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Enzymatisk fjernelse

af CO, i blandede gasser

Kulsyre anhydrase hjzlper os med at traekke vejret — kan dette enzym vare med fil at

reducere CO,-udledning til atmosfzeren?

Af Martin Simon Borchert, Novozymes A/S, Danmark og Paria Saunders, Novozymes North America Inc., USA

Isolering og opbevaring af kuldioxid, (’Carbon capture and
storage”, CCS) er en proces, som bliver n@vnt oftere og oftere
for at adressere de stigende udledninger af CO, til atmosfaren.
I arevis er CCS blevet brugt til naturgas”rensning”, f.eks. i Stat-
oils Sleipner West-felt i Nordsgen. Her fjernes en betragtelig del
af den naturligt forekommende CO,, for at undga korrosions-
problemer og for at naturgassen kan opfylde kravene til renhed.
R@ggas, der dannes ved afbranding af fossile braendsler, har

et lavt CO,-indhold sammenlignet med naturgas. Derfor er det
ngdvendigt, at CO,-koncentrationen gges betragteligt inden
komprimering, transport og opbevaring. CO,-opkoncentrering
sker i dag ved brug af forskellige aminbaserede solventer (f.eks.
monoethanolamin MEA) ved opgradering af naturgas og ved
ammoniakproduktion. En stor ulempe ved aminbaseret CO,-
fjernelse er, at processen forventes at forbruge cirka 30% af den
producerede energi pa et kulkraftvaerk. Det vil selvsagt resulte-

Faktaboks 1
Kulsyre anhydrase, et enzym med adskillige funktioner i
naturen

1 1933 blev en kulsyre anhydrase opdaget i blodet fra en ko,
og siden er enzymet blevet fundet i mange forskellige organis-
mer [3]. Enzymets funktion er at hydrere CO,, sa der dannes
bikarbonat:
KA
CO; +H,O = HCO; + Ht

En KA er et zink metalloenzym, og i dag opdeles disse
enzymer i tre hovedklasser (alfa, beta og gamma). KA’er har
udviklet sig uafhangigt og parallelt i forskellige organismer,
hvilket ses fylogenetisk i figur 1.

Humant isozymlII (hCAII) findes i menneskets lunger, og det
er bl.a. vha. dette enzym, vi kan traekke vejret.

hCALII er et af de hurtigste enzymer, man kender. Det har
en hydreringshastighed pa mindst 1,4 mio. molekyler CO,
pr. sekund pr. molekyle enzym. Den modsatte reaktion, hvor
bikarbonat omdannes til CO,, er temmelig langsom. Sodavand
mister ikke sit brus i glasset, men fgrst nar drikken kommer
ind i munden. Her findes KA bl.a. i smagslggene, hvor det regi-
strerer surhed [4]. KA inhibitorer bruges farmaceutisk for at
modvirke grgn ster (glaukom), og mod hgjdesyge, hvor inhibi-
torerne forhindrer optaget af CO,, hvilket fgrer til en reduktion
i maengden af bikarbonat i blodet. Alger, cyanobakterier og
planter bruger KA til at fiksere CO, . Bakterier, herunder de
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re i en stor gkonomisk belastning for det enkelte kulkraftveaerk.
Selve CO,-isoleringen fra rgggas estimeres til at udggre mellem
70-80% af de samlede udgifter forbundet med CCS, og malet
er en reduktion til 10-20 euro pr. ton CO,, samtidig med at mere
end 90% CO, fjernes fra rgggassen [1].

Andre ulemper ved CO,-fjernelse er langsomme processer,
udslip af miljgskadelige og giftige stoffer (bade solventer og
solventnedbrydningsprodukter) og behov for et stort proces-
apparatur. Hvis isolering af CO, virkelig skal vinde frem, er
der behov for alternative teknologier, der nedbringer
omkostningerne ved CCS og for en samtidig reduktion af
miljgpavirkningerne.

En mulig teknologi til beredygtig CO,-fjernelse fra rgggasser
kan vaere enzymatisk CO,-fjernelse [2,7]. Denne teknologi er
stadig under udvikling og er endnu ikke testet i industriel skala.
Biokatalysatoren, som potentielt kan anvendes til enzymatisk
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Figur 1. Udklip af fylogenetisk tree over alfa-klasse kulsyre anhydraser (i

dag findes der ca. 1300 alfa-KA-sekvenser ud af i alt 2300 KA-sekvenser).
Proteinsekvenser fra bakterier (grgnne) og eukaryoter (gule) kan vises i et
fylogenetisk tree pga. den teette evolution af disse enzymer [3]. KA’er med fed
skrift indgik i dette studie.

metanogene arkebakterier, bruger KA ved dannelsen af metan
fra brint og kuldioxid.
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fjernelse af CO,, er enzymet kulsyre anhydrase (KA). Det
kan fungere sammen med bade alkalisalte og aminbaserede
solventer.

