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Forord

Vi som har skrivit denna rapport r sex tredjedrsstudenter pa civilingenjérsprogrammet i
bioteknik, Institutionen for Biologi och bioteknik, Chalmers tekniska hogskola. Projektet dr
vart kandidatarbete och genomfordes under virterminen 2017, omfattningen &r 15 hp per
student.

Arbetet bygger pa ett tidigare kandidatarbete, Karaktdrisering av tropiska svampar och deras
enzymer, BBTX01-16-06, som genomfordes varen 2016 av John Andersson, Josefin Blell,
Edvin Blomstrand, Olle Hartvigsson, Hanna Tornkvist och Alvina Westling.

Vi vill framf6ra ett stort tack till var handledare Johan Larsbrink som under hela projektet har
guidat och stottat oss 1 projektets utformning. Vi vill sdrskilt tacka for all din noggranna och
konstruktiva kritik vid rapportskrivandet, det var guld vért.

Stort tack dven till handledarna Jenny Arnling Baath och Silvia Hiittner for all hjilp och
stottning med det laborativa arbetet, det hade inte gatt utan er. Vi har uppskattat att vi kunnat
frdga er om allt ifrdn upplégg till smé detaljer, ndr som helst, utan att vi ként oss 1 vdgen eller
att vi stort er.

Tack till alla pd labbet for industriell bioteknik och tack till Goteborgs Universitet for att vi
fick anvinda er laborationssal.



Sammanfattning

De miljoproblem som vérlden idag star infor beror till stor del pd forbranning av fossila
ravaror. En av de storsta utmaningarna for att minska den negativa miljopaverkan ar att hitta
satt att anvinda fornybart kol, till exempel 1 form av védxtbiomassa, istéllet for fossilt. I detta
kandidatarbete, som genomforts pa Chalmers tekniska hogskola ar 2017, har den sedan
tidigare okdnda stammen FCH 6.2 av den termofila filament6sa svampen Scytalidium
thermophilum undersokts som kélla till enzym for omvandling av vdxtbiomassa. Malet med
projektet var att hitta sd effektiva och virmestabila enzym som mojligt. Darfor har svampen
odlats pé flera olika odlingssubstrat (kolkallor), samt enligt tvd olika odlingsmetoder, flytande
kultur och en kultur dér endast en liten mangd vétska tillsétts till kolkdllan. Mélet var sedan
att jdmfora resultaten mellan olika odlingar for att se vilken kolkélla och odlingsmetod som
genererat mest enzym med sa hog enzymatisk aktivitet som mdjligt. For att kunna jamfora de
olika odlingarna mittes proteinkoncentrationen 1 extraktionslosningarna. Dérefter jamfordes
enzymens aktivitet pa bade naturliga polysackarider och syntetiska enzymsubstrat. Resultatet
visade att S. thermophilum producerade varmetaliga enzym som hade aktivitet vid badde 60° C
och 70° C. Dérav kan enzym producerade av S. thermophilum FCH 6.2 vara av intresse for
anviandning inom industrier. Mer forskning skulle kunna visa vilka enzym som produceras vid
odling pd olika kolkéllor. Vidare vore det intressant att jamfora enzymen med kommersiella
enzymblandningar for att fa en uppfattning om enzymens effektivitet.



Abstract

The environmental problems that the world faces today depends largely on combustion of
fossil fuels. One of the greatest challenges is therefore to find novel ways to discover
renewable carbon-based energy sources to reduce the negative environmental impact. This
could be done by using different forms of plant biomass, instead of fossil. In this bachelor
project, conducted at Chalmers University of Technology during 2017, a specific fungus was
examined as a source for enzymes for conversion of plant biomass. More specifically, the
previously unknown strain named FCH 6.2 of the thermophilic filamentous fungus
Scytalidium thermophilum. The goal with the project was to find as effective and thermostable
enzymes as possible. Therefore, the fungus was grown on several different types of growth
substrates and carbon sources. Furthermore, it was grown according to two different types of
cultivation techniques, liquid culture and solid state fermentation. The purpose was to
compare the results between the different cultures, to see what type of carbon source and
cultivation technique that generated the largest amount of enzyme, with the highest possible
enzymatic activity. The protein concentrations were measured in the extraction solutions to
compare the different cultures. Thereafter the enzymatic activity was compared on both
natural polysaccharides and synthetic enzyme substrates. The result showed that S.
thermophilum produced heat-resistant enzymes with activity at both 60 ° C and 70 ° C.
Hence, enzyme produced by S. thermophilum FCH 6.2 may be of interest for use in industries.
More research could show which enzymes are produced when the fungus is grown on
different carbon sources. Furthermore would it be interesting to compare the enzymes with
established enzyme cocktails to get an idea of the enzymes efficiency.
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1. Inledning

