Fremstilling af bioethanol

— nutidens teknologi og fremtidens udfordringer

Bioethanol' til brendstofbrug fremstilles i dag primeert ud fra sukkerror eller stivelses-
holdige afgroder. En stor vaekst i bioethanolproduktionen krzever overgang til ramaterialer
sasom halm, papiraffald og trae. Disse ramaterialer er svaert nedbrydelige og deres
udnyttelse til ethanolproduktion er en teknologisk udfordring

Af Rasmus Devantier og Sven Pedersen, Novozymes A/S og Lisheth Olsson, Center for Mikrobiel Bioteknologi, BioCentrum-DTU

Ethanol er et af mange mulige alternativer til fossile braandstof-
fer. Ethanol fremstillet ud fra plantematerial e reducerer CO,-
udledningen, idet den maangde CO,, der dannes ved forbraam-
ding, modsvares af den maangde, der fikseres af de anvendte
planters fotosyntese [1]. Den mest energieffektive udnyttel se af
plantemateriale ville veare industriel forbraanding i et kraft-
vaak, men som transportabelt braandstof egner ethanol sig
godt. Ethanol kan bruges som en oktanhaever og erstatte f.eks.
det forurenende MTBE (methyltertisarbutylether) ved tilsadt-
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Figur 1. Produktionen af bioethanol i 2003 (mio. m®). Data fra [1].

ning af 5-10% til aimindelig benzin. En blanding alle biler kan
kgre p& uden aendringer. Ved mindre aandringer af motoren kan
de fleste biler kare pa blandinger med op til 85% ethanol. Til-
sagning af ethanol giver en renere forbraanding med lavere
emission af carbonmonoxid, flygtige organiske forbindel ser,
hydrocarboner og NO,; sidstnaavnte dog kun ved blandinger
over 50% ethanol. Politisk er der p& verdensplan stigende fokus
pé bioethanol, hvilket ogsa kan aflasses af, at verdens produk-
tion af bioethanol til transportbrug fra 2000 til 2003 er steget
med 65% til 29 mio. m*[1]. En fortsat stor vakst kraever over-
gang til andre ramaterialer sdsom halm, papiraffald, traem.m.
Som det sesi figur 1 produceres der relativt lidt ethanol i EU,
men EU-Kommissionen har vedtaget et direktiv, der foreskri-
ver at 2% af benzin og diesel skal vaze erstattet med bio-
braandsel inden udgangen af 2005 og 5,75% i 2010 [2]. Der
blev i EU i 2002 brugt omkring 120 mio. ton benzin til trans-
port [3], s4 2% svarer til 2,4 mio. ton eller 3 mio. m? ethanal,
hvilket naesten er det dobbelte af bioethanol produktioneni EU i
2003 p& 1,7 mio. m? (figur 1). Mht. biodiesel blev deri EU i
2003 produceret 1,6 mio. m?® svarende til 1% af EU’s diesel-
forbrug [1]. Da transportsektoren samtidig er i vaekst, kreeves
der en ret stor vakst i produktionen af biobraendsel for at nd
direktivets mal.
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Hvordan fremstilles bioethanol i dag?

| Brasilien er den nuvaarende produktion baseret pa sukkerrgr,
mens den i USA hovedsageligt er baseret pAmajs. Der findesto
hovedtyper af majshaserede processer, vadformaling og ter-
formaling. | vadformalingsprocessen separeres kim, fiber, pro-
tein og stivelse. Under de senere ars mange nybygninger af
ethanolfabrikker, har tendensen vaget at satse paterformaling,
idet etableringsomkostningerne er mindre som fglge af
simplere procesudstyr.

Ved terformaling formales majsen til en partikelstarrelse pa
omkring 1 mm og opslaammesi vand. Opslaamningen opvar-
mes il over stivelsens forklistringstemperatur (65-90°C) og til-
sadtes en varmestabil a-amylase, der hydrolyserer stivelsen til
en kortere kaedelaangde og derved reducerer viskositeten. For at
gore a stivelse tilgaangelig for a-amylasen jet-koges blandin-
gen nu ved 105-120°C. Jet-kogningen bevirker store forskyd-
ningskragter, der er med til at frigere stivelsen frafibre og pro-
teiner. Den hgje temperatur inaktiverer dog ogsa o.-amylasen,
saen ny dosis tilsates i den sekundaare forflydning (figur 2). |
den forflydigede maesk vil stivelsen nu veare omsat til oligosac-
charider med forskellige kaadelaangder. Pga. et relativt hgjt tar-
stofindhold er maesken dog stadig nearmest at sasmmenligne
med majsgred (figur 3). Jo hgjere tarstofindhold maesken har,
desto starre kapacitet vil en fabrik med et givet tank-volumen
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Figur 2. Procestil ethanolfremstilling ved terformaling af majs. Se teksten for
detaljer. DDGS: Distiller’s Dried Grains with Solubles. Modificeret efter [5].

