BIOTEKNOLOGI

Produktion af lignocellulosenedbrydende
enzymer i skimmelsvampe

Brugen af kapillarelektroforese kan oge forstdelsen for, hvordan enzymproduktionen i svampe
pévirkes af vaekstbetingelserne. Derved kan man designe mere effektive enzymblandinger til
hydrolyse af lignocellulose, som er interessant i forbindelse med produktionen af hioethanol

Af Henning Jorgensen og Lisheth Olsson, Center for Bioteknologisk Procesforskning (CPB), BioCentrum-DTU

Interessen for fremstilling af bioethanol ud fra lignocellulose til
brug som additiv i benzin har varet sterkt stigende de sidste ar.
Specielt i USA, hvor f.eks. staten Californien har forbudt
brugen af MTBE i reformuleringen af benzin fra 2003, hvilket
vil betyde en kraftig stigning i efterspgrgslen af ethanol. Den
ggede opmarksomhed omkring global opvarmning har yderli-
gere sat skub i forskningen i alternative og CO,-neutrale typer
af brendstof til kgretgjer. I 2001 foreslog EU-Kommissionen et
direktiv, der skal fremme brugen af biobrendsel i transportsek-
toren. Det er malet at erstatte 2% benzin og diesel med bio-
brandsel inden 2005 [1]. I vores naboland Sverige s&lges der i
dag benzinblandinger med 5% ethanol, og fra 2003 skal en
pilotfabrik veere klar til produktion af ethanol ud fra naletrae
[2]. Fra dansk side har den politiske interesse for bioethanol
vare meget begraenset, og pt. tilsettes der ikke ethanol til
benzin i Danmark.

Et samarbejde mellem Forskningscenter Risg og DTU har
dog resulteret i et lovende koncept for udnyttelsen af halm til
ethanolproduktion [3]. Et af problemerne er, at der mangler en
tilstreekkelig effektiv og billig metode, der kan nedbryde
lignocellulose til de enkelte sukkermonomerer, inden disse
fermenteres til ethanol. Den mest skansomme metode med

Figur 1A:
OH OH
O e OH
CH “HO OH CH, HO
—0 o O o o—
HO OH of, o HO OH CH, o
OH OH
Figur 1B: FH,O0H
H OH
. Acetylg H
Acetylgruppe Acetylgruppe T 1
OCOCH, OCOCH, H 0" 0
H OH
0 o H H ||II
X\hnllo\cdka.dc
11 I )”
o i H i
H 0 Q r)ou ?
H H
H OH
: H
CH,OH H OH
OMe
Arabinose
4-O-methylglykonronsyre
Figur 1C:

CH,OH CH,OH CH,OH

S . g

Plantetype Cellulose Hemicellulose Lignin
Ndletree 52 17 28
Lovtre 54 21 22
Hvedehalm 39 36 10
Byghalm 44 27 7
Havrehalm 41 16 11

Tabel 1. Sammensetning af tree og halm. Indholdet af cellulose, hemicellulose
og lignin er opgivet i veegtprocent af tgrveegt [4,5].

Enzym St(igill)s e Aktivitet

XYL 31 Endoxylanase
EGa 21 Endoglukanase
EGbI 53 Endoglukanase og
EGbH2 54 { endomannanase
CBHa 63 Cellobiohydrolase
CBHbD 70 Cellobiohydrolase

Tabel 2. Oversigt over oprensede enzymer fra P. brasilianum og deres aktivitet.

Figur 1. Strukturen af de tre hovedbestanddele i lignocellulose.

(A) Del af cellulosekeede. De rgde linjer angiver hydrogenbindinger som
stabiliserer strukturen.

(B) Del af hemicelluloses struktur. Her er vist xylan (xylose udggr hovedkce-
den) med forskellige sidegrupper og modificeringer.

C) De tre monomerer, som ved polymerisering giver lignin. Fra venstre ses p-
coumarylalkohol, coniferylalkohol og sinapylalkohol.

hgjst udbytte involverer en enzymatisk nedbrydning, men
prisen pa disse enzymer er i dag for hgj til, at processen er
gkonomisk rentabel.