En av var tids storsta utmaningar &r att hitta losningar pa de klimathot som vérlden stér infor. En
betydande orsak till den globala uppvirmning som sker idag ar forbranning av fossila réavaror.
Idag anvénds fossila branslen inom ménga olika omraden, och forbranning av dessa branslen
leder till koldioxidutsldpp som i sin tur i hdg grad bidrar till den globala uppvirmningen. Vidare
ar tillgangen pa fossila branslen begransad och det dr darfor inte ett hallbart alternativ varken ur
miljosynpunkt eller ur tillgdngssynpunkt. Ett sétt att minska den globala uppvarmningen kan
vara att byta ut fossilt kol mot foérnybart kol 1 industriella processer (Newman, 2008).
Vixtbiomassa dr den storsta killan till fornybart kol pa planeten och skulle kunna anvédndas
istillet for fossilt kol (Kaur et al., 2015). Vaxtbiomassa dr biologiskt material som bestér
mestadels av polymerer sdsom polysackarider och lignin (Tao, 2014). Idag anvinds
viaxtbiomassa 1 mdnga processer inom till exempel skogs- och massaindustrin. Att kunna
tillvarata energin som &r lagrad 1 véxtbiomassan dr onskvért bade vid industriella processer och
vid biobrénsletillverkning via fermentering av enkla sockerarter. Ett problem med dagens
processer dr att det 1 dessa bildas restprodukter av vixtbiomassa som &r svara att omvandla till
nagot anvindbart. Exempel pa sddana produkter &r lignin och hemicellulosa som bildas som
restprodukter 1 massa- och pappersindustrin (Pinkowska, Wolak, & Ztocinska, 2011). Med rétt
omvandlingsmetod skulle dessa produkter exempelvis kunna anvindas som drivmedel (Van Den
Brink & De Vries, 2011). En fordel med att ta tillvara pa spill- eller outnyttjade produkter &r att
det inte konkurrerar med nuvarande matproduktion (Cox, 2014).

I naturen bryts vaxtbiomassa till stor del ner av mikroorganismer som anvénder sig av enzym for
nedbrytningen. Ménga av dessa nedbrytande mikroorganismer dr svampar (Demirbas, 2014).
Svampar dr heterotrofa, vilket innebér att de far sin energi genom att bryta ner organiskt
material sdsom vixtbiomassa. For att overleva behdver svampen tillgodose sitt behov av flera
ndringsdmnen, bland annat kol, kvdve och fosfor. Polysackariderna i vixtbiomassan tillgodoser
svampen med kol och energi, och kommer i detta arbete att kallas for kolkéllor. For att kunna
bryta ner vixtbiomassan utsondrar svamparna extracelluldra enzym frin hyferna (Taylor, Raper,
& Williams, 2014). Den nedbrutna véaxtbiomassan kan sedan tas upp av svampen och anvindas
som ndring. Véxtbiomassan utgors av komplexa substrat, som innehéller ménga olika typer av
bindningar, och bryts ner bland annat genom att polysackarider bryts ner till monosackarider
och korta oligosackarider (Mékeld & de Vries, 2014). Det finns grupper av enzym som klipper
frdn kedjornas dndar (exo-aktivitet) och enzym som klipper mitt i en kedja (endo-aktivitet)
(Percival Zhang, Himmel, & Mielenz, 2006).

Det dr mojligt att utvinna svampars enzym for nedbrytning av vixtbiomassa dven for
industritekniska tillampningar. Enzym anvénds industriellt inom ménga olika omréden, till
exempel vid tillverkning av textil, rengdringsmedel och djurfoder (Mékeld & de Vries, 2014).
Inom industrin finns det idag en stor efterfrdgan av enzym som kan bidra till kostnadseffektiva
processer (Li, Yang, Yang, Zhu, & Wang, 2012). For att uppticka nya enzym kan ostuderade
svampar studeras. Det finns omkring 1,5 miljoner svamparter och av dem dr enbart fem procent
beskrivna 1 litteraturen. Den storsta biologiska méngfalden forvéntas finnas 1 tropiska miljéer
(Berrin et al., 2012). Denna méangfald bidrar till stor diversitet olika arter emellan och ddrmed
ocksa mellan deras enzym. Dessutom paverkar odlingsbetingelser vilka gener som uttrycks hos
svampen (Boonlue, Aimi, & Morinaga, 2003), vilket leder till att olika enzym produceras da
svampen véxer pa olika kolkéllor. Till en borjan forsoker alltid svampen att ta till sig enkla



substrat som exempelvis glukos eftersom det &r mindre energikrdvande. Darfor uttrycks gener
for produktion av enzym som bryter ned mer komplexa substrat forst da den filamentdsa
svampen inte har tillgdng pa annat (Amore, Giacobbe, & Faraco, 2013). For att fa fram effektiva
enzymblandningar kan olika svampars enzym kombineras (Mékeld & de Vries, 2014).