have. Derfor har der vagret en stadig udvikling mod hgjere tar-
stofindhold, sa man nu typisk opererer med 33-37% w/w tear-
stof, ogsa kaldet »very high gravity« (VHG)-teknologi. Disse
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hgje tarstofindhold kree
ver bl.a. en meget effek-
tiv a-amylase, der er i
stand til at nedsedte vis-
kositeten i den primaae
forflydning (figur 2), for
at maesken overhovedet
kan pumpes, jet-koges
0sV.

| neeste trin nedbrydes
oligosacchariderne med
glucoamylase til gluco-
se, som gaa (Saccharo-
myces cerevisiae) om-
sadter til ethanol. Deto
processer udfgres nor-
malt samtidig, det kal-
des da SSF (Simultane-
ous Saccharification and
Fermentation/samtidig
forsukring og forgee
ring). Denne proces va-
rer typisk 2 dagn. Et ek-
sempel, p& hvordan oli-
gosaccharider (dextrin)
nedbrydes enzymatisk,
maltose og glucose dannes og forbruges, og gea, ethanol og
glycerol produceres gennem en SSF-gaaring, kan sesi figur 4,
side 28. De hgje tarstofniveauer gar, at ogsa den anvendte gaa-
stamme mé& vaere tolerant over for de hgje koncentrationer af
glucose og maltosei starten af gaaingen og den fglgende hgje
koncentration af ethanol i slutningen af processen [4]. Samtidig
forsukring og forgazring har nogle fordele frem for at kare deto
processer separat: For det farste spares et procestrin (en tank),
for det andet holdes niveauet af hydrolyseprodukterne - glucose
og maltose - nede ved gaarens samtidige forbrug. Derved brem-
ses enzymreaktionen ikke af hgje produktkoncentrationer, og
gagren udsadtes ikke for s& hgje glucose- og maltosekoncentra-
tioner, at de giver anledning til at gaaren pévirkes af osmotisk
stress.

| et samarbejdsprojekt mellem Novozymes og Center for Mi-
krobiel Bioteknologi ved BioCentrum-DTU er et system til ka-
rakterisering af disse gaainger sat op (figur 4). Det er bl.a. kon-
stateret, at gaarstammen skal vegre stresstolerant for at kunne
omsadte al substratet til ethanol. Selv stresstolerante stammer
stresses dog i nogen grad af de hgje koncentrationer af maltose
0g glucose, men denne stress farer faktisk til en hgjere ethanol-
dannel seshastighed. Det er ogsa vist, at omkring halvdelen af
ethanolen dannes efter at gaaren er overgdet til stationas fase
(figur 4). At gazren ikke fortsadter med at vokse under hele gee
ringen gger andelen af substrat, som omsadtestil ethanol ift.
gaar-biomasse og derved fas et hgjere ethanoludbytte. De naeste
skridt i projektet er maling af intracelluleare metabolitters kon-
centration og ekspressionsniveau af samtlige gener for at opna
yderligere forstaelse af gagrens fysiologi under disse gaainger
og derved blivei stand til at optimere procesbetingel serne og/
eller gagren.

Efter gegringen destilleres ethanolen fra. Nogle fabrikker op-
samler den dannede carbondioxid, som renses og sedges. De
uoplgselige dele i baarmen (destillationsresten, pa engelsk
»stillagex) fjernes ved centrifugering. Den resterende vaeske
inddampes, og koncentratet sprayes pa de uoplaselige dele un-
der tarring af disse. Derved fas »distiller’s dried grains with
solubles« (DDGS), der sedges som et fiber- og proteinrigt fo-
der. Det vand, som fjernes ved inddampningen, genbruges ved
at fare det tilbage i processen til opslaamningstrinnet. Ofte er
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Figur 3. Opsagning til karakterisering af
ethanolgazinger fra terformalet majs.
Maesken er gredagtig med opslaanmede
grove partikler.
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inddamperen ikke dimensioneret til at handtere hele stremmen,
0g en del »thin stillage« returneres ligel edes som »backset
stillage.

