en
nettoforøgelse af atmosfærens indhold af kuldioxid. Kulstoffet/
sukkeret i biomassen kan omdannes af mikroorganismer til
energi og nyttige fermenteringsprodukter såsom ethanol.

Lignocellulosematerialer (træstof), der udgør en stor bestand-
del af restprodukter (halm, roetop, husdyrgødning, frugt og
grønsagsfibre, savsmuld og andet træaffald,), produkter (afgrø-
der som korn, roer, kartofler, raps, kløvergræs) og biprodukter
(agroindustrielt affald, husholdningsaffald, slam) fra landbrugs-
industrien og den almindelige husholdning, repræsenter en stor
ressource som råmateriale i produktionen af fremtidens energi-
kilder, herunder bioethanol. Lignocellulose består af: Cellulose
(35-40%), hemicellulose (25-35%), lignin (3-30%), ikke-celle-
vægsmateriale (NCWM) (10-20%) og aske (1-10%).

En forbehandlingsprocedure for lignocellulose er nødvendig
for at kunne omsætte det ved fermentering. Forbehandligen be-
står i at opvarme biomassen til høje temperaturer (170-210°C) i
en vandig opløsning, evt. med tilsætning af katalysatorer såsom
ilt, syre (H2SO4, SO2) og/eller base (Na2CO3, NH3) [1], [2],
hvorved lignocellulosestrukturen åbnes, og polysacchariderne
(cellulose og hemicellulose) spaltes (hydrolyseres) til simple
sukkere ved tilsætning af de rette enzymer. Cellulosen bliver til
glucose, der er en 6-kulstof sukker (C-6), og hemicellulose bli-
ver til pentoser, hovedsageligt xylose, der er 5-kulstof sukker
(C-5). Forbehandlingen er beskrevet i det forrige nummer af
Dansk Kemi, og den enzymatiske hydrolyse af sukkerne er ud-
dybet i artiklen: »Enzymatisk forflydning af biomasse ved højt
tørstof« på side 28.

Ethanolfermentering med bagergær
Almindeligt bagergær (Saccharomyces cerevisiae) er i dag den
mest benyttede mikroorganisme til fremstilling af bioethanol.
Den bruges både til produktion af alkohol (øl, vin og destilleret
alkohol) samt til industriel ethanol og brændselsethanol.

Gær er den mest benyttede industrielle mikroorganisme i

Fermentering af sukkerstoffer fra
lignocellulose (træstof) til ethanol (sprit)
og andre værdifulde produkter
For at få en økonomisk rentabel proces baseret på lignocellulose er det vigtigt, at både
glucose og hemicellulose omdannes til ethanol. Mucor indicus har stort potentiale som
mikroorganisme i denne produktion

Af Mette Hedegaard Thomsen og Jasper Neergaard Jacobsen, Afdelingen for Biosystemer, Forskningscenter Risø

verden, og i 1990 var produktionen af gær på 82.000 tons [3].
Gær er en meget robust mikroorganisme, der generelt klarer sig
godt i konkurrence med andre mikroorganismer og i komplek-
se fermenteringsmedier. Når lignocellulose (eksempelvis halm)
opvarmes til de meget høje temperaturer ved forbehandlingen,
sker der frigivelse af eddikesyre fra hemicellulosen og en ned-
brydning af nogle af sukkerstofferne til organiske syrer og fu-
raner (furfural og hydroxymethyl furfural (HMF)). Derudover
nedbrydes en del af ligninet, der er en kompleks aromatisk po-
lymer, til phenoler. Disse stoffer er giftige for mikroorganis-
mer, men gæren kan tåle dem til en vis grad og er endda i stand
til at fjerne eddikesyre og furan fra fermenteringsvæsken. Det
giver typisk en længere lagfase, hvor der ikke produceres etha-
nol. Gær kan dyrkes i medier med høje sukkerkoncentrationer,
og det har en høj tolerance for sit eget fermenteringsprodukt –
ethanolen. Det betyder, at der kan opnås et højt ethanoludbytte
ved fermentering med gær i sammenligning med mange andre
ethanolproducerende mikroorganismer.