Vid sokandet av nya effektiva enzym ar termofila svampar sarskilt intressanta. Termofila arter
trivs 1 virme och kan leva vid temperaturer 6ver 40 °C. Manga termofila arter har ett
temperaturoptimum vid 45- 50 °C (Wiegant, 1992). Enzym fran termofila organismer ar
verksamma vid hogre temperaturer och ar dé sérskilt intressanta for industriella processer. Vid
hogre temperaturer gar kemiska processer snabbare och enzym fran virmetéiliga svampar skulle
kunna ge effektivare processer med minskad risk for mikrobiell kontaminering, dé farre
mikroorganismer kan vixa vid hoga temperaturer (Madigan, Martinko, Bender, Buckley, &
Stahl, 2015). For att 6ka anvandningen av enzym fokuserar numera en stor del av
enzymforskningen pa termofiler fOr att hitta termostabila enzym med potentiell stor anvédndning
inom industrin (Basotra, Kaur, Di Falco, Tsang, & Chadha, 2016).

1.1 Syfte och problemformulering

En termofil och filamentds svamp som har visat god tillvixt vid 50 °C och forméga att bryta ned
olika typer av vixtbiomassa ar Scytalidium thermophilum (Wiegant, 1992). 1 ett kandidatarbete,
som genomfordes &r 2016 pa Chalmers tekniska hogskola, studerades bland annat stammen
FCH 6.2 av S. thermophilum (Blomstrand, Hartvigsson, Tornkvist, & Westling, 2016). Stammen
FCH 6.2 dr sedan tidigare ostuderad och isolerades frdn kompost i Vietnam dér den véxte pa
flera olika néringskillor. Blomstrand et al. (2016) visade att FCH 6.2 véxte bland annat pa
cellulosa, xylan, xylos och mer komplexa kolkéllor som vetekli. Svampstammen valdes ut bland
sex andra svampstammar av samma art till detta kandidatarbete, eftersom den véxte snabbt och
hade tillvixt pd manga kolkéllor. Det dr oként hur mycket FCH 6.2-stammen skiljer sig fran
andra studerade stammar av S. thermophilum.

Milet med detta kandidatarbete ar att undersoka virmestabiliteten hos enzym som producerats
av svampen S. thermophilum. Da svampen odlas pé olika kolkillor erhalls olika kombination av
enzym, det vill séga olika fenotyper. Darfor har inverkan pé enzymens stabilitet undersokts, med
avseende pa olika odlingssubstrat 1 form av olika kolkéllor. For att fa en uppfattning om
enzymens egenskaper och effektivitet genomfordes aktivitetsmétningar med tvé olika
matmetoder. For bada metoderna anvindes spektrofotometri for att méta fargomslag.
Fargomslaget indikerade 1 hur stor utstrdckning en reaktion skett och kan relateras till aktiviteten
hos enzymen. Eftersom egenskaperna hos stammen FCH 6.2 till stor del 4r okénda ar det
intressant att jimfora tva olika odlingssétt for att se vilken typ av odling som dr bést for denna
stam vid enzymproduktion.

1.2 Avgransningar

Projektet var fran borjan avgransat till att endast behandla stammen FCH 6.2 av

S. thermophilum. Projektet avgrinsades sa att svampen endast odlades vid 50 °C. Vid
temperaturanalyser av enzymen valdes temperaturerna 50, 60 och 70°C. Med héansyn till
projektets tidsbegrinsning var det inte genomforbart att testa en stérre méngd olika kolkallor.



Oversiktstest

2 Odlingssatt 6 Kolkallor 13 Enzymsubstrat

Avgrinsning baserat pa tidigare resultat

1 Odlingssatt 3 Kolkillor 5 Enzymsubstrat

Test av temperaturstabilitet

Maétning av aktivitet hos enzym vid olika
temperaturer

Figur 1. Avgriansningar under projektets gang.

