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Ethanol Producing Acetogens for Syngas
Fermentation – A Comparative Study

Abstract
The use of fossil fuels contributes to global warming, which is one of the biggest pro-
blems in today’s society. An alternative to reduce the use of fossil fuels is to instead use
renewable fuels, such as bioethanol. One way to produce bioethanol is to allow anaerobic
microorganisms to ferment syngas, a mixture of carbon monoxide, carbon dioxide and
hydrogen gas. The purpose of the work was to evaluate and rank microorganisms, which
by fermentation of syngas, have the greatest potential for high ethanol production.

A literature review gathered information of around 100 microorganisms to find the orga-
nisms with the greatest potential for ethanol production. The results showed that Clostri-
dium autoethanogenum, Clostridium carboxidivorans, Clostridium coskatii, Clostridium
ljungdahlii and Clostridium ragsdalei were the microorganisms with the greatest poten-
tial.

In addition to the literature study, an experiment was performed where inhibitor tolerance
was examined. The inhibitor ammonia was added to C. ljungdahlii, C. autoethanogenum
and C. carboxidivorans. These three organisms were deemed to have high potential in
the literature review and were available at the institution. The result showed that no
organism grew at 100 mM of ammonia. C. ljungdahlii showed the highest tolerance as
neither ethanol formation nor growth decreased significantly at 50 mM and below. The
ethanol production of C. autoethanogenum decreased already at 35 mM. The ethanol
production C. carboxidivorans decreased at 50 mM ammonia.

The work was carried out at Chalmers University of Technology.

Keywords: ethanol production, syngas, syngas fermentation, acetogens, Clostridium, am-
monia.
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Sammanfattning
Användningen av fossila bränslen bidrar till den globala uppvärmningen, som är ett av
de största problemen i dagens samhälle. Ett alternativ för att minska användandet av
fossila bränslen är att istället använda förnyelsebara bränslen, till exempel bioetanol. Ett
sätt att producera bioetanol är att låta anaeroba mikroorganismer fermentera syngas, en
blandning av kolmonoxid, koldioxid och vätgas. Syftet med arbetet var att utvärdera och
rangordna mikroorganismer som genom fermentering av syngas har störst potential för
hög etanolproduktion.

Genom en litteraturstudie samlades information om ungefär 100 mikroorganismer, för
att hitta de organismer med störst potential för etanolproduktion. Resultaten visade att
Clostridium autoethanogenum, Clostridium carboxidivorans, Clostridium coskatii, Clostri-
dium ljungdahlii och Clostridium ragsdalei var de mikroorganismer med störst potential.

Utöver litteraturstudien utfördes även en laboration med avseende på inhibitortolerans.
Inhibitorn ammoniak tillsattes till C. ljungdahlii, C. autoethanogenum och C. carboxi-
divorans. Dessa tre organismer bedömdes ha stor potential i litteraturstudien och fanns
tillgängliga på institutionen. Resultatet visade att ingen organism växte vid 100 mM
ammoniak. C. ljungdahlii visade högst tolerans då varken etanolbildning eller tillväxt
minskade signifikant vid 50 mM och lägre. Etanolproduktionen hos C. autoethanogenum
minskade redan vid 35 mM. C. carboxidivoras etanolproduktion minskade vid 50 mM
ammoniak.

Arbetet utfördes på Chalmers tekniska högskola.

Nyckelord: etanolproduktion, syngas, syngasfermentering, acetogener, Clostridium, am-
moniak.
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Förkortningar

ACS - Acetyl-CoA-syntas
ADH - Alkoholdehydrogenas
AOR - Aldehyd ferredoxin oxidoreduktas
CoA - Koenzym A
CODH - Kolmonoxiddehydrogenas
CoFeSP - Korrinoid-järn-sulfatprotein
FDH - Formatdehydrogenas
HPLC - High performance liquid chromatography
MES - Mikrobiell elektrosyntes
OD - Optisk densitet
THF - Tetrahydrofolat
WLR - Wood-Ljungdahl-reaktionsvägen
YTF - Yeast-tryptone-fructose
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1 | Inledning

Stora mängder gasutsläpp bildas vid användning av fossila energikällor [1]. Detta har bi-
dragit till ett av vår tids största problem, den globala uppvärmningen, som är ett resultat
av en ökning av växthuseffekten [2]. En fjärdedel av Europas växthusgasutsläpp orsakas
av transportsektorn [3]. En möjlighet för att reducera användningen av fossila energikäl-
lor i transportsektorn är att skapa etanol från biomassa. Etanol är ett bra alternativ till
bensin tack vare att den är vattenfri, syrehaltig och har högt oktaninnehåll [1]. Med hjälp
av ny teknik och cirkuläritet i användning av jordens resurser kan vårt ekologiska avtryck
på jorden förminskas.

En relativt ny teknik för etanolproduktion är fermentering av syngas [4]. Syngas är en
gasblandning bestående av kolmonoxid (CO), vätgas (H2), och koldioxid (CO2) [2]. En
fördel med fermentering av syngas jämfört med traditionell etanolproduktion är att syngas
kan framställas genom att förgasa vilket kolhaltigt material som helst, såsom biomassa
eller biologiska avfallsprodukter [5]. Syngas kan även tas tillvara från industriella avgaser.
Mikroorganismer som har egenskapen att fixera syngas kan sedan genom fermentering
omvandla syngasen till kemikalier, exempelvis etanol [5]. Det pågår ett intensivt arbete
kring optimeringen av denna process och därmed finns ett stort intresse för mer effektiva
mikroorganismer [6].

1.1 Syfte
Syftet med arbetet var att utvärdera och rangordna mikroorganismer som genom fermen-
tering av syngas har störst potential för etanolproduktion. I en litteraturstudie under-
söktes mikroorganismernas förmåga att växa på syngas, etanolproduktion och utbyte av
etanol. Inga genmodifierade mikroorganismer inkluderades i utvärderingen. Som ett kom-
plement till litteraturstudien undersöktes mikroorganismerna Clostridium autoethanoge-
num, Clostridium ljungdahlii och Clostridium carboxidivorans laborativt med avseende
på tolerans mot ammoniak.
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2 | Teoribakgrund

I detta kapitel redovisas relevanta delar av den nuvarande kunskapen inom området
för studien. Detta inkluderar framställningen av syngas, väsentlig information rörande
mikroorganismerna av intresse och syngasfermenteringen.

2.1 Framställning och användning av syngas
Syngas är som tidigare nämnt en gasblandning bestående av kolmonoxid, vätgas och
koldioxid [2]. Den framställs genom förgasning av kolhaltiga material, vid temperaturer
runt 600-900°C eller högre [7]. En stor fördel med förgasning är att det går att använda i
princip vilka kolbaserade råmaterial som helst [2] såsom vegetabilisk och animalisk bio-
massa, gas från raffinaderier samt andra organiska restprodukter [8]. Detta ger möjlighet
att använda avfallsgaser från industrier, men även hushållssopor [5]. Däremot används
fortfarande fossila bränslen såsom kol vid produktion av syngas, eftersom kol har lågt
fuktinnehåll, hög densitet och är mer energirikt jämfört med biomassa [8]. Det beräknas
att cirka 55 procent av syngasproduktionen år 2008 härstammade från kol [8]. Vanligen
förgasas en blandning av kol och biomassa. Detta minskar kostnad, innehållet av svavel
samt utsläpp av koldioxid och kväveoxider (NOX) [8].

För tillfället finns det tre stora aktörer som kommersiellt producerar bioetanol från syng-
as. Dessa är LanzaTech [9], Synata Bio (tidigare Coskata) [10] och Frankens Energy LLC
(tidigare INEOS Bio) [11]. De företag som arbetar på kommersiell skala har ofta problem
med låg etanolkoncentration (2 procent), att rena processen, föroreningar och att det
fortfarande är en dyr process med höga driftkostnader [6].

2.2 Acetogener
Acetogener är samlingsnamnet för strikt anaeroba mikroorganismer som via Wood-
Ljungdahl-reaktionsvägen, WLR, kan bilda acetyl-koenzym A, acetyl-CoA [12]. Acetyl-
CoA är en intermediär som reagerar vidare till framför allt acetat men även etanol [13].
Mikroorganismens produktion av energi måste även vara kopplad till WLR för att den
ska klassas som en acetogen [12]. Acetogener växer kemoautolitotroft på kolmonoxid el-
ler vätgas och koldioxid [14], men kan också tillgodogöra sig vanliga sockerarter som till
exempel fruktos och glukos [12]. Naturligt återfinns de i miljöer som exempelvis jord,
slam, sediment och fekalier [15]. De två mest välstuderade av de 22 för närvarande kända
släktena av acetogener är Clostridium och Acetobacterium [15, 16].

2.3 Wood-Ljungdahl-reaktionsvägen
Wood-Ljungdahl-reaktionsvägen är en metabolisk reaktionsväg som acetogener använder
[17]. I figur 2.1 finns WLR schematiskt avbildad. Reaktionsvägen har antingen kolmo-
noxid eller koldioxid och vätgas som substrat. Via olika reduceringar bildas den viktiga
intermediären acetyl-CoA, och vidare acetat [17]. Reaktionsvägen är uppdelad i två olika
grenar, metylgrenen och karbonylgrenen [18]. Beroende på vilken typ av substrat som
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2. Teoribakgrund

används, kolmonoxid eller koldioxid och vätgas, blir reaktionsvägarna till acetyl-CoA oli-
ka [17]. Då enbart kolmonoxid används som substrat går det direkt in i karbonylgrenen.
För att kunna användas i metylgrenen måste kolmonoxid däremot först oxideras till kol-
dioxid. Om istället koldioxid används tillsammans med vätgas reduceras koldioxid till
kolmonoxid i karbonylgrenen medan det går rakt in i metylgrenen [17].

Figur 2.1: Etanolbildning via Wood-Ljungdahlsreaktionsvägen. Enzym är markerade i
rött, reduceringsekvivalenter [H] och ATP är markerade i blått. THF står för tetra-
hydrofolat, CODH för kolmonoxiddehydrogenas, FDH för formiatdehydrogenas, FTHFS
för formyl-THF-syntetas, MTHFC för metenyl-THF-cyklohydrolas, MTHFD för metylen-
THF-dehydrogenas, MTHFR för metylen-THF-reduktas, MET för metyltransferas, CoA
för koenzym A, ACS för acetyl-CoA-syntas, PTA för fosfotransacetylas, ACK för acetat-
kinas, AOR för aldehyd:ferredoxinoxidoreduktas, ADH för alkoholdehydrogenas.

WLR kan sammanfattas med hjälp av ekvation (2.1) då kolmonoxid används som substrat
och med hjälp av ekvation (2.2) då koldioxid och vätgas används som substrat [19]. WLR
kan variera hos olika acetogener med exempelvis olika reduceringsekvivalenter, men här
redovisas WLR som den rapporterats i Moorella thermoacetica [20].

6CO + 3H2O C2H5OH + 4CO2 (2.1)

2CO2 + 6H2 C2H5OH + 3H2 (2.2)

2.3.1 Metylgrenen
Längs metylgrenen sker en rad reaktioner till den slutgiltiga produkten metyltetrahydro-
folat, metyl-THF [17]. Den första reaktionen i metylgrenen sker då kolmonoxid används
som substrat och katalyseras av enzymet kolmonoxiddehydrogenas, CODH. Reaktionen
sker eftersom det först måste oxideras till koldioxid enligt ekvation (2.3). En så kallad
ping-pong-reaktion ingår i mekanismen för CODH där CODH reduceras av kolmonoxid
för att sedan oxideras av exempelvis proteinet ferredoxin [20].
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2. Teoribakgrund

CO + H2O CO2 + 2H+ + 2e− (2.3)

I nästa reaktion reduceras koldioxid till formiat, enligt ekvation (2.4) [18]. Reduktionen
katalyseras av enzymet formatdehydrogenas, FDH, och NADPH används som reduce-
ringsagent [20].