Fremtidens ethanolproduktion fra fiberholdige rématerialer

En fortsat vakst i ethanol produktionen kan ikke kun baseres pa
stivel sesholdige afgrader, bl.a. fordi afgraderne ogsa har andre
anvendel ser (fgdevarer og foder), sa prisen vil stige med efter-
spergslen. Fiberrige affal dsprodukter sdsom halm, papiraffald,
tree(flis, spaner) er tilgangelige i store mamngder, de er hillige
og har ikke mange alternative anvendel sesmuligheder.
Lignocellulose er en fadlesbetegnel se for de vigtigste bestand-
dele af plantefibre: Cellulose, hemicellulose og lignin. Cellu-
lose er lange kaader af glucoseenheder. Hemicellulose er et he-
terogent polysaccharid, som bestér af bade pentoser (xylose,
arabinose) og hexoser (glucose, galactose og mannose). Lignin
er polymerer af forskellige aromatiske forbindelser [6]. Det er
monosacchariderne, som fas ved hydrolyse af cellulose og
hemicellulose, der kan omdannestil ethanol. Det er dog ikke
ligetil, idet lignocellulosen er svaat nedbrydelig, og der findes
ikke en mikroorganisme, der effektivt kan omsadte alle
monosacchariderne til ethanol. Derfor forskes der rundt om i
verden intenst i bade effektiv hydrolyse af plantefibre og effek-
tive mikroorganismer til omdannelse af de forskellige
monosaccharider, bl.a. ved Novozymes og Center for Mikro-
biel Bioteknologi.

Tre hovedudfordringer ved fiberbaseret ethanolproduktion
Hovedudfordringerne ved at anvende lignocellulosehol dige ré&-
materialer til ethanolproduktion er forbehandling, enzymatisk
hydrolyse og forgezring [7,8].
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Figur 4. Eksempel pa koncentrationerne af oligosaccharider (dextrin),

maltose, glucose, gag, ethanol og glycerol gennem en SSF-gagring af
maj smeesk med 35% total terstof bestemt i |aboratorieopsagningen i figur 3.
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Forbehandling

Forbehandlingen har til forma at gere lignocel lul osens struktur
modtagelig for enzymatisk nedbrydning. Forbehandling af
lignocellulose kraever en noget hérdere behandling end ved for-
flydning af stivelse. Efter findeling af ravaren er der flere mulighe-
der, f.eks. behandling med fortyndet syre ved hgj temperatur
(180-230°C), koncentreret syre ted ved stuetemperatur, damp-
eksplosion, ammoniak-fryseeksplosion eller vadoxidering. Hver af
disse har fordele og ulemper mht. processens kompleksitet, genan-
vendelse af dyre reagenser, nedbrydning af monomerer og dan-
nelse af inhibitorer for de enzymer og mikroorganismer, der skal
bruges senere. Eksempelvis sker dampeksplosion ved damp-
opvarmning til 160-250°C under tryk og pludselig trykudligning.
Hemicellulose hydrolyseres herved delvist, og lignin redistribue-
res og fjernes delvist fra cellulosen. Lignin er dog stadig en fysisk
barriere for enzymerne og kan ogsairreversibelt adsorbere dem, sa
det skal helst fjernes. | Danmark har Forskningscenter Risag og
DTU udviklet vadoxidering, som ved tilsagning af 10-12 bar ilt og
opvarmning til 170-200°C gar processen exoterm. Herved oplgses
en stor del af ligninen og hemicellulosen, og ved at holde proces-
sen basisk mindskes dannelsen af inhibitorer [7].