Ved Center for Bioteknologisk Procesforskning (CPB) pa
BioCentrum-DTU forskes der i produktionen af enzymer til
brug i denne nedbrydning.

Hvad er lignocellulose?

Ramaterialet i fremstillingen af bioethanol kan vere enhver
form for lignocellulose, men det er typisk tre, papiraffald eller
overskudsmateriale fra landbruget, f.eks. halm. For at reducere
omkostningerne er det vigtigt at benytte et billigt ramateriale,
og i Danmark er halm en oplagt kilde.
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Endoglukanase Cellobiohydrolase B—glukosidase Glukose Produktinhibering

Figur 2. Oversigt over, hvordan de forskellige cellulaser og B-glucosidase
samarbejder om at nedbryde cellulose til glucose. Endoglucanaserne (grgn)

angriber hovedsageligt tilfeldige B-1,4-D-glucosidbindinger inden i cellulose-

polymeren, hvorimod cellobiohydrolaserne (r¢d) fraspalter cellobiose fra
keedens ender. To forskellige cellobiohydrolaser giver mulighed for fraspalt-
ning af cellobiose fra begge keedens ender. Det dannede cellobiose spaltes af
B-glucosidase (bld) til slutproduktet glucose. Bdade B-glucosidaser og
cellobiohydrolaser produktinhiberes af hhv. glucose og cellobiose.

Lignocellulose kan opdeles i tre hovedbestanddele — cellulo-
se, hemicellulose og lignin.

Cellulose er lange kader af glucoseenheder, op til 12.500,
bundet sammen med [-1,4-glucosidbindinger (figur 1A).

Hemicellulose er et mere heterogent polysaccharid, der
bestar af pentoser (xylose, arabinose) og hexoser (glucose,
galactose og mannose). I modsa&tning til cellulose er hemicel-
lulose forgrenet, og sukkerenhederne kan yderligere vaere
methyleret eller acetyleret (figur 1B).

Lignin udggr et netverk dannet ved polymerisering af
monomererne p-coumarylalkohol, coniferylalkohol og sinapyl-
alkohol (figur 1C). Det komplekse netvaerk omkapsler og
binder cellulose og hemicellulose sammen. Dermed forstarkes
strukturen og beskytter mod enzymatisk nedbrydning, f.eks.
ved svampeangreb pa planten. Den gennemsnitlige sammen-
setning af forskellige planter ses i tabel 1. Mellem de forskelli-
ge planter er der stor forskel i sammens&tningen af hemicellu-
lose. Lgvtre indeholder totalt 20% xylose og 2% mannose i
modstning til naletree, som indeholder 7% xylose og 10%
mannose, trods samme indhold af hemicellulose [6].

Enzymatisk nedbrydning af lignocellulose

Det fgrste trin i fremstillingen af ethanol er nedbrydning af
cellulose og hemicellulose til de respektive sukkermonomerer.
I modsztning til stivelsesholdige afgrgder, f.eks. korn, er
nedbrydningen af cellulose og hemicellulose til monosaccha-
rider mere vanskelig. Det er den vasentligste grund til, at det
trods den lavere pris pa ramateriale endnu ikke er gkonomisk

Figur 3. Skimmelsvampe pa agarplade. Til venstre Penicillium brasilianum og
til hgjre Penicillium pinophilum.
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rentabelt at producere ethanol ud fra lignocellulose. Hydrolyse
ved brug af enzymer medfgrer teoretisk det hgjeste udbytte af
alle sukre, da hydrolysen er specifik og udfgres under milde
betingelser. Den komplekse struktur af lignocellulose hindrer
dog en effektiv enzymatisk hydrolyse. Det er derfor ngdvendigt
at forbehandle materialet.

Forskningscenter Risg og DTU har sammen udviklet en ny
metode til halm, som vadoxideres under alkaliske betingelser,
hgjt tryk og temperatur (12 bar O, og 195°C) [3]. Processen
nedbryder delvist lignin og oplgser stgrstedelen af hemicellulo-
se, hvorved cellulose bliver mere tilgeengelig for enzymatisk
hydrolyse. Metoden danner ferre toksiske stoffer end den
alternative sure hydrolyse.