NADPH + CO2 + H+ formiat + H+ (2.4)

Formiat slås sedan samman med tetrahydrofolat, THF, för att bilda formyl-THF i en
ATP-beroende reaktion som katalyseras av enzymet formyl-THF-syntetas enligt ekvation
(2.5). Reaktionen kräver 1 ATP [17, 18].

formiat + H+ + ATP + THF formyl−THF + ADP + Pi (2.5)

Det nästkommande steget skiljer sig åt mellan olika acetogener, men resulterar i
samma produkt [17, 18]. Formyl-THF omvandlas till metylen-THF via metenyl-THF-
cyklohydrolas och metylen-THF-dehydrogenas [17, 20]. Dessa två enzym är antingen delar
av samma bifunktionella proteinkomplex eller åtskilda som monofunktionella proteiner
[17]. Reaktionerna som de två enzymerna katalyserar ges av ekvation (2.6) respektive
(2.7) [20].

formyl−THF + H+ metenyl−THF + H2O (2.6)

NADPH + metenyl−THF metylen−THF + NADP+ (2.7)

Metylen-THF-reduktas reducerar därefter metylen-THF till metyl-THF enligt ekvation
(2.8) [18, 20]. I denna reaktion kan reducerat ferredoxin användas som reduceringsekvi-
valent [18]. I och med detta steg är metylgrenen avslutad.

2e− + H+ + metylen−THF metyl−THF (2.8)

2.3.2 Karbonylgrenen
I karbonylgrenen bildas en karbonylgrupp. Den används i reaktionen som bildar acetyl-
CoA. I karbonylgrenen tas kolmonoxid in direkt medan koldioxid först reduceras till
kolmonoxid enligt ekvation (2.9). Reduceringen av koldioxid sker med hjälp av det bi-
funktionella enzymkomplexet CODH/ACS [17].

CO2 + 2H+ + 2e− CO + H2O (2.9)

CODH i det bifunktionella enzymkomplexet är nästan detsamma som det monofunk-
tionella CODH i metylgrenen [20]. Enzymerna är väldigt lika, men CODH katalyserar
oxidationen av kolmonoxid till koldioxid medan CODH i CODH/ACS-komplexet kataly-
serar reduktionen av koldioxid till kolmonoxid [20]. Acetyl-CoA-syntas, ACS, katalyserar
kombineringen av metylgruppen och karbonylgruppen till acetyl-CoA [18]. Det är effek-
tivt för acetogener att CODH och ACS är parade, då kolmonoxid som bildats i det aktiva
centrumet i CODH enkelt kan ta sig till det aktiva centrumet i ACS [18, 20].
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2. Teoribakgrund

2.3.3 Från metyl-THF och kolmonoxid till acetat
Metylgruppen från metyl-THF förs över till ett korrinoid-järn-sulfatprotein, CoFeSP, med
hjälp av enzymet metyltransferas [17]. Där binder den till kobaltcentrumet. CoFeSP bin-
der sedan till ACS och metylgruppen kan därmed levereras [18]. CoA tillkommer också
och reaktionen enligt ekvation (2.10) kan då katalyseras med hjälp av ACS [20].

CO + metyl−CoFeSP + CoA acetyl−CoA + CoFeSP (2.10)

Acetyl-CoA omvandlas sedan via fosfotransacetylas till acetyl-fosfat och vidare till acetat
via acetatkinas. I det sista steget utvinns 1 ATP [17].

2.3.4 Energiutvinning från WLR
En förbrukad ATP i metylgrenen och en producerad ATP i det sista steget i WLR innebär
att nettoproduktionen av ATP via substratnivåfosforylering är noll [18, 21]. Substratni-
våfosforylering innebär att ATP bildas via direkt addition av en fosfatgrupp till ADP.
Det är istället via oxidativ fosforylering som acetogener får en nettoproduktion av ATP
[21]. Oxidativ fosforylering innebär att en kemiosmotisk gradient över cellmembranet
utnyttjas för att bilda ATP. En kemiosmotisk gradient uppstår när det finns en koncent-
rationskillnad över membranet. I och med detta uppstår även en skillnad i laddning över
membranet [22].

Olika acetogener bygger upp olika kemiosmotiska gradienter [21]. Det finns tre modellor-
ganismer bland acetogenerna för studering av energiutvinning [21]. Dessa är Acetobacteri-
um woodii, C. ljungdahlii och M. thermoacetica. I C. ljungdahlii utnyttjas det reducerade
ferredoxinet från WLR för att aktivera ett så kallat Rnf-komplex [5]. Rnf-komplexet sit-
ter i cellmembranet och skapar den kemiosmotiska gradienten över membranet genom
att pumpa ut vätejoner (H+) ur cellen [17]. Även ATPase sitter i cellmembranet hos alla
tre modellorganismer [21]. Det utnyttjar den kemiosmotiska gradienten och bildar ATP.
Rnf-komplex används likaså hos A. woodii, men här pumpas natriumjoner (Na+) istället
för vätejoner. Hos M. thermoacetica används dock så kallade Ech-komplex som pumpar
vätejoner [21]. Ech-komplexet aktiveras likt Rnf-komplexet av reducerat ferredoxin men
skillnaden är att Ech-komplexet självt reducerar vätejoner i cellen medan Rnf-komplexet
reducerar NAD+ till NADH [17, 21].

2.3.5 Etanolbildning i acetogener
Alla acetogener bildar acetat som produkt vid syngasfermentering [15]. Dock kan en
mängd andra produkter bildas, såsom etanol [6]. Många av de etanolbildande acetoge-
nerna återfinns i bakteriesläktet Clostridium [6], men det finns även andra släkten som
bildar etanol via WLR, såsom Alkalibaculum [23] och Sporomusa [24]. Utgångspunkten för
att bilda etanol är acetyl-CoA [17], vilket ses i figur 2.1. Acetyl-CoA reduceras och bildar
intermediären acetaldehyd via enzymet alkoholdehydrogenas. Samma enzym reducerar
därefter acetaldehyd till etanol [17]. En alternativ reaktionsväg för etanolproduktion är
via acetat [25]. Acetat omvandlas till acetaldehyd via aldehyd:ferredoxinoxidoreduktas
och sedan via reaktion med alkoholdehydrogenas bildas etanol [25].
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2. Teoribakgrund

2.4 Genetisk modifiering
Genetisk modifiering av acetogener har en stor potential för höjd produktivitet och ett
bredare produktspektra. Genom genetisk modifiering har till exempel etanolproduktionen
höjts hos C. authoethanogenum [5] och butanol har producerats med C. ljungdahlii [16].

Acetogener är generellt sett svåra att genmodifiera. Det beror på att merparten är Gram-
positiva och har ett aktivt restriktionsmodifikationssystem [5, 26]. Restriktionsmodifi-
kationssystemet använder igenkänningssekvenser för att klyva främmande nukleotidse-
kvenser, med andra ord förstörs sekvensen som sätts in [26]. De vanligaste metoderna
att transformera acetogener är med elektroporering och konjugation [5, 26]. Konjugation
innebär att en värdcell, exempelvis Escherichia coli, först transformeras med en plasmid
som innehåller den önskade sekvensen. Sedan överförs värdcellerna till en lösning med de
acetogener som ska transformeras. En andel av värdcellerna kommer då att överföra sina
plasmider till acetogenerna [27].

De genetiska verktyg som har använts för acetogener är bland annat:
• Antisens-RNA för att hämma gener [5, 26].
• Homolog rekombination för exempelvis inaktivering av gener med för- och motse-

lekterbara sekvenser [5].
• CRISPR-Cas9 för inaktivering eller insättning av gener på specifika platser [5, 28].
• ClosTron, vilket är en intronbaserad metod för genmodifiering i acetogener tillhö-

rande släktet Clostridium [5, 29, 30].

2.5 Faktorer som påverkar syngasfermentering
Syngasfermentering är en fermenteringsprocess där syngas används för att bilda olika ke-
mikalier med hjälp av acetogener [8]. Det har visats att odlingförhållanden och odlings-
tekniker kan påverka olika acetogeners tillväxt, produktbildning och produktmängder
[31, 32]. Nedan redovisas viktiga parametrar och deras inverkan på syngasfermentering.

2.5.1 Tillväxtmedium
Det medium som används för att odla acetogener innehåller följande komponenter: mine-
rallösning, vitaminlösning, spårmetaller, en buffert, cystein-sulfid som reduktionsmedel
och resazurin som pH-, oxidation- och reduktionsindikator [13, 19, 33, 34]. Mediumet
som används kan signifikant påverka vilka produkter som bildas och produktmängderna
[34]. Att använda ett definierat medium är dyrt, och försök har gjorts för att minska
kostnaderna genom att använda komplext medium istället [31, 35].

En ökad mängd av vissa metalljoner, exempelvis nickel, har visats ha en direkt positiv
effekt på produktionen av etanol i Clostridium ragsdalei [33]. Detta är troligtvis på grund
av att många av de enzym som krävs för syngasfermentering är metalloenzym, och därför
kräver metalljoner för aktivitet [33]. En liknande situation gäller för ammoniumjoner och
mineraler som magnesium, som krävs i vissa enzymer för celltillväxt [34].
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2.5.2 pH
Det optimala pH-värdet för tillväxt av acetogener ligger generellt mellan 6.7 och 7.7 [36].
Olika organismer har olika pH-optimum för tillväxt, och förändring av pH har en signifi-
kant effekt på etanolproduktionen hos exempelvis C. ragsdalei [19] och C. carboxidivorans
[32]. I försök med C. ragsdalei i batchreaktor har störst etanolproduktion uppnåtts ut-
an att kontrollera pH-värdet, jämfört med en kontroll där buffert hade tillsatts [19]. Det
förklaras av att lägre pH generellt leder till minskad biomassaproduktion och ökad etanol-
produktion [32, 37]. Bufferten är ofta ekonomiskt kostsam vilket leder till att produktion
utan den är att föredra [19].

2.5.3 Temperatur och tryck
Acetogener växer optimalt och har varierande produktivitet vid olika odlingstemperaturer
[38]. De tre acetogenerna C. autoethanogenum, C. carboxidivorans och C. ljungdahlii som
undersöktes experimentellt i detta arbete är mesofila med tillväxtoptimum vid 37-38°C
[39, 40, 41]. Temperaturen påverkar också acetogenernas tillgänglighet till substratet då
gaser i mediumet har försämrad löslighet vid högre temperatur, enligt Henrys lag [19].
Särskilt kolmonoxid och vätgas har dålig löslighet i vatten [19, 42]. Det är därmed ytterst
viktigt att uppnå hög överföring av substratgasen till organismerna [37], då gasen används
för energiutvinning och produktbildning [12].