Traditionelt fremstilles ethanol ud fra C-6 sukkere fra suk-
kerrør eller stivelse fra cerealie-kerner. På verdensmarkedet
bruges primært kerner fra majs, men også afgrøder som hvede
og byg anvendes. Derfor er brugen af gær så udbredt. Men suk-
ker fra sukkerrør eller roer (mere relevant på vore breddegra-
der) og cerealier udgør også vigtige fødekilder. Halm fra hvede
og byg, majshalm (stængler og blade) og en del af sukkerrøre-
ne består af lignocellulose, som ikke traditionelt og direkte ind-
går som fødekilde til mennesker. Halm kan derved vise sig at
blive en vigtig potentiel ressource i fremtidens bæredygtige et-
hanolproduktion. For at få en økonomisk rentabel bioethanol-
proces baseret på halm og andre biomassebiprodukter er det
vigtigt, at både cellulose- (C-6) og hemicellulosesukkerne
(C-5) omdannes til ethanol. Desværre findes der ingen naturli-
ge stammer af bagergær, der kan omsætte C-5 sukker.

Fermentering med gær
Der er to forskellige metoder til ethanolfermentering med gær,
SHF (Separat Hydrolyse og Fermentering) og SSF (Samtidig
forsukring (Saccharification) og Fermentering).

I SHF-processen hydrolyseres cellulosen ved optimumstem-
peraturen for cellulase-enzymerne (ca. 50°C) i 5-7 dage, hvor-
ved 80-95% af cellulosen spaltes til glucose. Derefter tilsættes
gæren til sukkeropløsningen evt. sammen med en række næ-
ringsstoffer, og fermenteringen udføres ved optimumstempera-
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turen for gæren (28-30°C) i endnu 4-7 dage. Fordelen ved SHF
er, at både enzymhydrolysen og fermenteringen kan udføres ved
den optimale temperatur. Ulempen er, at glucosen virker inhibe-
rende på cellulase-enzymerne, hvorved den stigende glucose-
koncentration under hydrolysen reducerer enzymernes aktivitet
og det endelige udbytte (produktinhibering). Desuden er der ved
SHF-processen en højere risiko for kontaminering af substratet
med uønskede mikroorganismer såsom mælkesyrebakterier, da
sukkeret ikke med det samme omdannes til ethanol. Desuden
kan den meget høje sukkerkoncentration efter hydrolysen virke
reducerende på gærvæksten (substratinhibering).

I SSF-processen tilsættes gæren sammen med enzymerne, og
procestemperaturen må derfor være et kompromis mellem de
to temperaturoptima. Da gæren ikke vokser ved 50°C vælges
en lavere temperatur tæt på gærens optimum, ved lavere tempe-
raturer er den enzymatiske hydrolyse dog langsommere.

SSF udføres i praksis ved at lave en for-hydrolyse, hvor en-
zymerne får lov at virke ved 50°C i 24 timer, hvorefter der til-
sættes en ny enzymdosis og gær. Fermenteringen udføres her-
efter ved 30°C i 4-7 dage. Fordelen ved SSF er, at produktin-
hiberingen af enzymerne og substratinhibering af gæren und-
gås. Ulempen er, at enzymerne kun får lov at virke i kort tid
ved den optimale temperatur.

Ethanolfermentering med gær har altså to alvorlige ulemper.
Gæren kan ikke udnytte C-5 sukker, og optimumstemperaturen
for gærvæksten ligger langt fra optimumstemperaturen for en-
zymhydrolysen. Der forskes meget i at løse disse problemer og
finde den optimale mikroorganisme til industriel produktion af
ethanol fra lignocellulose. Genteknologi benyttes til at modifice-
re gær til at kunne optage og fermentere C-5 sukkere eller modi-
ficere bakterier (der kan fermentere C-5 sukkere, men har andre
metabolitter end ethanol, f.eks. thermofile stammer af Bacillus
eller E. coli) til at producere ethanol [4]. Udfordringen ved brug
af disse specialiserede organismer kan være, at de ikke er robu-
ste nok i en industriel proces. Et alternativ til den genteknologi-
ske løsning er at finde naturligt forekommende mikroorganis-
mer, der kan producere ethanol fra C-5 sukkere (pentose).