Vi har konstrueret en reaktor i laboratorieskala for at ka-
rakterisere forskellige KA’er for deres effektivitet og for deres
stabilitet under lang tids drift. Det blev vist, at tilstedeveerelse
af KA gger absorption i vasken, saledes at 94% af CO, i den
indkomne gas bliver fjernet mod 34% uden biokatalysator.

Opdagelsen af en termostabil kulsyre anhydrase

KAer fra pattedyr, planter eller bakterier virker ofte ved fysio-
logisk temperatur (37°C) eller lavere. Ved enzymatisk fjernelse
af CO, fra varm rgggas udggr den hgjere temperatur saledes en
stor potentiel ulempe, da enzymerne inaktiveres, med mindre
rgggassen afkgles vesentligt inden CO,-fjernelsen. Afkg-
lingsprocessen vil kraeve en relativt stor mangde energi, som
“spildes”. Derfor er der i enzymatisk CO,-fjernelse behov for
en mere termostabil KA. Tidligere har vi fundet flere termosta-
bile enzymer fra Bacillus (f.eks. proteaser sasom Alcalase® og
Subtilisin® og alfa-amylaser saisom BAN™  og Duramyl®).
Disse enzymer har vist sig at vaere egnede i flere forskellige

og kraeevende industrianvendelser. Desvearre er det kun enkelte
Bacillus-specier, der har et gen, som koder for en KA, der kan
transporteres over cellemembranen.

Set fra et industrielt synspunkt som enzymproducent, sa er
sekretion af proteinet ngdvendig, da det muligggr adskillelse
af det gnskede protein og produktionsorganismen. Gener, der
koder for alfa-K A’er, er hidtil kun fundet i de alkalitolerante
specier B. plakortidis [6], B. halodurans og B. clausii. I andre
Bacillus-specier findes der gener (ofte multiple) for intracellu-
laere, ikke-sekreterede beta-klasse KA'er.

Forste gang en KA er produceret

i en Gram-positiv vaertsorganisme

KA-generne fra B. plakortidis, B. halodurans og B. clausii

har vi klonet og produceret i B. subtilis. Efterfglgende er disse
KA’er blevet oprenset til homogenitet, for de blev karakteri-
seret. Sa vidt man ved, er det fgrste gang, at en KA er blevet
udtrykt i en Gram-positiv vert, hvilket er strengt ngdvendigt for
kommerciel storskala-produktion.

Alle de oprensede kulsyre anhydraser blev undersggt for
deres termostabilitet for at finde den mest robuste KA, der
potentielt kan virke i rgggasrensning. Tidligere videnskabelige
studier har anvendt en KA fra koblod og en modificeret human
CAII [7], men ingen af disse KA’er er i dag tilgaengelige i
industriel skala. Figur 2, side 26 viser stabiliteten af hCAII og
af de fire heterologt udtrykte KA’er i dette studie. Bade hCAII
og B. plakortidis KA er ustabile ved hgjere temperaturer. KA P
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Figur 2. Temperaturstabilitet for de fire Bacillus KA’er, humant ISOZYM-
CAII og gamma-KA fra M. thermophila (data for hCAIl og CAM er fra [10]).
Enzymoplgsningerne blev inkuberet 30 min ved de forskellige temperaturer
ved pH 8,0, og residualaktiviteten blev malt med Wilbur-Andersson assay
(Faktaboks 2).

fra B. clausii (CAC) udviste samme termostabilitet som den
hidtil mest termostabile KA (gamma-KA fra M. thermophila
(CAM)[10]. Yderligere viste karakteriseringen, at en KA fra
en anden B. clausii-stamme (fra Novozymes’ stammesamling)
havde en endnu hgjere termostabilitet. Begge B. clausii KA’er
var aktive ved applikationsrelevante pH-vaerdier, dvs. pH 9,0-
10,0. Det betyder, er disse KA’er interessante til industriel CO,-
fjernelse ud fra en teknisk synsvinkel.

Reaktordesign til enzymatisk CO,-fjernelse

Anvendelsen af en KA til CO,-fjernelse er tidligere blevet
beskrevet i litteraturen og forskellige reaktordesign er blevet
foreslaet. Disse reaktordesign er bl.a. “hollow fiber contained
liquid membrane” reaktorer (HFCLM) [8], “contained liquid
membranes” [2] eller sgjle-pakkede absorbere/desorbere [7].
Det generelle princip i disse design er, at en absorptionsoplgs-
ning bringes i kontakt med gassen, samtidig med at der er en
KA til stede, enten i oplgsning eller immobiliseret.