Experiment har gjorts där acetogener har producerat mer etanol vid lägre temperatur än
tillväxtoptimum, möjligtvis på grund av förbättrad löslighet av kolmonoxid och vätgas
[19]. Det betyder att optimum för tillväxt inte måste korrelera med optimum för etanol-
bildning. En åtgärd för att öka mängden löst gas är att höja partialtrycket i reaktorn
[31], något som har visats ge högre etanol- och cellmängd [43]. Överföring av gas kan även
förbättras med olika reaktortyper. Det har gjorts studier för att avgöra vilken reaktortyp
som är bäst för syngasfermentering [44].

2.5.4 Föroreningar och inhibitorer
I laboratorier används ren syngas till skillnad från kommersiellt bruk då industriellt fram-
ställd syngas används. Ett stort problem vid användning av industriellt framställd syngas
är att den innehåller föroreningar som exempelvis tjära och kol [8]. Vissa föroreningar
är enzymhämmande inhibitorer i WLR som till exempel cyanid (CN), kväveoxid (NO)
och ammoniak (NH3). Föroreningarna bidrar även till celltoxicitet samt förändringar i
osmolaritet och pH [8]. Föroreningar och inhibitorer är ett stort problem på industriell
skala. Bland annat Frankens Energy LLCs anläggning har haft mycket lågt utbyte av
etanol på grund av höga nivåer av inhibitorn vätecyanid [5].

Som nämns i kapitel 2.5.3 har kolmonoxid och vätgas låg löslighet, vilket är en nackdel
eftersom många inhibitorer har högre löslighet. Exempelvis ammoniak är mycket lösligt
[8]. När ammoniak löser sig kan ammoniumjonen (NH4

+) bildas. Jonen ackumuleras över
tid och inhiberar enzymet ADH i WLR [8]. ADH är viktigt för att erhålla en hög eta-
nolproduktion. Ammoniaks inverkan har även studerats på C. ragsdalei [45]. Resultatet
visade att ammoniak kan ha en negativ effekt genom att bland annat försämra tillväxten
av cellerna. Det har gjorts relativt lite forskning kring de inhiberande föroreningarnas
inverkan på mikroorganismer [46]. Det har däremot visats att det i flera fall endast krävs
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spårmängder av föroreningen för att mikroorganismerna ska påverkas negativt [8]. Där-
emot är mikroorganismerna inte lika känsliga mot spårmängder av ammoniak. Det har
visats att det krävs höga koncentrationer, runt 215 mM, för att ammoniak ska ha toxiska
effekter på organismerna [8].

Det finns många metoder för syngasrening. Däremot är de beroende av ekonomiska möj-
ligheter [6] och förmågan att identifiera föroreningen. Det är viktigt att erhålla en effektiv
rening av gasen för kommersiell produktion, och rengörningsmetoden beror på vilka för-
oreningar som syngasen innehåller [8]. De vanligaste reningsmetoderna för att minska
partiklar, inhibitorer, kol och tjära är vatten- eller oljeskrubber och filter [6]. För att
avlägsna ammoniak används vattenskrubber [7]. Vattenskrubber är en teknik där förore-
ningar i en gasström löser sig i ett absorberande ämne exempelvis vatten. Det fungerar
däremot endast när föroreningarna är lösliga i det absorberande ämnet [47].
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Arbetet bestod av två delmoment: en litteraturstudie och en laborationsdel. Eftersom
laborationen delvis baserades på litteraturstudien inleddes den först då litteraturstudien
var avslutad.

3.1 Litteraturstudie
Litteraturstudien inleddes med att studera och samla fakta från ett stort antal översikts-
artiklar inom området syngasfermentering, acetogener och etanolproduktion. Under tiden
noterades alla acetogener som förekom i artiklarna, vilket uppgick till ungefär 100 olika
organismer. Som det inledande steget valdes ett antal faktorer ut för att samla infor-
mation om de olika acetogenerna. Faktorerna valdes utifrån arbetets syfte och vad som
uppkommit som relevanta faktorer under litteraturstudien. Följande faktorer beaktades:

• Tillväxttemperatur
• pH spektrum
• Produktspektrum
• Substratspektrum
• Patogenicitet
• Mediumkrav
• Kommersiell tillgänglighet
• Tillgänglighet av genomsekvens
• Eventuella immateriella rättigheter

Faktorerna temperatur och pH valdes med laborationen i åtanke, för att undvika att
hantera besvärliga temperaturer och pH. Eftersom syftet med arbetet var att undersö-
ka etanolproduktion valdes produktspektrum att undersökas. Dessutom är substratet av
relevans då det ingår i syftet att acetogenerna har möjlighet att växa på syngas. Pato-
genicitet är av största vikt då patogena mikroorganismer är en risk i industriell skala.
Utöver detta är kommersiell tillgänglighet och tillgänglig genomsekvens relevanta fakto-
rer för att ha möjlighet till laborativt arbete och genetisk modifiering. Slutligen valdes
även immateriella rättigheter som en relevant faktor, eftersom företag kan ha patent av
intresse.

Information om dessa faktorer samlades in för alla organismer. Sedan skedde ett urval av
organismerna utifrån ett antal bestämda kriterier. Kriterierna valdes för att organismerna
skulle vara enkla att hantera både i laborativ och industriell skala, men även uppfylla
arbetets syfte. Organismerna skulle uppfylla följande kriterier:

• Mesofilitet
• Tillväxt vid pH mellan 5-8
• Produktion av etanol, acetat eller bådadera
• Användning av syngas som substrat
• Organismen bör inte uppvisa patogenicitet
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Alla organismer som producerar etanol som produkt visas i tabell 4.1 och organismer som
producerar acetat och inte etanol placerades i appendix A.3, tabell A.3. Acetat och etanol
är båda produkter som produceras av acetogener. Detta innebär att det finns möjligheter
att genom genmodifiering få en mikroorganism att tillverka etanol istället för acetat. För
framtida forskning och till följd av att acetat är den mest förekommande produkten för
acetogener, inkluderas därför de organismer som tillverkar acetat i appendix A.3, tabell
A.3. Organismerna i tabell 4.1 studerades sedan ingående för att kunna utvärdera deras
potential för etanolbildning via syngasfermentering. Detta presenteras i kapitel 4.1.1-
4.1.12.

I litteraturstudien samlades även information om vanliga inhibitorer för organismerna.
Informationen användes för att välja ut en inhibitor som undersöktes närmare i labora-
tionen.

3.2 Laboration
Syftet med laborationen var att undersöka tillväxthastighet, produktbildning och inhibi-
tortolerans hos tre acetogener; C. autoethanogenum, C. ljungdahlii och C. carboxidivorans.
Acetogenerna valdes ut baserat på litteraturstudiens resultat och för att de redan fanns
tillgängliga i laboratoriet.

3.2.1 Medium och odlingförhållanden
Agarplattor och serumflaskor preparerades under anaeroba förhållanden i en anaerob
kammare med konstant temperatur; 37°C. Gasblandningen i kammaren var 10:80:10
H2:N2:CO2. För agarplattorna användes mediumet YTF, som står för ”yeast-tryptone-
fructose medium”. Receptet för YTF finns listat i appendix A.1, tabell A.1. Inkubering
skedde i anaerobkammaren. Agarplattorna gjordes i två serier per organism, med fem
plattor vardera. Ammoniumhydroxid (NH4OH) tillsattes i koncentrationer 0, 20, 50, 100
och 200 mM. För serumflaskorna användes mediumet PETC, även kallat ATCC 1754,
utvecklat för stammen C. ljungdahlii PETC. Receptet för PETC finns listat i appendix
A.2, tabell A.2. Serumflaskorna förbereddes inuti anareobkammaren och autoklaverades
sedan. D-fruktos, L-cystein och ammoniak tillsattes samtidigt. D-fruktos tillsattes till
flaskorna efter autoklavering för att undvika reaktion mellan kolhydrater och aminosy-
ror. L-cystein tillsattes först då flaskan var försluten för att minimera kontakt med syre.
Ammoniakkoncentrationerna i serumflaskorna valdes till 0, 20, 35, 50 och 100 mM, ut-
ifrån observerad tillväxt på agarplattorna. Även här gjordes två serier. Serumflaskorna
inkuberades vid 37°C under skakning på 220 rpm.

3.2.2 Tillväxt
Acetogenerna odlades på agarplattorna för att få en indikation över vilka inhibitorkon-
centrationer som var lämpliga att använda till odling i serumflaskorna. Efter en vecka
bedömdes tillväxten på plattorna kvalitativt vid de olika ammoniakkoncentrationerna.
Serumflaskor utan ammoniak inokulerades sedan med en kultur från 0 mM-plattorna.
Efter fyra dagar användes denna flaska för att inokulera flaskorna som innehöll ammoni-
ak. Tillväxten mättes kontinuerligt genom att prover togs från serumflaskorna, varpå den
optiska densiteten vid 660 nm, OD660, mättes. 660 nm valdes eftersom resazurin har en
absorbanstopp vid 600 nm [48]. Acetogenerna odlades i serumflaskorna i tio dagar. Prover
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togs vid inokulering samt efter tre och sex dagar. Vid andra provtagningen undersöktes
acetogenernas morfologi och viabilitet under mikroskop.

3.2.3 pH- och produktmätning
Proverna från serumflaskorna undersöktes med elektronisk pH-mätare och high-
performance liquid chromatography, HPLC, för att mäta produktkoncentrationer. Efter
varje provtagning mättes pH på alla proverna. Proverna centrifugerades och superna-
tanten sparades. Proverna från första provtagningen centrifugerades inte eftersom cell-
koncentrationen var låg. Proverna frystes in och sparades efter varje provtagning. Efter
sista provtagningen mättes proverna med HPLC. Ur proverna mättes halterna av acetat,
etanol, laktat och fruktos.

3.2.4 Analys av resultat
Resultaten analyserades med ett dubbelsidigt parat t-test. P-värden beräknades för eta-
nolproduktion, acetatproduktion, OD660 och pH för respektive koncentrationer ammoniak
vid 20, 35, 50 och 100 mM jämfört med etanolproduktion, acetatproduktion, OD660 och
pH vid 0 mM ammoniak. T-testet gjordes först med signifikansnivån 5 procent och om
resultaten inte var signifikanta gjordes det även för 10 procent. Detta på grund av få
mätpunkter i experimentet.
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Resultaten från litteraturstudien respektive laborationen presenteras separat och disku-
teras sedan gemensamt.

4.1 Litteraturstudie
I detta arbete studerades acetogener som producerar acetat och etanol. Acetogenerna
som har fått fokus i arbetet är de som utan genmodifiering kan tillverka etanol genom
WLR i enlighet med arbetets syfte. De etanolproducerande acetogenerna presenteras i
tabell 4.1 och i detalj i avsnitt 4.1.1-4.1.12.

Acetogenerna i appendix A.3, tabell A.3 undersöktes inte djupare. De inkluderas ändå
eftersom acetat är den vanligaste produkten för acetogener. Dessutom kan det vara av
intresse för framtida forskning att med hjälp av genmodifiering möjliggöra etanolproduk-
tion med dessa organismer.

Tabell 4.1: Organismer som bildar acetat och etanol. Listat är temperatur- (Temp) och
pH-intervall för tillväxt (om tillgängligt), substratspektrum, om organismen finns kom-
mersiellt tillgänglig (Kom.) och om genomet är sekvenserat (Gen.)