Pentoseforgæring med Mucor indicus
M. indicus er en mugsvamp, der kan omsætte både C-6 og C-5
sukkere til cellebiomasse og ethanol. Det er en robust mikroor-
ganisme, der er i stand til at vokse og producere ethanol ved hø-
jere temperaturer end gær (35-40°C). Præliminære forsøg viser,
at temperaturoptimum for cellemasseproduktion ligger ved
30°C, mens der produceres mest ethanol ved 35°C (tabel 1).

En svensk forskningsgruppe har for nylig undersøgt ni for-
skellige svampe i jagten på en ethanolproducerende og pentos-
eforgærende mikroorganisme, og de fandt, at M. indicus produ-
cerede mere ethanol ud fra pentosesukkere end nogle de andre
stammer i undersøgelsen [5]. M. indicus er i stand til at udnytte

forbehandlet lignocellulose som substrat og har (ligesom gær)
været i stand til at nedbryde de mest almindelige inhibitorer så-
som eddikesyre, furfural og hydroxymethylfurfural (HMF) i
toksiske lignocellulose-hydrolysater [5].

Figur 1 viser fermenteringskurver, hvor forbehandlet kløver-
græs bruges som substrat ved ethanolfermentering med M. in-
dicus. Der er en lagfase på ca. 10 timer, hvor svampen danner
cellemasse og vænner sig til mediet, hvorefter den begynder at
producere ethanol ud fra både glucose og xylose i substratet.
Det ses af figuren, at M. indicus også kan udnytte eddikesyre.
M. indicus har ingen eller kun meget lav produktion af uønske-
de biprodukter såsom glycerol, xylitol og mælkesyre. I dette
forsøg blev der dannet en smule glycerol, men ingen xylitol el-
ler mælkesyre. Ethanoludbyttet var 0,32 g ethanol pr. g sukker
(gær har et ethanoludbytte på 0,51 g ethanol pr. g glucose).

Flere stammer af Mucor-svampen kan have forskellig morfo-
logi, afhængigt af hvordan svampen dyrkes. Den kan vokse
som en gær, hvor separate celler i fermenteringsvæsken deler
sig og derved bliver til flere, eller ved at danne mycelium hvor
cellen danner hyfer, der vokser ud fra cellen og bliver til et
kompliceret hårlignende netværk (ligesom den hvide mug-
svamp man kan finde på for gamle fødevarer). Fra hyferne dan-

Tabel 1. Opnået cellemasse og ethanol ved fermentering i rysteflaske med
Mucor indicus i syntetisk medium ved temperaturer fra 30-37°C.

Figur 1. Aerob ethanolfermentering ved 30°C med Mucor indicus i et substrat
af vådoxideret (195°C, 10 min, 12 bar O
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nes der svampesporer, der gør det muligt for svampen at migre-
re til et nyt sted, en spore udvikler sig så til et nyt mycelium.
Figur 2 viser billeder af M. indicus, hvor den vokser på begge
måder samt mikroskopi af mycelium. Svampen gror kun som
en gær under fuldstændig anaerobe betingelser, dvs. hvis der
ikke er ilt til stede i fermenteringsvæsken. Mycelium kan dan-
nes både ved aerob eller anaerob dyrkning af svampen. Dan-
nelsen afhænger af dyrkningsbetingelser, som f.eks. hvilke næ-
ringsstoffer der tilsættes fermenteringssubstratet [7,8]. Anaerob
vækst (både ved gærvækst og mycelium) er forbundet med høj
ethanolproduktion, mens aerob vækst er forbundet med kraftig
produktion af cellebiomasse, nogle stammer af Mucor produ-
cerer dog også betydelige mængder af ethanol under aerobe
forhold. Det gælder bl.a. for M. indicus [9,10].