Faktaboks 2
Gor-det-selv kulsyre anhydrase aktivitetsmdling

Det grundleggende princip i aktivitetsmalingen er, at dannel-
sen af bikarbonat resulterer i dannelsen af hydrogenioner [5].
Iskoldt destilleret vand mattes med CO, ved gennembobling
med CO,-gas. Alternativt kan et stykke tgris kommes ned i
destilleret vand (det ser ogsa underholdende ud).

Saledes udfgres selve eksperimentet: lav en 25 mM Tris-HCl
buffer pH 8,3, tilset bromothymolblat indtil farven er klart
bla, 2 ml af denne buffer kommes i to reagensglas, der stér i
isvand. Til det ene rgr tilsettes KA (eksempelvis fra Sigma-
Aldrich®), og et tilsvarende vaeskevolumen uden KA tils@ttes
det andet reagensglas som kontrol. Med en sprgjte med lang
nal, tilsettes hurtigt den CO,-mettede oplgsning pa bunden
af hvert reagensglas. Samtidig startes et stopur, og tidspunk-
tet registreres, nar oplgsningen skifter farve fra bla til gul
(omslagsintervallet for bromothymolblat er pH 6,0-7,6). Den
tid, det tager, f@r oplgsningen skifter farve til gul, er omvendt
proportional med KA-aktiviteten. Dvs. jo hgjere aktivitet des
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Figur 3. Skematisk oversigt over laboratorieskala-reaktor til bestemmelse af
CO,-fjernelse og til karakterisering af de enkelte KA’er. ”Hydration modulet”
er et hollow fiber modul, som tilfpres en gasblanding (84+1%vol N, og
14+1%vol CO,). I modulet omdannes CO,(g) til bikarbonat i veeskefasen. Bi-
karbonat kan sa igen omdannes til CO, pa lignende vis i et andet modul (dvs.
i et dehydrationsmodul, ikke tegnet), hvorefter den oprensede CO, kan kom-
primeres og lagres som pd normal vis ved aminbaseret fjernelse. Tilseetning
af en KA gger CO,-transporten ind i veeskefasen betragteligt. Afheengig af den
enkelte KA’s egenskaber kan KA-oplgsningen anvendes flere gange.

Vores laboratoriereaktor er en “hollow fiber contained liquid
membrane” (ca. 15 cm hgj), hvor et gasflow af nitrogen og
kuldioxid bringes i kontakt henover membranen med absor-
beroplgsningen, der indeholder KA. Herved omdannes CO, til
bikarbonat ved gas-vaske-overgangen ved membranen (figur
3). Ud-gassen analyseres ved gaskromatografi. De enkelte
Bacillus KAer blev testet i dette system [9], og vi viste, at alle
de nzvnte Bacillus KA’er kunne fjerne CO, fra gasblandingen.
I forsgg ved rumtemperatur, hvor absorberoplgsningen var en
bikarbonatbuffer indeholdende KA, var det muligt at reducere
CO,-indholdet i gasblandingen fra 15%vol til 0,1%vol, hvilket
svarer til en fjernelse pa 99% (figur 4). Kontroleksperimentet
uden KA fjernede 34% af CO,’en.

Studierne viste, at en velvalgt KA kan gge raten af bade ab-
sorption og desorption (ogsa i blanding med MEA), hvilket kan

flere hydrogenioner frigives pr. tid, hvilket medfgrer, at pH
falder hurtigt, og omslaget sker inden for kortere tid.
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Figur 4. CO,-fjernelse i laboratorieskala-reaktor med og uden B. clausii KA.
Vandfasen indeholdende bikarbonat ved forskellige pH-veerdier. Jo hgjere
pH-veerdi (fra pH 6,5 i destilleret vand til pH 9.5), desto mere CO, kunne der
fjernes ved ren kemisk absorption. Ved de KA-katalyserede processer kunne
absorptionsraten gges fra 33% til 94% CO, ved pH 9,5 og mere end 99 % ved
pH 9,95.

vere med til at reducere stgrrelsen pa en reaktor til CO,-fjernel-
se. Desuden viste studierne, at desorptionsprocessen kan kgre
ved lavere temperatur sammenlignet med desorptionprocessen
fra aminbaserede solventer (~120 °C), dog skal der bruges f.eks.
svagt vakuum til desorptionsprocessen, hvilket skal medregnes
i det samlede energiforbrug. Inden for produktion af biogas har
indledende eksperimenter vist, at reaktoren ogsa kan bruges til
at fjerne CO, fra en metan-kuldioxid blanding (60/40%vol) [9].

Med den nye enzymbaserede teknologi har hele processen
saledes potentiale til at veere mere miljgvenlig. Enzymer laves
hovedsageligt ud fra fornybare ressourcer, og dertil kan absorp-
tionsvasken vare bikarbonat, som er vasentligt mere ufarlig
end aminbaserede solventer.
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