Organismnamn Temp
[°C]

pH Substrat Kom. Gen. Källa

Alkalibaculum
bacchi

15-40 6,5-10,5 H2/CO2, CO Ja Draft [23, 4]

Blautia
hydrogenotrophica

30-45 6,0-7,0 H2/CO2 Ja Ja [49, 50]

Clostridium
autoethanogenum

20-44 4,5-6,5 H2/CO2, CO Ja Ja [51, 39, 37, 52,
53]

Clostridium
carboxidivorans

24-42 4,4-7,6 H2/CO2, CO Ja Ja [41, 54, 55, 56]

Clostridium
coskatii

26-43 4,0-8,0 H2/CO2, CO Ja Ja [51, 52, 57]

Clostridium
drakei

5-35 3,9-7,0 H2/CO2, CO Ja Draft [58, 41, 59]

Clostridium
ljungdahlii

30-40 4,0-7,0 H2/CO2, CO Ja Ja [40, 60, 52, 61,
57]

Clostridium
ragsdalei

18-37 4,0-8,5 H2/CO2, CO Ja Ja [62, 57]

Clostridium
scatologenes

18-42 4,6-8,0 H2/CO2, CO Ja Ja [41, 63, 58]

Clostridium
sp. Ag4f2

37 - H2/CO2 Nej Nej [64]

Clostridium
sp. f5a15

37 - H2/CO2 Nej Nej [64, 65]

Clostridium
sp. m5a3

30 7,0 H2/CO2 Ja Nej [64, 65]
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Eubacterium
aggregans

20-42 6,0-9,0 H2/CO2 Ja Ja [16, 66, 67]

Sporomusa
ovata

15-43 5,3-7,2 H2/CO2 Ja Ja [24, 14, 68]

4.1.1 Alkalibaculum bacchi
A. bacchi är Gramnegativ [23] till skillnad från merparten av acetogener som är Gram-
positiva. A. bacchi bildar etanol vid högre pH än andra organismer på grund av ett högre
pH-optimum [4] vid 8,0-8,5 [23]. Av litteratur som undersökts har det varit svårt att av-
göra om ett högre pH-optimum är en fördel eller en nackdel, men det särskiljer den från
de andra acetogenerna. Med glukos som substrat bildar A. bacchi endast spårmängder av
etanol, medan den bildar högre koncentration etanol med kolmonoxid som substrat [23].

A. bacchi har studerats ingående av en forskargrupp [4, 69, 70]. De använde en blandning
av vätgas och koldioxid samt kolmonoxid som substrat. En specifik stam, CP15, har
en tillväxthastighet på 0,12 h-1 och etanolutbyte upp till 76 procent av det teoretiska
utbytet [4]. Detta är ett högt etanolutbyte, högre än för både C. carboxidivorans och C.
ragsdalei, men inte lika högt som för C. ljungdahlii [71]. Stammen CP15 var den bästa
av undersökta stammar av A. bacchi [4]. 1,7 g/l etanol uppnåddes i fed-batchflaskor där
nästan all acetat omvandlades till etanol [4]. I kontinuerlig reaktor med återcirkulering
av celler kunde en etanolkoncentration på 6 g/l hållas [70]. Detta är lägre koncentration
än vad som uppnåddes med exempelvis Clostridium coskatii [51].

4.1.2 Blautia hydrogenotrophica
B. hydrogenotrophica (tidigare Ruminococcus hydrogenotrophicus) har inte kunnat växa
med kolmonoxid som substrat utifrån litteratur som undersökts. B. hydrogenotrophica
växer betydligt långsammare på vätgas och koldioxid jämfört med fruktos [49]. Dess
generationstid med vätgas och koldioxid som substrat har uppmätts till 26,4 timmar,
jämfört med 3 timmar med fruktos som substrat [49]. 26,4 timmar är en lång genera-
tionstid jämfört med många andra acetogener [16], vilket kan tyda på att syngas inte är
den föredragna kolkällan för B. hydrogenotrophica. Andra acetogener, såsom till exempel
C. drakei, växer nästan lika bra på både syngas och fruktos [41].

En annan nackdel utifrån ett etanolproduktionspersektiv är att vätgas och koldioxid
som substrat ger acetat som enda produkt [49]. Samma studie visar däremot att med
glukos och fruktos som substrat bildadas framförallt acetat, men även etanol och laktat.
Det tillverkades 17,3 mmol etanol per 100 mmol fruktos [49], vilket är betydligt mindre
mängd etanol än den ofta använda C. carboxidivorans producerar [41].

4.1.3 Clostridium autoethanogenum
C. autoethanogenum kan använda bland annat vätgas och koldioxid, kolmonoxid samt
fruktos som substrat, men inte glukos [39]. C. autoethanogenum är en av de mest stude-
rade organismerna för syngasfermentering [52] och har använts av företaget LanzaTech
[72]. Organismen har förmågan att växa utan tillsats av jästextrakt, en förmåga som inte
alla acetogener besitter [52]. Det innebär att ett billigare medium kan användas [52].
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C. autoethanogenum har ett snävt pH-intervall (4,5-6,5) [39] jämfört med många andra
acetogener. Jämfört med C. coskatii försämras C. autoethanogenums tillväxt kraftigt då
pH minskar [51]. En annan studie bekräftar samma sak; C. autoethanogenum producerade
mindre etanol och växte långsammare vid lågt pH än C. ljungdahlii [52]. Eftersom lågt pH
är en faktor för omslag från acetat- till alkoholproduktion [19] kan detta vara en nackdel
för C. autoethanogenum. En studie utförd med syngas som substrat jämförde producerade
produkter mellan fyra acetogener. Där producerade C. autoethanogenum 85 mM acetat
och 40 mM etanol, vilket var mer än C. ljungdahlii, C. ragsdalei och C. coskatii som alla
bildade mellan 30-80 mM acetat och 2-35 mM etanol [57].

Genmodifiering via CRISPR/Cas9-tekniken har använts för C. autoethanogenum [53] och
dessutom har gener hittats för ett eget CRISPR-system i denna bakterie, något som
inte hittats hos andra acetogener i släktet Clostridium [73]. I en studie introducerades
CRISPR-systemet från en annan organism i C. autoethanogenum [53]. Resultatet blev
slutligen en genmodifieringseffektivitet på högre än 50 procent för gendeletion, vilket gör
CRISPR/Cas9 till ett effektivt verktyg för genmodifiering.

4.1.4 Clostridium carboxidivorans
Det har gjorts många studier på C. carboxidivorans för syngasfermentering [74], och den
har använts av företaget Synata Bio [75]. Organismen bildar acetat, etanol, butanol och
hexanol [74]. Inga andra acetogener än C. carboxidivorans har rapporterats producera
hexanol utan genmodifiering, men produktmängderna är för låga för industriell använd-
ning [74]. Förhållandet mellan alkohol och acetat kan ökas hos C. carboxidivorans vid
tillsats av molybden [31]. Molybden misstänks användas i aktiva säten för många en-
zym, specifikt AOR vid etanolbildning [31]. Metallen används också i FDH hos många
organismer [76] inklusive vissa acetogener [77].

I en studie växte C. carboxidivorans fortare med kolmonoxid jämfört med C. drakei och
C. scatologenes, men långsammare än C. drakei med vätgas [41]. Tillväxthastigheten var
ungefär häften så stor med syngas som substrat jämfört med fruktos [41]. Med fruktos
som substrat var tillväxthastigheten 0.32 h-1, med kolmonoxid och koldioxid var tillväxt-
hastigheten 0.16 h-1 och med vätgas och koldioxid var tillväxthastigheten 0.12 h-1 [41].
I en annan studie jämfördes C. carboxidivorans med C. ljungdahlii [78]. Acetogenerna
hade samma tillväxthastighet med syngas som substrat, 0,063 h-1, men C. ljungdahlii
producerade mer acetat och etanol. Mediumet var dock anpassat för C. ljungdahlii [78],
vilket innebär att den hade en fördel näringsmässigt.

4.1.5 Clostridium coskatii
C. coskatii används av företaget Synata Bio [17] och är väldigt lik C. ljungdahlii gällan-
de ribosomalt DNA, rDNA [51]. I patentförsök användes syngas bestående av antingen
vätgas och kolmonoxid, vätgas och koldioxid eller koldioxid, kolmonoxid och vätgas i en
kontinuerlig tankreaktor [51]. Resultatet visade koncentrationer på cirka 35 g/l etanol
och 13,5 g/l acetat. Det är ett högre resultat jämfört med 6 g/l etanol som erhölls med
Alkalibaculum bacchi [70]. C. coskatii kan växa vid etanolkoncentrationer av åtminstone
60 g/l, vilket är dubbelt så mycket som den vanligtvis minst föredragna nivån [51]. Även
C. ragsdalei är livsdulig vid 60 g/l etanol [62].
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I ett annat experiment gjort med batchodling producerade C. coskatii en låg koncent-
ration etanol, ungefär 2 mM, och istället en hög acetatkoncentration [57]. Detta var be-
tydligt mindre jämfört med andra organismer i samma studie, där etanolkoncentrationen
blev minst 20 mM. Det kan bero på att C. coskatii saknar två AOR-gener i sin genomse-
kvens [52]. Det visar att AOR-enzymena är viktiga för etanolbildning, då AOR-enzymerna
omvandlar acetat till acetaldehyd som sedan omvandlas till etanol [57]. C. coskatii har
visat varierande resultat i olika experiment. Den verkar exempelvis bättre lämpad för
kontinuerlig odling, där högre etanolkoncentration uppnåtts [51] än i batchodling [57].

4.1.6 Clostridium drakei
C. drakei är en acetogen med potential för fermentering av syngas [59] som inte är lika väl
undersökt inom området som många andra Clostridium. Det har rapporterats att en stam
av C. drakei visats vara tolerant mot mindre mängder syre, upp till 4 procent [79]. Detta är
en unik egenskap då de flesta acetogener är strikta anaerober [12] och en fördel då den inte
är lika känslig mot kontaminering av syre. En annan skillnad är att C. drakei är livsduglig
vid lägre temperaturer, 5-35 °C [58], än många andra acetogener inom släktet Clostridium
[41]. Detta kan vara en fördel då lägre temperatur ger bättre löslighet av kolmonoxid och
vätgas [19]. Noterbart är emellertid att den optimala tillväxttemperaturen för C. drakei
är 25-30 °C [58].

C. drakei kan producera både etanol och butanol, i ungefär samma mängder som acetat
[41]. I en studie upptäcktes att 100 mmol fruktos omvandlades till 50 mmol etanol och 70
mmol acetat [41]. Det är ungefär samma mängd etanol som C. scatologenes producerar
enligt samma studie [41], men mer än vad exempelvis B. hydrogenotrophica producerar
[49]. I samma studie bestämdes även tillväxthastigheter med olika substrat. Med fruk-
tos som substrat blev tillväxthastigheten 0.29 h-1, med kolmonoxid och koldioxid blev
tillväxthastigheten 0.12 h-1 och med vätgas och koldioxid blev tillväxthastigheten 0.20
h-1. Syngas verkar vara ett bra substrat för organismen, då den växer nästan lika fort
med koldioxid och vätgas samt kolmonoxid som med fruktos [41]. Detta är en fördel vid
syngasfermentering. Studien visade jämförelsevis att C. scatologenes hade en låg tillväxt-
hastighet på syngas [41].

4.1.7 Clostridium ljungdahlii
C. ljungdahlii är möjligtvis den mest studerade syngasfermenterade bakterien [1]. Den har
använts av Frankens Energy LLC [80]. C. ljungdahlii kan utföra mikrobiell elektrosyntes,
MES, [81] som har potentiellt högt värde för framtida forskning [82]. MES innebär att or-
ganismen kan använda sig av elektrisk ström som elektronkälla för att reducera koldioxid
och tillverka olika produkter genom WLR [82].