Enzymerne

Enzymerne til den enzymatiske hydrolyse inddeles i to hoved-
grupper — cellulaser og hemicellulaser. Cellulaser kan videre
inddeles i endoglucanaser og exoglucanaser. Endoglucanaserne
spalter tilfeeldige B-1,4-D-glucosidbindinger inde i cellulose-
kaeden, hvorimod exoglucanaser, ogsa kaldet
cellobiohydrolaser, spalter cellobioseenheder fra enderne af
cellulosekaden (figur 2). Det sidste trin i nedbrydningen af
cellulose er spaltningen af cellobiose til to glucosemolekyler
med enzymet B-glucosidase. Hemicelluloses mere heterogene
struktur betyder, at der kreves et stgrre antal enzymer for at
nedbryde det fuldstendigt. Som for cellulaser findes endo- og
exoenzymer, f.eks. endoxylanase, endomannanase, [3-
xylosidase og B-mannosidase. Endvidere findes enzymer til at
fjerne sidegrupper, f.eks. o-L-arabinofuranosidase og
acetylxylanesterase.

De fleste mikroorganismer kan ofte danne flere forskellige
enzymer med samme aktivitet (isoenzymer). Det er ikke
unormalt, at der produceres op til fem forskellige enzymer,
som alle har endoglucanaseaktivitet. [Isoenzymerne adskiller
sig bade fysisk (stgrrelse og isoelektrisk punkt) og i substrat-
specificitet. Nogle endoglucanaser har en vis grad af exoaktivi-
tet og kan yderligere have aktivitet mod andre polysaccharider
som mannan og xylan.

Forholdet mellem de forskellige enzymer skal vere afstemt,
hvis der skal opnas en effektiv nedbrydning af ramaterialet.
F.eks. vil lav B-glucosidaseaktivitet resultere i akkumulering af
cellobiose, som inhiberer cellobiohydrolaserne, hvorfor
effekten af lav B-glucosidaseaktivitet forgges. Samspillet
mellem endo- og exoglucanaserne giver ogsa en tydelig
synergieffekt. Endoglucanaserne bryder de lange cellulosekz-
der op og skaber derved nye celluloseender, som kan angribes
af cellobiohydrolaserne. Figur 2 viser, hvordan de forskellige
enzymer samarbejder om at nedbryde cellulose.

Screening og undersogelse af nye svampe for
produktion af enzymer
Cellulaser og hemicellulaser dannes af et bredt spektrum af
bakterier og skimmelsvampe. Mest interessant er dog skimmel-
svampe, da disse effektivt udskiller enzymerne til mediet,
hvilket letter oprensningen. Slegten Trichoderma blev opdaget
under anden verdenskrig, hvor den forarsagede nedbrydning af
bomuldsbekledning hos amerikanske soldater udstationeret i
Asien. Siden har den tiltrukket sig stor opmarksomhed, da den
udskiller en bred vifte af enzymer i hgje koncentrationer (op til
35 g/L). For at finde den optimale enzymblanding til effektiv
nedbrydning af lignocellulose er det relevant at undersgge nye
skimmelsvampe for enzymer med egenskaber, som er bedre
end hos allerede kendte enzymer.

Mykologigruppen pa BioCentrum-DTU er i besiddelse af en
stor samling skimmelsvampe tilhgrende sleegten Penicillium.
En rekke af disse svampe er pa CPB blevet undersggt for deres
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Figur 4. Assay til maling af cellulaseaktivitet. Filterpapir (cellulose) inkuberes
en time med enzym, og meengden af dannede reducerende sukre mdles med
dinitrosalicylsyre, hvilket giver anledning til et farveskifte fra gul til rgd.
Eksempel pa stigende meengde af enzym tilsat fra venstre mod hgjre. Samtidig
ses direkte, at papiret oplgses af cellulaserne.

produktion af cellulaser og hemicellulaser. Pa grundlag af
forsgg udfert i rystekolber med forskellige kulstofkilder
(cellulose eller hemicellulose) er der fokus pa tre svampe:
Penicillium pinophilum (figur 3), Penicillium persicinum og
Penicillium brasilianum (figur 3).