Enzymatisk hydrolyse

Cellulose optraeder delvist krystallinsk og er derfor den svaarest
nedbrydelige ddl af lignocellulose. Et helt sat af cellulaser
(endoglucanaser, exoglucanaser/cellobiohydrolaser og 3
glucosidaser) er nadvendige for at nedbryde cellulosetil glucose.
Endoglucanaser klgver tilfaddigt indei cellulosekaader i den
amorfe del og friger derved flere ender, som cell obiohydrol aser
kan frigare cellobiose fra. Cellobiohydrolase kan desuden frigare
cellobiose fraenderne af krystallinsk cellulose. Cellobiose
hydrolyserestil glucose af [3-glucosidase. Cellobiohydrolaserne er
inhiberet af cellobiose, si hydrolysen af cellobiose er vigtig for
cellobiohydrolaseaktiviteten. Samspillet mellem cellulaserne er
komplekst og endnu langt fraforstaet [7]. Der findes kommer-
cielle cellulaseprodukter, men deres hgje pris har hidtil vaaet en
vaesentlig forhindring for en rentabel ethanol produktion. Et starre
forskningsprogram under USA’s Department of Energy (DOE) har
ved kontrakt med bl.a. Novozymes reduceret prisen pacellulaser
til ethanol produktion med en faktor 20, hvilket er et stort skridt pa
vejen mod en rentabel ethanol produktion fralignocellulose[9].

Forgaaring

For at udnytte substratet skal bade glucose og pentoserne fra
hemicellulosen omsadtestil ethanol. S. cerevisiae, der er den
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mest velkendte mikroorganisme til ethanol produktion, kan om-
sadte hexoser, men ikke pentoser. Det har man forsggt at rade
bod paved at indszgte gener for pentoseudnyttel se fra andre
mikroorganismer i S. cerevisiae og termotolerante gea €eller ved
at udvikle genetisk modificerede stammer af bl.a. Zymomonas
mohilis, E. coli eller termofile bakterier. Man er kommet langt i
denne udvikling, men endnu er produktiviteten (ethanol dannet
pr. tid og volumen) kun pa 25-50% af, hvad man i dag opnar
med S. cerevisiae under industrielle forhold [7].

Andre vanskelige aspekter ved fiberbaseret ethanolproduktion
Ud over de beskrevne hovedudfordringer ved fiberbaseret
ethanol produktion kan man ved sammenligning med den be-
skrevne tarformalingsproces, der er optimeret gennem mange
ar, finde andre udfordringer. F.eks. kan man ikke umiddelbart
arbejde med sa hgje tarstofniveauer, da lignocellulose giver
endnu hgjere viskositet end stivelse. Det har konsekvenser for
kapaciteten af procesanlagy og for vand- og energiforbruget.
Muligheden for genanvendelse af vand kan ogsa begraanses af
dannede inhibitorer. Der skal findes en passende made at
komme af med restprodukter pa. En redlistisk made er forbraan-
ding pa stedet til delvis dakning af processens energibehov.

Alti at er der en lang raskke teknol ogiske vanskeligheder,
som skal overvindes, inden fiberbaseret ethanol produktion kan
ske kommercielt og i stor skala. Det forklarer, hvorfor udvik-
lingen ikke gér hurtigere, og hvorfor investorer er tilbagehol-
dende [10]. Med moderne vaaktgjer inden for bioteknologi er
det bestemt muligt at overvinde vanskelighederne, men integra-
tionen til en robust og rentabel proces vil stadig tage tid. | Dan-
mark er der flere lokaleinitiativer, der arbejder for denne pro-
cesintegration. Ved Elsam i Odense er der som en del af et star-
re EU-projekt opfart et stort pilotanlegy. En del EU-stgttede
forskningsprojekter inden for biobraandstof har ogsa dansk del-
tagelse af Elsam, Novozymes, DTU, Risg og KVL.

For nylig er Danish Center for Biofuels (www.hiofuels.dk)
dannet som et fadles forum for forskningsgrupper pADTU,
Risg og KVL, for at fremme viden og udviklingen inden for
biobramndstoffer.

Novozymes - Unlocking the magic of nature
Novozymes er en af de farende bioteknol ogiske virksomhe-
der inden for enzymer og mikroorganismer. Firmaets | gsnin-
ger er baseret pa naturens egen teknologi. Malet er hele ti-
den at udvide gramserne for, hvordan biologiske |gsninger
kan fremme industriens muligheder over hele verden.
Mottoet er Better lives on a greener Earth! Aldrig har ef-
terspargslen efter bioethanol vaget sterre, end den er i dag.
Der arbejdestil stadighed pa nye enzymteknol ogier, som vil
gere det muligt at producere bioethanol fra organiske af-
faldsprodukter som halm, traespaner og majsstaengler.