I en studie med artificiell syngas producerades 19 g/l etanol under 10 dagar [52], vilket
var den högsta mängden etanol som producerades i studien och även mer än C. autoetha-
nogenum. Det belystes däremot av författarna att experimentet var näringsbegränsat och
att ökad utspädningshastighet troligtvis också skulle leda till ökad etanolproduktionen
[52]. I en annan studie utfördes en kemostatodling där substratet var kolmonoxid eller
syngas med en sammansättning som skulle efterlikna syngas producerad från växtbiomas-
sa [83]. Den maximala etanolbildningen med syngas som substrat i kemostat var 3,75 g/l
[83], vilket är mindre jämfört med resultatet i tidigare nämnd studie med C. ljungdahlii
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[52]. Experimentet visade även att det producerades mer etanol med syngas som substrat
jämfört med kolmonoxid som substrat [83].

Flera lyckade studier med genetisk modifiering av C. ljungdahlii har rapporterats [81, 84].
Med hjälp av genmodifiering har elektronflödet i WLR omdirigerats vilket ger möjlighet
till produktion av andra produkter än acetat [81]. Med hjälp av CRISPR/Cas9-teknik
har en effektivitet på mellan 50 och 100 procent uppnåtts för gendeletion [84].

4.1.8 Clostridium ragsdalei
C. ragsdaleis högsta tillväxthastighet (0,222 h-1) har rapporterats erhållas med xylos som
substrat, vilket kan indikera att det är organismens föredragna kolkälla [62]. Det kan vara
en nackdel om acetogenen ska användas till syngasfermentering då det är optimalt att dess
föredragna kolkälla är syngas. C. ragsdalei producerar etanol och acetat vid fermentering
av kolmonoxid, med etanol som den största produkten [62]. Den kan även tillverka etanol
från substraten kolmonoxid och vatten samt vätgas och koldioxid [62]. Med vätgas och
koldioxid som substrat tillverkas nästan enbart acetat [62].

I en studie uppmättes utbytet till 48 mol etanol/100 mol fruktos [62]. En annan studie
visade att C. ragsdalei producerar mindre etanol i jämförelse med C. autoethanogenum
[57]. C. ragsdalei bildade däremot stor mängd etanol i förhållande till dess biomassa,
utbytet per g biomassa var dubbelt så stort som för C. autoethanogenum [57]. Den högsta
koncentrationen av etanol som producerats av C. ragsdalei med kolmonoxid som substrat
i batchodling är 11,6 g/l, rapporterat i patentförsök [62]. Detta är mer än vad som nåtts
med C. carboxidivorans [54], C. coskatii [51] eller C. ljungdahlii [60] i motsvarande patent.
C. ragsdalei är viabel vid etanolkoncentrationer på åtminstone 60 g/l [62], vilket är samma
koncentration som C. coskatii är viabel vid [51].

I ett patentförsök av Synata Bio [17] tillsattes en metabolisk inhibitor, trifluoroacetat
(TFA), för att studera effekten på produktbildning [62]. Vid tillsats av 30 mM TFA ökade
etanolproduktionen och acetatproduktionen minskade. Anledningen till detta tycks inte
vara kartlagd. Etanolkoncentrationen uppmättes till 46,6 mM jämfört med 39,05 mM i
kontrollprovet som inte innehöll TFA [62]. Tillsats av TFA skulle alltså eventuellt kunna
utnyttjas för att öka etanolproduktion i C. ragsdalei. I undersökt litteratur har inget stöd
för bredare tillämpning hittats.

4.1.9 Clostridium scatologenes
För C. scatologenes har tillväxthastigheten med fruktos som substrat mätts till 0.39 h-1,
med kolmonoxid och koldioxid, 0.09 h-1 och med vätgas och koldioxid, 0.04 h-1 [41].
Denna tillväxthastighet var långsammare jämfört med C. drakei och C. carboxidivorans
med syngas som substrat. Däremot var tillväxten snabbare med fruktos som substrat [41].
Det belystes även i en äldre studie som rapporterade svårigheter att odla bakterierna med
enbart gas som substrat [58]. Från 100 mmol fruktos bildades 200 mmol acetat och 50
mmol etanol [41]. C. scatologenes, C. drakei [41] och C. ragsdalei [62] producerar nästan
lika mycket etanol. Inga andra alkoholer bildades [41]. För användning av syngas är den
inte lika välstuderad och används framförallt för andra studier i dagsläget [85].
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4.1.10 Clostridium sp. Ag4f2, sp. F5a15, sp. M5a3
Dessa tre acetogener bildade endast acetat med vätgas och koldioxid som substrat. Acetat
och etanol producerades med glukos som substrat. Ag4f2 bildade 96,0 mM etanol på 100
mM glukos [64]. Ag4f2 producerade högst halter av etanol av de tre stammarna [64]. En
nackdel är att tillväxtdata och produktbildning för Ag4f2 på syngas inte hittats i studerad
litteratur. I en annan studie med acetogenerna M5a3 och F5a15 odlades de på vätgas
och koldioxid som substrat. Resultatet visade att de två stammarna tillverkade väldigt
små mängder av acetat [65] jämfört med Ag4f2s acetatbildning på glukos [64]. Utifrån
den information som kunnat hittats har endast två studier gjorts på dessa stammar av
Clostridium [64, 65]. Eftersom stammarna uppfyller de utvalda kriterier angivna i avsnitt
3.1 är de inkluderade för evaluering i detta avsnitt, de få antal studierna till trots.

4.1.11 Eubacterium aggregans
E. aggregans kan producera etanol från fruktos och glukos [66]. Däremot har det inom
ramen för detta arbetets litteraturstudie inte kunnat verifierats att den kan tillverka
etanol från syngas. Dessutom krävdes jästextrakt för tillväxt [67], vilket är en nackdel
kostnadsmässigt för storskalig produktion [5]. I en studie blev utbytet 0,17 mol etanol
per mol glukos [66] vilket är mycket mindre än de flesta acetogener, bland annat B.
hydrogenotrophica [49]. Precis som för stammarna i avsnitt 4.1.10 har de valda kriterierna
i 3.1 uppfyllts för E. aggregans, vilket är varför acetogenen inkluderats i detta avsnitt.

4.1.12 Sporomusa ovata
S. ovata skiljer sig från de Grampositiva Clostridium då den är Gramnegativ [24]. Den
har visats tillverka etanol med vätgas och koldioxid som substrat [14]. Tidigare studier
visar att den endast tillverkar små mängder etanol utan genmodifiering [14, 24]. En studie
föreslår att S. ovata kan reoxidera etanolen den producerat till acetaldehyd [14]. Detta
är ett hinder om hög etanolmängd eftersöks. S. ovata har vidare visats vara den mest
effektiva elektroautotrofen för MES [82]. MES kan även utföras av C. ljungdahlii [81] som
beskrivet i avsnitt 4.1.7, vilket är en förmåga som skiljer dem från de andra acetogenerna.
Även denna acetogen är inkluderad i detta avsnitt, trots att det bara kunnats hittas få
studier med den, eftersom kriterierna i 3.1 var uppfyllda.

4.2 Evaluering av acetogeners potential för syngas-
fermentering

Det är svårt att jämföra tillväxt- och produktdata mellan olika studier på grund av
skillnader i förhållanden, mätmetoder och hur data presenteras. Med detta sagt delades
de etanolbildande organismerna in i tre kategorier utifrån vilka för- och nackdelar de har
för syngasfermentering.
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4.2.1 Acetogener med bevisad potential
C. autoethanogenum, C. carboxidivorans, C. coskatii, C. ljungdahlii, C. ragsdalei

Dessa fem organismer är välstuderade för syngasfermentering, och är generellt de som
nämns i studier som lovande organismer för syngasfermentering [52, 74]. C. autoetha-
nogenum har använts av en av de största aktörerna inom syngasfermenteringsindustrin,
LanzaTech [72]. C. carboxidivorans [75], C. ragsdalei [17] och C. coskatii har använts
av Synata Bio [51]. C. ljungdahlii har använts av Frankens Energy LCC [80]. Att dessa
acetogener använts industriellt innebär att det finns mycket forskning bakom dem, vilket
ses som en positiv faktor till potentialen för syngasfermentering i vår studie. I industrin
finns ett ekonomiskt syfte och därmed önskas en stor etanolproduktion till en låg kostnad.
Till exempel har många studier gjorts för att optimera medium och odlingsförhållanden
[31, 19, 37, 34] för att sänka kostnader och öka produktivitet.

Denna kategori av acetogener har den stora fördelen att de har bevisats ha förmåga att
växa på syngas som substrat [52, 39, 41, 51, 62]. C. ljungdahlii har till och med rap-
porterats producera mer etanol på syngas än med kolmonoxid [83]. De fem acetogenerna
som beskrivs i detta stycke producerar dessutom störst mängd etanol jämfört med andra
acetogener [52, 62, 57, 41]. C. autoethanogenum rankades som den acetogen som produ-
cerade mest etanol i en studie jämfört med C. ljungdahlii, C. ragsdalei och C. coskatii.
På andra plats i samma studie var C. ragsdalei, tredje plats C. ljungdahlii och sist var C.
coskatii [57]. Dock varierar resultaten mellan studier; C. ljungdahlii har i andra studier
visats producera mer etanol än både C. autoethanogenum [52] och C. carboxidivorans
[78].

Acetogenerna med mest potential för etanolproduktion från syngas producerar dessutom
andra produkter av intresse, exempelvis längre kolkedjor [31, 57]. C. autoethanogenum,
C. coskatii, C. ljungdahlii och C. ragsdalei har visats bilda 2,3-butandiol [57]. C. carbox-
idivorans bildar dessutom både butanol och hexanol, en unik egenskap bland acetogener
[31]. Längre kolkedjor än etanol har högre energiinnehåll, vilket gör att dessa i framti-
den också har potential att fungera som alternativa biobränslen [70]. Jämförande studier
har gjorts mellan många av dessa organismer. Resultaten från dessa är dock inte alltid
samma eftersom olika processer användes och olika odlingsförhållanden rådde i studierna
[37, 52, 57, 78].

Alla fem acetogener har känd genomsekvens [52, 57, 86, 87] vilket underlättar eventu-
ell genetisk manipulation. De är även kommersiellt tillgängliga vilket ger möjlighet till
fler studier. Verktyget ClosTron, som används för att inaktivera gener hos arter i släktet
Clostridium [29, 30], kan användas för dessa fem då alla tillhör detta släkte. För C. auto-
ethanogenum [86], C. carboxidivorans [56] och C. ljungdahlii [61] finns detaljerade studier
av genomet. Även för de andra två finns även enklare studier på dess genom [57, 52]. Ef-
tersom C. autoethanogenum, som tidigare nämnts, har ett eget system för CRISPR/Cas9
[73] har denna acetogen ett möjligt övertag gentemot övriga acetogener när det kommer
till genmodifiering. CRISPR-system från Streptococcus pyogenes har använts i både C.
autoethanogenum [53] och C. ljungdahlii [84]. Vid deletion av genen för ADH i båda or-
ganismerna visade C. ljungdahlii högre effektivitet, 75 procent jämfört med 50 procent.
Nämnvärt är även att C. ljungdahlii har visats nå högre etanolproduktion via genmo-
difiering [81]. Förutom etanolproduktion genom syngasfermentering kan C. ljungdahlii
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användas vid MES [81], vilket kan vara en möjlig framtidsindustri för produktion av
etanol.