I gjeblikket studeres disse svampes potentiale for at produce-
re de omtalte enzymer, og det undersgges, hvordan forskellige
kulstofkilder pavirker dannelsen af de enkelte enzymer.

Brug of kapillarelektroforese til undersogelse

af enzymproduktion

Et vigtigt aspekt ved enzymproduktionen er, i hvor hgj grad
dannelsen af de forskellige cellulaser og hemicellulaser og de
forskellige isoenzymer pavirkes af svampens veakstforhold. Det
er kendt, at ved vakst pa en let omsattelig kulstofkilde som
glucose vil enzymdannelsen represseres. Vakst pa cellulose
giver hovedsageligt dannelse af cellulaser, hvorimod vakst pa
hemicellulose giver hemicellulaser. Der synes ogsa at veere en
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vis kobling mellem induktionen af de to enzymklasser. Det er
fortsat mere usikkert, om forholdet mellem de forskellige
isoenzymer ogsa pavirkes af kulstofkilden.

Klassiske malemetoder

Normalt bestemmes enzymproduktionen ved maling af enzym-
aktiviteten i mediet med forskellige enzymatiske assays. En
klassisk metode maler aktiviteten med filterpapir (ren cellu-
lose) som substrat. Filterpapiret nedbrydes af cellulaserne, og
efterfglgende males antallet af dannede reducerende sukre med
dinitrosalisylsyre (figur 4), hvorved man far et mal for den
totale cellulaseaktivitet. Det giver dog ikke nogen idé om
forholdet mellem endoglucanaser og exoglucanaser og slet ikke
om forholdet mellem isoenzymerne. Med mere specifikke
substrater kan man alene male endoglucanaseaktivitet i en
blanding af cellulaser. Der findes derimod ikke noget substrat,
som kun maler cellobiohydrolaseaktivitet. Undersggelser af
kulstofkildens indflydelse pa dannelsen af de forskellige
isoenzymer har derfor veret hindret af manglen pa analytiske
metoder. Separation af enzymerne ved gelelektroforese (SDS-
PAGE) muligggr detektion af de forskellige enzymer, men det
er ikke en god kvantitativ metode.

Nyudviklet metode med kapillarelektroforese

Pé CPB er der udviklet en metode pa kapillarelektroforese
(CE) som giver mulighed for separation og kvantificering af
enzymer, man ikke kan differentiere imellem ved brug af
enzymatiske assays.

Princippet i kapillarelektroforese (CE) er analogt til traditio-
nel gelelektroforese. I modsatning til SDS-PAGE foregar
separationen ikke i en gelmatrice, men i fri oplgsning, f.eks. en
phosphatbuffer. Det betyder, at bade stgrrelse og ladning af
proteinerne er afggrende for separationen. For en n&rmere
gennemgang af CE henvises til [7,8]. Apparaturet er meget
analogt til HPLC-udstyr, f.eks. er der online UV-detektion, og
kogrsel af et stgrre antal prgver sker automatisk. Det er i forhold
til gelelektroforese en fordel i forbindelse med kvantitative
analyser.

Forelobige resultater
Til dato er der oprenset seks enzymer fra P. brasilianum (tabel
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2), hvorved det er muligt at identificere og bestemme koncen-
trationen af disse i en ukendt kultiveringsprgve. Figur 5 viser
elektroferogrammerne fra en kultivering af P. brasilianum pa
hhv. cellulose og en blanding af cellulose og hemicellulose
(xylan). De oprensede enzymer udggr hovedparten af de
enzymer, som udskilles af svampen. Toppene af de to
cellobiohydrolaser (CBHa og CBHDb) er i begge tilfelde nesten
lige store. Derimod er toppene af de to endoglucanaser EGa og
EGb2 mindre ved vakst pa blandingen. Det er i overensstem-
melse med, at den malte endoglucanaseaktivitet var 40% lavere
i kultiveringen pa blandingen. Den totale cellulaseaktivitet
(malt med filterpapir) var nasten ens, hvilket kan skyldes, at
cellobiohydrolasem@ngden var nasten ens i begge tilfelde.