Mucor indicus – en værdifuld biomasse i bioraffinaderiet
Et bioraffinaderi er defineret som en bioteknologisk fabrik,
hvor afgrøder og biprodukter fra landbrugsindustrien samt af-
fald fra husholdning m.v. vha. bioteknologiske metoder og bio-
kemiske enhedsoperationer omdannes til brugbare produkter

på en bæredygtig måde, så der ikke dannes nye restprodukter
eller affald.

Konceptet i bioraffinaderiet er at omdanne al biomasse til
nye produkter i flere procestrin. Det primære produkt er ofte et
lavpris bulkkemikalie som f.eks. ethanol eller mælkesyre, og
de øvrige produkter kan bidrage til processens økonomi.

Chitosan er et strukturelt polysaccharid, der findes i cellevæg-
gen hos nogle mugsvampe. Det er en lineær polymer af ß-1,4-
glucosamin, og der findes mange industrielle anvendelsesmulig-
heder for denne polymer. Chitosan er ugiftigt, bionedbrydeligt
og har antimikrobielle egenskaber og kan anvendes til f.eks.
konservering af fødevarer, klaring af frugtjuice, coating af korn
og frø, fjernelse af tungmetaller i vand, sårheling og til kosmetik
[14]. Mucor-cellevæggen indeholder signifikante mængder af
chitosan (7-35% af tørstof), der nemt kan ekstraheres fra celle-
massen [15]. Chitosan er et værdifuldt biprodukt, der kan produ-
ceres ved bioethanolfermentering med M indicus (figur 3).

M. indicus bruges i Sydøstasien som starterkultur til naturlig
konservering af fødevarer [11], og den er ufarlig for mennesker
og dyr. Cellebiomassen har en favorabel sammensætning af vig-

Figur 2. Billeder af Mucor indicus dyrket i syntetisk medium. A: Mikroskopi af mycelium. B. Rysteflaske med mycelier. C. Rysteflaske med gærvækst.

Figur 3. Bioraffinaderi hvor lignocelluloseholdige råmaterialer og Mucor indicus bruges som basis for produktion af flere værdifulde produkter.
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tige essentielle aminosyrer, der fungerer som byggesten i dan-
nelsen af nye proteiner, samt et højt indhold af sunde omega-6
og omega-3 fedtsyrer, hvor 35-60% af disse fedtsyrer er gamma-
linolensyre (GLA) [12]. Mangel på GLA kan give symptomer
som forhøjet blodtryk, eksem, leddegigt, overvægt ect. [13].
Fedtsyrerne kan presses ud af biomassen og sælges som et vær-
difuldt kosttilskud, der kan forbedre økonomien i bioethanolpro-
cessen. Oliekagen, der er tilbage efter presning af cellebiomas-
sen, kan endvidere sælges som et proteinrigt dyrefoder (figur 3).

Konklusion
Lignocellulosematerialer (træstof) udgør en stor ressource som
råmateriale i produktionen af fremtidens energikilder, herunder
bioethanol. For at kunne få en økonomisk rentabel bioethanol-
proces baseret på disse materialer er det vigtigt, at både
glucose (C-6) og hemicellulose (C-5) omdannes til ethanol. M.
indicus har stort potentiale som mikroorganisme til produktion
af ethanol ud fra lignocelluloseholdige råmaterialer. Den kan i
modsætning til bagergær udnytte både C-6 og C-5 sukkere i
lignocellulose-hydrolysater, og den kan vokse og producere
ethanol ved højere temperaturer. I et bioraffinaderi kan den
cellebiomasse, der produceres ved ethanolfermenteringen,
omdannes til værdifulde produkter såsom chitosan, sunde
omega-3 og omega-6 fedtsyrer og næringsrigt foder til dyr. En
ulempe ved M. indicus er, at cellevæksten kan være svær at styre
i en industriel proces, især ved filamentiøs vækst (hvor der dan-
nes mycelier). Forsøg har dog vist, at denne type vækst ikke do-
minerer, når svampen dyrkes i lignocellulose-hydrolysater.
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