4.2.2 Acetogener med en viss potential
A. bacchi, C. drakei, C. scatologenes, S. ovata

Det är bevisat att C. drakei och C. scatologenes kan växa på syngas [41], däremot har det
i detta arbete inte funnits information om produktbildning. Det är en starkt bidragande
faktor till varför de kategoriseras i detta avsnitt och inte i avsnitt 4.2.1. C. drakei och
C. scatologenes har endast påvisats bilda etanol med fruktos som substrat [41]. De två
acetogenerna producerar ungefär samma mängd etanol, vilket också är en anledning till
att de är kategoriserade i samma avsnitt [41]. C. drakei har fördelen att den växer nästan
lika bra på syngas som med fruktos [41]. Däremot växer C. scatologenes bättre på fruktos
[41] och i äldre studier har det funnits svårigheter att få den att växa på syngas över huvud
taget [58]. C. drakei och C. scatologenes har jämförts med C. carboxidivorans från avsnitt
4.2.1, och det har rapporterats att de växer sämre på syngas än C. carboxidivorans [41].
Det är ännu ett argument för deras placering i denna kategori.

C. drakei har dessutom fördelen att den är tolerant mot en mindre mängd syre [79] vilket
ger fördelen att den blir enklare att arbeta med. C. drakei har även fördelen att den
har en lägre tillväxttemperatur [58] jämfört med andra acetogener. En lägre temperatur
innebär en bättre löslighet av kolmonoxid och vätgas [42]. Detta har visats kunna ge
bättre etanolproduktion [19], och bör vara en fördel för syngasfermentering.

C. drakei, C. scatologenes [41] och S. ovata [14] bildar större mängder acetat än etanol, till
skillnad från exempelvis C. ragsdalei från avsnitt 4.2.1 som bildar mer etanol än acetat
[57]. Studier har dessutom visat att S. ovata tillverkar små mängder av etanol [14, 24],
vilket är anledningen till dess kategorisering. Därutöver kan S. ovata även reoxidera
etanol till acetaldehyd [14]. Detta är inte en bra egenskap om syftet är en hög producerad
etanolmängd.

A. bacchi bildar jämfört med C. drakei, C. scatologenes och S. ovata mer etanol än
acetat [4] på syngas [4, 69, 70]. Vid experiment i kontinuerlig reaktor med A. bacchi
[70] blev etanolproduktionen sämre jämfört med C. coskatii [51] och andra organismer
i avsnitt 4.2.1 [71], vilket är en anledning till att A. bacchi hamnar i detta avsnitt.
A. bacchi har nyligen studerats för syngasfermentering [70], men övriga acetogener som
behandlas i detta avsnitt har övergetts och används nu för andra ändamål [85]. S. ovata
kan exempelvis, likt C. ljungdahlii [81], utföra MES [82] och C. drakei kan användas för
att bilda butanol från fruktos [41]. Detta är som tidigare nämnts en fördel eftersom längre
kolkedjor har ett högre energiinnehåll.

C. scatologenes och S. ovata har känd genomsekvens [63, 68] medan genomen för A.
bacchi [88] och C. drakei [59] är ännu inte kompletta, vilket är ett hinder för eventuell
genmodifiering. Nuvarande potential för genmodifiering är alltså sämre för A. bacchi och
C. drakei än för organismerna i avsnitt 4.2.1.

19



4. Resultat och diskussion

4.2.3 Acetogener att ha i åtanke
B. hydrogenotrophica, E. aggregans, Clostridium sp. Ag4f2, sp. F15a5, sp. M5a3

Dessa fem acetogener har förmåga att bilda etanol från sockerarter [67, 64, 49], men
ingen litteratur som stödjer etanolbidning från syngas har hittats i denna studie. E.
aggregans krävde dessutom jästextrakt för tillväxt [67], vilket är nackdel ekonomiskt
[34]. Inga av organismerna har undersökts med kolmonoxid som substrat utan endast
vätgas och koldioxid [67, 64, 49], enligt resultatet av denna litteraturstudie. Det är därför
oklart hur organismerna skulle växa med syngas, då kolmonoxid kan inhibera enzymer i
vissa acetogener [21]. B. hydrogenotrophica växer dessutom långsammare på vätgas och
koldioxid jämfört med fruktos [49]. Det kan jämföras med C. drakei som växer nästan
lika bra på både syngas som fruktos [41] och kategoriserats som en acetogen med viss
potential i 4.2.2.

Studierna som redovisar produktbildning för acetogenerna i detta avsnitt är svåra att
jämföra med studiens andra acetogener. Många av studierna är gamla och kanske inte
aktuella då exempelvis odlingstekniker har förbättrats. Det finns dessutom få studier på
varje acetogen. Tillgänglig data visar låga tillväxthastigheter och produktbildning [65],
förutom Ag4f2 som bildar acetatmängder [64] jämförbara med tidigare organismer. Ag4f2
och F15a5 finns inte heller kommersiellt tillgängliga vilket försvårar vidare forskning.

B. hydrogenotrophica [50] och E. aggregans [89] har sekvenserade genom likt organismerna
i tidigare avsnitt, vilket är en fördel för genmodifiering. De tre organismerna tillhörande
Clostridium har dock inget sekvenserat genom, vilket är en nackdel och en anledning till
att de hamnar i detta avsnitt. Eftersom det finns oklarheter kring organismernas förmåga
att fermentera syngas till etanol, kan B. hydrogenotrophica, E. aggregans och Clostridi-
um sp. Ag4f2, sp. F15a5 samt sp. M5a3 anses vara de minst lämpade acetogenerna för
syngasfermentering av de som studerats närmre i denna studie. De kan ändå vara värda
att ha i åtanke för framtida studier eftersom de tillverkar etanol och växer på syngas.

4.3 Laboration
I detta avsnitt presenteras resultatet från laborationen och en jämförelse mellan C. au-
toethanogenum, C. carboxidivorans och C. ljungdahlii.

4.3.1 Fast medium
Tre dagar efter utstryk på agarplattorna växte acetogenerna C. carboxidivorans och C.
ljungdahlii på YTF-medium i närvaro av 0 samt 20 mM ammoniak. C. autoethanogenum
växte endast utan ammoniak. När acetogenerna på agarplattorna undersöktes med mik-
roskop noterades att C. carboxidivorans morfologi inte påverkades av 20 mM ammoniak.
C. carboxidivorans behöll form, viabilitet och mängd jämfört med kulturen utan ammo-
niak. Det noterades att C. ljungdahlii växte synbart sämre vid 20 mM ammoniak, då
bakterierna var klart mer långsmala och krokiga än då de växte utan ammoniak.

4.3.2 Flytande medium
I figur 4.1 kan ammoniaks effekt vid olika koncentrationer observeras. C. autoethanoge-
num fick förändrad morfologi vid 35 mM ammoniak enligt figur 4.1.A, och rörde sig även
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mindre jämfört med 0 mM. Vid 50 mM ammoniak kunde det också ses att antalet celler
av C. autoethanogenum minskat. 20 mM ammoniak hade inte någon märkbar effekt på
C. carboxidivorans i jämförelse med 0 mM ammoniak, vilket kan ses i figur 4.1.B. C. car-
boxidivorans observerades dock bli avlånga och aggregerade vid 35 mM ammoniak. Figur
4.1.C visar att C. ljungdahlii likt C. autoethanogenum fick förändrad morfologi och blev
färre till antal vid 50 mM. De rörde sig även mindre jämfört med lägre koncentrationer
ammoniak. Det är inte klart varför organismerna växte vid högre ammoniakkoncentration
i flytande medium mot fast medium. En hypotes är att näring i flytande medium är mer
lättillgängligt än i fast medium.

Figur 4.1: Mikroskopibilder tagna på acetogener som växer i PETC-medium. A) C.
autoethanogenum vid 0 mM, 35 mM och 50 mM ammoniak. B) C. carboxidivorans vid 0
mM, 20 mM och 35 mM ammoniak C) C. ljungdahlii vid 0 mM och 50 mM ammoniak.
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I figur 4.2 kan en viss grumlighet observeras i serumflaskorna. Grumligheten korrelerar
mot antalet celler i mediumet och indikerar därmed tillväxt. Samtliga serumflaskor med
100 mM ammoniak hade klart medium, vilket således antyder att ingen tillväxt hade
skett. Ytterligare en observation som gjordes var en tydlig svart fällning som bildats hos
alla acetogener. Fällningen förekom i olika grad för de olika ammoniakkoncentrationerna
hos acetogenerna. För C. autoethanogenum samt C. ljungdahlii ses fällningen tydligast
vid 50 mM ammoniak, se figur 4.2.A och 4.2.C. Hos C. carboxidivorans fanns inget tydligt
mönster mellan mängden fällning och ammoniakkoncentration, men fällningen var synlig
vid alla koncentrationer förutom vid 100 mM ammoniak, se figur 4.2.B.

Figur 4.2: Serumflaskor med de tre acetogenerna innehållandes, från vänster till höger;
100, 100, 50 , 50, 35, 35, 20, 20, 0 och 0 mM ammoniak. I A ses C. autoethanogenum,
i B ses C. carboxidivorans och i C ses C. ljungdahlii.

Det är oklart vad den svarta fällningen i serumflaskorna bestod av, men en hypotes är att
det var järnsulfid (FeS). Liknande fällning har observerats i andra studier med anaeroba
bakterier, exempelvis i en studie där experiment utfördes med sulfatreducerande mesofila
bakterier [90]. I det fallet bestod fällningen av just järnsulfid. En alternativ förklaring är
att fällningen istället bestod av svartmalm (Fe3O4). I en studie med den järnreducerande
bakterien Geobacter metallireducens utvecklades en svart fällning i form av svartmalm. I
studien drogs slutsatsen att bakteriens metabolism krävdes för att fällning skulle bildas
[91]. Det överensstämmer med trenden som ses i figur 4.2 eftersom fällning inte uppstått
i de serumflaskor med 100 mM ammoniak där tillväxt till synes uteblivit.
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4. Resultat och diskussion

Att fällningen i denna studies experiment också är en järnfällning är troligt då se-
rumflaskorna med C. carboxidivorans innehöll mycket mer fällning än de andra flaskor-
na. PETC-medium innehåller sex gånger så mycket ammoniumjärn(II)sulfat hexahydrat
(Fe(SO4)2(NH4)2·6H2O) som i medium bättre anpassat för C. carboxidivorans [31]. Det
innebär att det finns ett överskott av järn som kan bilda fällning.

4.3.2.1 C. carboxidivorans
Vid signifikansnivån 5 procent, α=0,05, kan det konstanteras att 100 mM ammoniak
hämmade tillväxt, acetat- och etanolproduktion, vilket kan ses i figur 4.3. Vid α=0,05
hämmades etanolproduktionen av 50 mM ammoniak. Vid α=0,10 främjades tillväxten
av 20 och 35 mM ammoniak. Med α=0,10 kunde ammoniakkoncentrationerna 20 och 35
mM inte visas ha effekt på etanol- och acetatproduktionen. Se appendix A.4.1, tabell A.4-
A.7 för de datapunkter figur 4.3 illustrerar och appendix A.5, tabell A.16 för beräknade
p-värden.