E-mail-adresser

Rasmus Devantier: rdev@novozymes.com
Sven Pedersen: svp@novozymes.com
Lisbeth Olsson: lo@biocentrum.dtu.dk

Fodnote

YMed bioethanol menes der her ethanol til transportbrug (fuel ethanol)
fremstillet ud fra ethvert biologisk materiale. | andre sammenhaange
anvendes bioethanol kun om ethanol, der er fremstillet ud fra fiberholdige
rématerialer sasom halm, papiraffald, treeog ikke fra stivelses- eller
sukkerholdige afgreder.
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Ehi:'z-pyr:;;rodukﬁon i Aspergillvs-
familien fra forskellige carbonkilder

Afhandlingen beskriver resultater fra studier af metabolismen
af forskellige sukkere i skimmelsvampe frafamilien
Aspergillus, og hvordan metabolismen af disse sukkere er rela-
teret til enzymproduktion. Xylose er en attraktiv, alternativ
kulstofkilde til industrielle fermenteringsprocesser, idet dette
sukker er til stedei store maangder i lignocellulose, der er en
billig révare. Det er dog nadvendigt at forbedre udnyttelsen af
xylose, og endvidere er der problemer med glucose-repression
af udnyttelsen af xylose.

| den farste del af studiet blev kulstofmetabolismen af xylose
0g glucose undersgagt.

Kontrol af fluxen igennem den pathway, hvor xylose meta-
boliseres, blev undersggt ved brug af metabolsk kontrolanaly-
se. Analysen viste, at fluxkontrol for det meste er ved det farste
enzymatiske trin, ved xylose-reduktase. Det er umiddel bart pa-
radoksalt daxylitol (der dannes af xylose-reduktase) findesi
relativt hgje koncentrationer i cellen. Under vaskst pa glucose-
xylose-blandinger blev det fundet, at proteinet CREA er an-
svarlig for glucose-repression af xylose-metabolismen, og at
CREA er involveret i repression af enzymproduktion, bade ved
vaekst pa glucose og xylose.

| den anden del af studiet blev TAKA-amylase promoteren
fra skimmelsvampen Aspergillus oryzae anvendt til at drive ud-
trykkelse af heterologe gener i skimmelsvampen Aspergillus
niger. Hgje produktiviteter af svampelipaser kunne opnas ved
brug af denne promoter i Aspergillus niger. Det var muligt at
opna en effektiv udskillelse af lipaser til det ekstracellulaare
medium i Aspergillus niger, hvis der blev anvendt en prepro-
sekvens for lipase B fra Candida antartica.

Wai Prathumpai, BioCentrum-DTU
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Ny europzisk politik mod
bioterrorisme

| december 2001 igangsatte EU et program til beskyttelse af
borgernes sikkerhed — et program der omfatter radioaktive, bio-
logiske eller kemiske trusler.

Med dette udgangspunkt har New Defence Agenda, NDA,
http://www.newdefenceagenda.org/ netop afviklet en offentlig
debatrunde i Bruxelles. NDA er et diskussionsforum, der bl.a.
inddrager EU og NATO i debatten om aktuelle sikkerheds- og
forsvarstemaer.

Spargsmalene lad bl.a.: Hvilke ressourcer har Europatil at
imadega et angreb af koppevirus? Hvordan kan disse ressour-
cer bedst anvendes? Hvor langt kan de europad ske lande skabe
enighed omkring bioterrorberedskabet? Hvad kan vi laae frade
seneste kriser omkring nyopstaede sygdomme som SARS og
fjerkreesinfluenza?

M adet farte til formuleringen af adskillige overordnede re-
kommandationer for den europada ske politik.

| sin konklusion af maderne opstillede direktaren for NDA,
Giles Merrit, tre overordnede malsagninger for gennemferelsen
af en fadles politik:

- Forbedret national beskyttelse mod bioterroristangreb er nad-
vendig — specielt inden for |aboratoriekapacitet, patogene
overvagningsprogrammer, ggede ressourcer samt forskning og
udvikling.

- Der er behov for regional og international koordination af
krisestyringen.

- Der er brug for udviklingen af hurtigere rapporterings-
systemer i tilfadde af sygdomsudbrud.
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