Med blot de fa oprensede enzymer ses det, at der kan hentes
en betydelig mengde ekstra information ud af analyserne pa
CE i forhold til enzymatiske assays. Det er muligt at bestemme
mangden af forskellige isoenzymer (EGa og EGb2), og man
kan bestemme mangden af cellobiohydrolase. Men selv uden
at kende enzymernes identitet giver CE en m@ngde informati-
on. Af figur 5 ses det, at tilstedeverelsen af hemicellulose
resulterer i dannelsen af en r@kke enzymer, som ikke dannes
ved vaekst kun pa cellulose.

En stor fordel ved metoden er den relativt korte analysetid pa
en halv time pr. prgve, og i én kgrsel er det muligt at male
mangden af mange enzymer samtidig. Ydermere foregar hele
analysen automatisk. Ved enzymatiske assays kan man kun
male en enzymaktivitet ad gangen, og de fleste metoder
involverer en hgj grad af manuelt arbejde, hvilket ggr det totale
analysearbejde til en forholdsvis arbejdskra@vende opgave.
Anvendelse af CE bidrager derfor med en betydelig maengde
information, og efterhanden som flere enzymer oprenses og
identificeres, stiger me@ngden af information, som hver enkelt
analyse giver.

CE-metoden er et nyttigt redskab til at analysere enzympro-
duktionen i detaljer og dermed fa en bedre forstaelse af regule-
ringen. Det er muligt at bestemme om forholdet, mellem ikke
blot de forskellige enzymklasser, men ogsa isoenzymerne
@ndres, afhengig af den anvendte kulstofkilde. Metoden kan
ogsa bruges til at gge forstaelsen af sammenhangen mellem
enzymsammens&tning og effektiviteten i nedbrydningen af
forskellige typer af lignocellulose. Pa leengere sigt kan denne
viden bane vejen for produktion af specialdesignede enzym-
blandinger, som har optimale egenskaber i forskellige applika-
tioner, f.eks. effektiv og billig nedbrydning af lignocellulose i
forbindelse med produktionen af bioethanol.
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Figur 5. Analyse pd kapillarelektroforese af prover fra to kultiveringer af
svampen Penicillium brasilianum pa hhv. cellulose (bla) og blanding af
cellulose og hemicellulose (r¢d). IS — intern standard tilsat for at forbedre
kvantificering. EOF — elektroosmotisk flow. Positionen af kendte enzymer er
angivet (se ogsd tabel 2).
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Nyt om biler

Chrysler har lgftet slgret for en hydridoboratbil. Brendstoffet
er NaBH,. Det kalder firmaet natriumborohydrid, vi systemati-
kere vil foretraekke navnet natriumtetrahydridoborat(1-).
Stoffet reagerer med vand under dannelse af natriummetaborat
og brint (dihydrogen)
NaBH,(s) + 2H,0(1) = NaBO,(s) + 4H,(g)
Hydrogenet benyttes i en brendselscelle
4H,(g) + Ox(g) = 2H,0())

som frembringer el, der driver en motor. Udstgdningsgassen er
derfor det bare vand. Bilen har en aktionsradius pa 500 km ved
kgrsel med farten 110 km/h. Nar al hydridoborat er omdannet
til metaborat, afleverer man det til genbrug.

Bos

2001: Chrysler shows borohydride car. Chemical & Engineering News.
17. December: 17.
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Nyt om dijerntrioxid
Taeghwan Hyeon i Seoul har meddelt en ny opskrift til frem-
stilling af Fe,O; dijerntrioxid ogsa kaldet jern(IIT)oxid.

Man begynder med jernpentacarbonyl Fe(CO)s, som opl@ses
i octylether, og der tilsattes oliesyre ved 100°C. Jern(IT)oleat
udfelder, og der opvarmes til 300°C. Med trimethylaminoxid
(CH;);NO oxideres oleatet til gamma-dijerntrioxid, som dannes
som nanokrystaller med tvarsnit mellem 4 og 16 nm.

Det er netop pointen ved al besvaeret. Hyeons metode giver
et veldefineret stof som bittesma krystaller af veldefineret
stgrrelse.

Bos

DaNGaNI, R. 2001: A better recipe. Chemical & Engineering News.
24. December: 9.

24/