Figur 4.3: Mätdata för C. carboxidivorans som odlades i serumflaskor vid ammoniak-
koncentrationerna 0, 20, 35, 50 och 100 mM. OD vid 660 nm, pH, etanolproduktion och
acetatproduktion i mM på y-axeln. På x-axeln ses tiden i antal dagar.
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4. Resultat och diskussion

4.3.2.2 C. ljungdahlii
Med α=0,05 kan det konstateras att 100 mM ammoniak inhiberade tillväxt och acetat-
produktion, detta kan även ses i figur 4.4. Vid α=0,10 har 20 och 35 mM ammoniak en
främjande effekt på tillväxt. Acetatproduktion främjas av 35 mM och 50 mM ammoniak.
Dock kan ingen effekt av 20 mM ammoniak på acetatproduktionen påvisas. Ingen effekt
på etanolproduktionen kan heller påvisas vid någon av ammoniakkoncentrationerna, in-
te ens vid 100 mM. Troligtvis beror detta på få datapunkter, då ingen tillväxt skedde
vid 100 mM ammoniak. Se appendix A.4.2, tabell A.8-A.11 för de datapunkter figur 4.4
illustrerar och appendix A.5, tabell A.17 för beräknade p-värden.

Figur 4.4: Mätdata för C. ljungdahlii som odlades i serumflaskor vid ammoniakkon-
centrationerna 0, 20, 35, 50 och 100 mM. OD vid 660 nm, pH, etanolproduktion och
acetatproduktion i mM på y-axeln. På x-axeln ses tiden i antal dagar.
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4. Resultat och diskussion

4.3.2.3 C. autoethanogenum
Vid α=0,05 kunde en inhiberande effekt på etanolproduktion ses vid 35 mM, 50 mM och
100 mM ammoniak. Detta förtydligas i figur 4.5. Acetatproduktion och tillväxt gynnades
vid 35 mM ammoniak, medan de inhiberades vid 100 mM. 50 mM ammoniak kunde inte
visas ha någon effekt på tillväxt eller acetetproduktion vid α=0,10. 20 mM ammoniak
kunde inte heller visas ha någon effekt på etanol- eller acetatproduktion samt tillväxthas-
tighet. Se appendix A.4.3, tabell A.12-A.15 för de datapunkter figur 4.5 illustrerar och
appendix A.5, tabell A.18 för beräknade p-värden.

Figur 4.5: Mätdata för C. autoethanogenum som odlades i serumflaskor vid ammoniak-
koncentrationerna 0, 20, 35, 50 och 100 mM. OD vid 660 nm, pH, etanolproduktion och
acetatproduktion i mM på y-axeln. På x-axeln ses tiden i antal dagar.
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4. Resultat och diskussion

4.3.3 Jämförelse av data för C. carboxidivorans, C. ljungdahlii
och C. autoethanogenum

pH ökar med ökande ammoniakkoncentrationer för alla organismer vid α=0,05, vilket är
tydligt i figur 4.3, figur 4.4 och figur 4.5. Detta är förklarligt, då ammoniak är en bas.
pH sjunker även signifikant med tiden vid α=0,05 för alla organismer, då organismerna
bildar acetat. Även detta är tydligt i figurerna.

Vid α=0,10 kunde en trend ses hos C. carboxidivorans och C. ljungdahlii. 20 mM och 35
mM ammoniak höjde tillväxt medan 50 mM inte kunde urskiljas från kultur utan ammo-
niak. Det har tidigare rapporterats att en annan acetogen, C. ragsdalei, växt bättre med
ammoniak i mediet än utan [34]. Den främjande effekten på tillväxt skulle kunna bero
på att acetogenerna kan använda kvävet från ammoniak som näring [8] upp till en viss
koncentration, då den inhiberande effekten blir för stark. Ytterligare en förklaring är att
ammoniak kan fungera som en pH-buffert. Ammoniak skulle då kunna bidra till att bi-
behålla ett gynnsamt pH-värde när organismen producerar acetat som sänker pH-värdet.
C. autoethanogenum skiljer sig från de två andra acetogenerna som undersöktes. Ingen
främjande effekt på tillväxt går att observera vid 20 mM ammoniak. Samtliga organismer
inhiberades fullständigt vid 100 mM ammoniak, då ingen tillväxt observerades.

Den organism vars etanolproduktion inhiberades vid lägst ammoniakkoncentrationer var
C. autoethanogenum. Vid α=0,05 inhiberades etanolproduktionen av 35 mM ammoniak.
Med samma signifikansnivå inhiberades C. carboxidivorans först vid 50 mM ammoni-
ak och ingen signifikant effekt på etanolproduktionen kunde påvisas hos C. ljungdahlii
vid någon koncentration ammoniak. Resultatet tyder på att C. autoethanogenums eta-
nolbildning påverkas mer av ammoniak än de andra två, medan C. ljungdahlii är mer
tolerant.

Ingen effekt av ammoniakkoncentrationerna 20 mM, 35 mM och 50 mM på C. carboxidi-
vorans acetatproduktion kunde påvisas vid α=0,10. Vid α=0,10 ökar dock acetatproduk-
tionen vid 35 och 50 mM ammoniak hos C. ljungdahlii. En ökning kan även ses hos C.
autoethanogenum vid 35 mM ammoniak vid α=0,05.

Anledningen till att acetatproduktion gynnas och etanolproduktionen hämmas av am-
moniak kan bero på ammoniaks inhiberande effekt på enzymet ADH. ADH-enzymet är
ansvarigt för att katalysera omvandlingen av acetyl-CoA till etanol [8], se avsnitt 2.3,
figur 2.1. När ADH inhiberas kan det därför bildas mindre etanol eftersom en reaktions-
väg blockeras. Då mindre acetyl-CoA omvandlas till etanol är det möjligt att det istället
bildas mer acetat.
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5 | Slutsatser

En bidragande åtgärd till den globala uppvärmningen kan vara att ersätta fossila bräns-
len med biobränslen. Acetogener kan användas för att bilda etanol från biomassa eller
avfallsgaser, och det finns ett antal företag som arbetar med detta kommersiellt [5]. Det
finns många acetogener, men långt från alla växer vid normala förhållanden, på syngas
eller producerar etanol som slutprodukt.

Med detta i åtanke är ett av de mest betydelsefulla resultaten i denna studie en bedömning
av vilka organismer som visar störst potential för fermentering av syngas till etanol,
utifrån tillgänglig forskning. Utifrån för- och nackdelarna diskuterade i 4.2 blev slutsatsen
att acetogenerna C. autoethanogenum, C. carboxidivorans, C. coskatii, C. ljungdahlii, C.
ragsdalei har högst potential. För kommersiella ändamål bör en av dessa organismer vara
det bästa valet, vilket även stöds då de används av de stora aktörerna på marknaden
[17].

Slutsatsen av laborationen var att ammoniak inte är ett särskilt stort problem för C. car-
boxidivorans och C. ljungdahlii vid koncentrationer på 50 mM och lägre. Det var ingen
av de tre organismerna som växte vid 100 mM ammoniak. C. autoethanogenum tolere-
rar ammoniak sämre än de andra acetogenerna, medan C. ljungdahlii verkar vara mest
ammoniaktolerant. Inhibitorer är ett område som behöver studeras ytterligare eftersom
det är ett hinder för effektiv syngasfermentering. Detta experiment kan användas som
utgångspunkt för framtida undersökningar av inhibering med ammoniak.

I den laborativa delen av studien finns brister. Mediumet var inte optimerat för C. car-
boxidivorans och C. autoethanogenum. Det innebär att resultaten inte är från optimala
förhållanden. OD-mätningarna kan ha gett ett missvisande resultat på grund av den
svarta fällningen som bildades och icke viabla celler. Utöver dessa felkällor ska det även
poängteras att den statistiska analysen gjordes med få mätpunkter. Det är då svårt att
få pålitliga resultat.

Resultaten från denna studie kan användas för att göra nya studier och vidareutveckla
området syngasfermentering. Genetisk modifiering tycks vara framtiden för utvecklingen
av nya produktionsorganismer. Många patentansökningar angående syngas handlar om
just specifika modifieringar för acetogener i kommersiell syngasfermentering. Ett exempel
är ett patent där reaktionsvägen till acetat omdirigeras till etanolbildningsvägen [75].
Framtida studier bör därför även ta rekombinanta organismer i hänsyn, då dessa troligen
kommer resultera i hög produktbildning. Andra produkter med högt industriellt värde är
även ett möjligt område för vidare studier.
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A.1 YTF-medium
Ingredienser för YTF-medium (yeast-tryptone-fructose) är listade i tabell A.1.

Tabell A.1: Ingredienser för YTF-medium, per liter.

Ämne Per 1 l
Jästextrakt 10 g
Pepton 16 g
D-Fruktos 10 g
NaCl 0,2 g
Acid Stock Soln. (1000X) 1 ml
Base Stock Soln. (1000X) 1 ml
Wolfes vitaminlösning 1 ml
Resazurin 0,1 % 1 ml
Agar 15 g

A.2 PETC-medium (ATCC 1754)
Ingredienser för PETC-medium är listade i tabell A.2. D-fruktos tillsattes till flaskorna
efter autoklavering för att undvika reaktion mellan kolhydrater och aminosyror vid hög
temperatur. L-cystein tillsattes först då flaskan var försluten. Detta gjordes samtidigt
som D-fruktos tillsattes.

Tabell A.2: Ingredienser för PETC-medium, per liter. MES är bufferten 2-(N-
morfolin)etansulfonsyra.

Ämne Per 1 l
Nitrilotriacetic acid (NTA) 0,05 g
MES monohydrat 20 g
NH4Cl 1 g
KCl 0,1 g
KH2PO4 0,2 g
MgSO4·7H2O 0,2 g
Fe(SO4)2(NH4)2·6H2O 0,05 g
CaCl2·2H2O 0,02 g
Casein Hydrolysat 1,5 g
Spårmetallösning (x100) 10 ml
Wolfe’s vitaminlösning (x1000) 1 ml
Resazurin 0,1 % 1 ml
D-Fruktos 3 M 17 ml
L-Cystein 4 % (w/v) 10 ml
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A.3 Acetatbildande organismer
Här listas de acetogener, och deras egenskaper, som inte bevisats producera etanol, men
som producerar acetat.

Tabell A.3: Organismer som bildar acetat. Listat är temperatur- och pH-intervall för
tillväxt (om tillgängligt), substratspektrum, om organismen finns kommersiellt tillgänglig
(Kom.) och om genomet är sekvenserat (Gen.), * innebär att enstaka värden och inget
intervall har undersökts.

Organismnamn Temp
[°C]

pH Substrat Kom. Gen. Källa

Acetoanaerobium
noterae

35-37* 6,6-8,4 H2/CO2 Ja Ja [16, 92]

Acetoanaerobium
romashkovii

30-60 6,0-9,0 H2/CO2 Nej Nej [13, 93]

Acetoanaerobium
ruminis

34-43 6,4-7,3 H2/CO2 Nej Nej [16, 94]

Acetobacterium
bakii

1-30 5,5-8,5 H2/CO2, CO Ja Draft [16, 95, 96]

Acetobacterium
carbinolicum

15-42 7,0-7,2 H2/CO2 Ja Nej [16]

Acetobacterium
dehalogenans

23-35 7,3-7,7* H2/CO2, CO Ja Ja [16, 97]

Acetobacterium
fimetarium

1-35 6,0-8,5 H2/CO2, CO Ja Nej [16, 95]

Acetobacterium
malicum

30* 7,5-8,0 H2/CO2 Ja Nej [16, 98]

Acetobacterium
paludosum

1-30 5,0-8,0 H2/CO2, CO Ja Nej [16, 95]

Acetobacterium
psammolithicum

23-37* 6,8-7,9* H2/CO2 Nej Nej [99]

Acetobacterium
sp. 69

30* 7,2* H2/CO2 Nej Nej [100, 101]

Acetobacterium
sp. amman1

4-32 5,9-8,0 H2/CO2 Nej Nej [102]

Acetobacterium
sp. b10

34-37* - H2/CO2 Nej Nej [103]

Acetobacterium
sp. ha1

30* 7,1-7,3* H2/CO2 Nej Nej [104]

Acetobacterium
sp. kob58

- 7,2-7,4* H2/CO2 Nej Nej [105]

Acetobacterium
sp. luphet1

12-37 6,0-8,0 H2/CO2 Nej Nej [106]

Acetobacterium
sp. LuTria 3

12-37 6,0-8,2 H2/CO2 Ja Nej [107, 108]

Acetobacterium
tundrae

20-26 6,0-8,0 H2/CO2, CO Ja Nej [16, 109]

Acetobacterium
wieringae

30* 7,6* H2/CO2 Ja Ja [16, 110]
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Acetobacterium
woodii

30* 6,8* H2/CO2, CO Ja Ja [111, 112, 113]

Acetohalobium
arabaticum

38-40 7,6-8,0 H2/CO2, CO Ja Ja [16, 114]

Acetonema
longum

19-40 6,4-8,6 H2/CO2 Ja Ja [5, 115, 116]

Blautia
coccoides

20-50 7,0* H2/CO2 Ja Ja [16, 117, 118]

Blautia
producta

37* 6,7-7,0* H2/CO2, CO Ja Ja [119, 120, 121]

Blautia
schinkii

20-45 5,3-8,2 H2/CO2 Ja Ja [16, 122]

Clostridium
aceticum

22-45 7,0-10,5 H2/CO2, CO Ja Ja [123, 124, 125,
126]

Clostridium
formicoaceticum

22-44 - CO Ja Ja [5, 127, 128]

Clostridium
magnum

15-45 6,0-7,8 H2/CO2 Ja [129, 5, 130,
131]

Clostridium
methoxybenzovorans

20-45 5,5-9,0 H2/CO2 Ja Ja [5, 132]

Clostridium
ultunense

15-50 5,0-10,0 H2/CO2 Nej [133]

Eubacterium
limosum

38-39* 7,0-7,2* H2/CO2, CO Ja Ja [134, 5]

Fuchsiella
alkaliacetigena

20-45 8,5-10,5 H2/CO2 Ja Nej [135]

Fuchsiella
ferrireducens

25-45 8,5-10,7 H2/CO2 Ja Nej [136]

Oxobacter
pfennigii

23-39 6,3-8,0 CO Ja Ja [137, 6, 138,
139]

Sporomusa
acidovorans

20-40 5,4-7,5 H2/CO2 Ja Ja [16, 140, 28]

Sporomusa
aerivorans

19-35 6,2-8,2 H2/CO2 Ja Nej [16, 141]

Sporomusa
malonica

15-38 6,0-8,5 H2/CO2 Ja Ja [16, 142, 143]

Sporomusa
paucivorans

34* 6,7* H2/CO2 Ja Nej [144]

Sporomusa
rhizae

10–50 5,5-9,0 H2/CO2 Ja Nej [16, 145]

Sporomusa
silvacetica

10-35 5,5-7,7* H2/CO2 Ja Ja [146, 147]

Sporomusa
sp. dr1/8

15-25* 6,8* H2/CO2 Nej Nej [148]

Sporomusa
sp. dr6

15-25* 6,8* H2/CO2 Nej Nej [148]

Sporomusa
sphaeroides

15-45 5,7-8,7 H2/CO2 Ja Ja [24, 149, 144]
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Sporomusa
termitida

19-37 7,2* H2/CO2, CO Ja Nej [16, 150]

Terrisporobacter
glycolicus

37* 7,0-7,5* CO Ja Ja [5]

Terrisporobacter
mayombei

15-45 5,5-9,3 H2/CO2 Ja Nej [5, 116]

Treponema
primitia

23-32* 6,5-7,8 H2/CO2 Ja Ja [151, 152]
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A.4 Datavärden från HPLC samt OD- och
pH-mätningar

Nedan presenteras den data som graferna i avsnitt 4.3.2 baseras på.

A.4.1 C. carboxidivorans
I tabell A.4, A.5, A.6 och A.7 kan datavärden från HPLC för producerad mängd etanol
och acetat samt mätningar av OD respektive pH utläsas.

Tabell A.4: Uppmätt mängd producerad etanol [mM] av C. carboxidivorans vid tillsats
av 0 mM, 20 mM, 35 mM, 50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska.
HPLC-mätningar skedde 2,85 och 5,85 dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2,85 dagar 7,59 6,79 7,27 2,03 0,87
5,85 dagar 14,91 13,14 14,53 6,03 0,03

Tabell A.5: Uppmätt mängd producerad acetat [mM] av C. carboxidivorans vid tillsats
av 0 mM, 20 mM, 35 mM, 50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska.
HPLC-mätningar skedde 2,85 och 5,85 dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2,85 dagar 5,86 7,87 10,84 7,75 0,00
5,85 dagar 10,01 10,05 12,45 8,92 0,00

Tabell A.6: OD660 uppmätt för C. carboxidivorans vid tillsats av 0 mM, 20 mM, 35 mM,
50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska. Mätningar skedde 2,85 och 5,85
dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2,85 dagar 0,50 0,80 0,82 0,49 0,00
5,85 dagar 0,76 1,00 1,05 0,78 0,04

Tabell A.7: pH uppmätt för C. carboxidivorans vid tillsats av 0 mM, 20 mM, 35 mM,
50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska. Mätningar skedde 2,85 och 5,85
dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 5,80 6,15 6,38 6,63 8,66
2,85 dagar 5,04 5,18 5,36 6,17 8,52
5,85 dagar 4,67 5,01 4,99 5,17 8,53
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A.4.2 C. ljungdahlii
I tabell A.8, A.9, A.10 och A.11 kan datavärden från HPLC för producerad mängd etanol
och acetat samt mätningar av OD respektive pH utläsas.

Tabell A.8: Uppmätt mängd producerad etanol [mM] av C. ljungdahlii vid tillsats av 0
mM, 20 mM, 35 mM, 50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska. HPLC-
mätningar skedde 3,15 och 6,16 dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3,15 dagar 9,68 8,59 6,57 0,66 4,50
6,16 dagar 7,07 11,04 9,39 6,52 2,80

Tabell A.9: Uppmätt mängd producerad acetat [mM] av C. ljungdahlii vid tillsats av 0
mM, 20 mM, 35 mM, 50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska. HPLC-
mätningar skedde 3,15 och 6,16 dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3,15 dagar 62,70 71,38 69,79 42,01 0,00
6,16 dagar 77,43 80,90 89,81 90,93 0,00

Tabell A.10: OD660 uppmätt för C. ljungdahlii vid tillsats av 0 mM, 20 mM, 35 mM,
50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska. Mätningar skedde 3,15 och 6,16
dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3,15 dagar 1,06 1,17 1,22 1,15 0,00
6,16 dagar 1,09 1,48 1,53 1,67 0,07

Tabell A.11: pH uppmätt för C. ljungdahlii vid tillsats av 0 mM, 20 mM, 35 mM, 50
mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska. Mätningar skedde 3,15 och 6,16
dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 5,80 6,15 6,38 6,63 8,66
3,15 dagar 4,47 4,63 4,76 5,64 8,53
6,16 dagar 4,30 4,47 4,59 4,72 8,58

VI



A. Appendix

A.4.3 C. autoethanogenum
I tabell A.12, A.13, A.14 och A.15 kan datavärden från HPLC för producerad mängd
etanol och acetat samt mätningar av OD respektive pH utläsas.

Tabell A.12: Uppmätt mängd etanol [mM] producerad av C. autoethanogenum vid tillsats
av 0 mM, 20 mM, 35 mM, 50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska.
HPLC-mätningar skedde 2,97 och 5,95 dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2,97 dagar 17,26 12,32 7,77 0,15 0,00
5,95 dagar 19,80 20,45 11,15 0,00 0,00

Tabell A.13: Uppmätt mängd acetat [mM] producerad av C. autoethanogenum vid tillsats
av 0 mM, 20 mM, 35 mM, 50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska.
HPLC-mätningar skedde 2,97 och 5,95 dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2,97 dagar 44,84 44,04 59,52 13,09 0,00
5,95 dagar 56,73 58,35 70,29 67,24 0,00

Tabell A.14: OD660 uppmätt för C. autoethanogenum vid tillsats av 0 mM, 20 mM, 35
mM, 50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska. Mätningar skedde 2,97 och
5,95 dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2,97 dagar 1,09 1,12 1,31 0,79 0,00
5,95 dagar 1,35 1,91 1,83 1,83 0,07

Tabell A.15: pH uppmätt för C. autoethanogenum vid tillsats av 0 mM, 20 mM, 35 mM,
50 mM och 100 mM ammoniak i respektive serumflaska. Mätningar skedde 2,97 och 5,95
dagar efter referenstidpunkten (ref).

0 mM 20 mM 35 mM 50 mM 100 mM
Ref. 5,80 6,15 6,38 6,63 8,66
2,97 dagar 4,50 5,01 4,90 6,39 8,52
5,95 dagar 4,38 4,69 4,72 5,00 8,60
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A.5 T-test för avnitt 4.3.2
I detta avsnitt redovisas de beräknade p-värden som användes för att analysera mätvär-
dena i avsnitt 4.3.2.

Tabell A.16: Beräknade p-värden för C. carboxidivorans. Etanolproduktion, acetatpro-
duktion, OD660 och pH för respektive koncentrationer NH3 vid 20, 35, 50 och 100 mM
jämfört med etanolproduktion, acetatproduktion, OD660 och pH vid 0 mM NH3.

20 mM NH3 35 mM NH3 50 mM NH3 100 mM NH3
Etanol 0,73628 0,70279 0,04512 0,00132
Acetat 0,81535 0,22445 0,38023 0,01853
OD660 0,06878 0,06109 0,58797 0,02486
pH 0,07181 0,02531 0,02182 0,00011

Tabell A.17: Beräknade p-värden för C. ljungdahlii. Etanolproduktion, acetatproduktion,
OD660 och pH för respektive koncentrationer NH3 vid 20, 35, 50 och 100 mM jämfört med
etanolproduktion, acetatproduktion, OD660 och pH vid 0 mM NH3.

20 mM NH3 35 mM NH3 50 mM NH3 100 mM NH3
Etanol 0,98566 0,58372 0,12627 0,06793
Acetat 0,14848 0,05475 0,05475 0,02653
OD660 0,07176 0,05333 0,10999 0,02571
pH 0,00007 0,00004 0,04091 0,00009

Tabell A.18: Beräknade p-värden för C. autoethanogenum. Etanolproduktion, acetatpro-
duktion, OD660 och pH för respektive koncentrationer NH3 vid 20, 35, 50 och 100 mM
jämfört med etanolproduktion, acetatproduktion, OD660 och pH vid 0 mM NH3.

20 mM NH3 35 mM NH3 50 mM NH3 100 mM NH3
Etanol 0,45828 0,04976 0,01483 0,01483
Acetat 0,93040 0,04027 0,42229 0,02736
OD660 0,20668 0,04647 0,66914 0,02736
pH 0,05168 0,01217 0,04191 0,00001
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