I projektets oversiktsforsok odlades svampen enligt tva olika odlingsmetoder pa de kolkéllor
som valdes ut vid projektets borjan: galaktomannan, cellulosa, xylan, vetekli, barkpulver fran
gran och trapulver frdn gran. Enzymlosningar fran odlingarna analyserades forst genom métning
av den totala proteinkoncentrationen och analyserades direfter med tvé olika
aktivitetsméatningar. Den odlingstyp, de kolkillor samt de enzymsubstrat som gav bést aktivitet
valdes ut for fortsatta studier. Figur 1 visar avgriansningar som skedde under projektets gang.



2. Teori

I kapitel tva presenteras ett teoretiskt ramverk som dr nddvéndigt {or att forsta kandidatarbetet.
Forst redovisas de kolkéllor som svampen S. thermophilum har odlats pd, direfter foljer ett
avsnitt om enzym. Det bor noteras att vissa kolkéllor som anvidnds som odlingssubstrat dven
tillimpades som enzymsubstrat for aktivitetsmétning. Begreppet kolkilla definieras i rapporten
som det odlingssubstrat som svampen fick véixa pé for att fa tillgang till kol och energi.

2.1 Kolkéllor som anvandes for odling av S. thermophilum

Polysackarider ar kolhydrater som bestdr av ldnga kedjor av sammanlidnkade monosackarider.
Om polysackariden dr uppbyggd av enbart en typ av monosackarid, till exempel stirkelse eller
cellulosa som bestér av D-glukos, klassificeras den som en homopolysackarid. Om den ddremot
ar uppbyggd av olika slags monosackarider klassificeras den istdllet som en heteropolysackarid.
Skillnaden mellan polysackarider och oligosackarider &r svardefinierad, men en tumregel sidger
att en oligosackarid bestar av en kortare kedja pa mindre dn tio sammanldankade monosackarider
(Hassid, 2014).

En monosackarid klassificeras efter dess karbonylgrupp samt antalet kolatomer 1 molekylen. Om
en kolatom kan binda till fyra olika grupper kallas den for kiral. En monosackarid som
innehaller en kiral kolatom har stereoisomerer, vilket innebér att de tvd molekylerna ar
spegelbilder av varandra men har samma kemiska och fysikaliska egenskaper. De skiljer sig at
géllande 1 vilken riktning de roterar planpolariserat ljus. Isomeren benimns som D om ljuset
roteras at hoger och L om ljuset roteras at vianster (McGrane, 2014). En vanlig monosackarid ar
glukos, vars isomerer illustreras i1 Figur 2.



Assymetriskt kol
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Figur 2. Stereoisomerer (D och L) av glyceraldehyd och glukos. D& planpolariserat ljus roteras at hoger benimns
isomeren som D och om ljuset roteras at vianster bendmns molekylen istillet som L (McGrane, 2014). Figuren
anvinds med tillstdnd fran McGraw-Hill Education.

Monosackarider bildar ofta intramolekyléra ringstrukturer. D existerar istillet diastereomererna
a och B, och strukturen skiftar 1 l6sning mellan dem. Dessa har till skillnad fran L- och D-
isomerer olika kemiska och fysikaliska egenskaper. Om OH-gruppen pekar ut axiellt fran ringen
bendmns molekylen som B och om gruppen pekar ut ekvatoriellt klassificeras monosackariden
som en a-isomer (McGrane, 2014), vilket illustreras 1 Figur 3. D& monosackarider binder
samman till oligo- eller polysackarider kan de ddremot inte skifta mellan a och 3 strukturer.

CH,OH CH,OH CH,OH
HoOHH B HOOHH 0 HoOHH 1
H OH H OH H OH
o — glukos B — glukos

Figur 3. Jamvikt for glukosstruktur. D& hydroxidgruppen i en ringformad glukosmolekyl pekar ut ekvatoriellt
bendmns molekylen som en a-isomer, dd den pekar ut axiellt klassificeras molekylen istillet som en f-isomer
(Calvaro, 2006). CC BY-SA.



2.1.1 Cellulosa

Cellulosa ar den mest forekommande och starkaste bestandsdelen 1 trd, och ar lokaliserad 1
cellviggen. Polymeren dr en homopolysackarid som bestér av - D-glukopyranosenheter som
binds ihop via glykosidbindningar (Sjéstrom, 1993), se Figur 4.
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Figur 4. Illustration av den kemiska uppbyggnaden av cellulosa, som ar uppbyggd av B-D-glukopyranosenheter
linkade via glykosidbindningar (Laghi.l, 2013). CC BY-SA.

Cellulosakedjor ar helt linjdra och tenderar att bilda intermolekyléra vitebindningar. De bildar
en kristallin struktur och &r helt olosliga. Kedjorna har en icke-reducerande dnde och en
reducerande #nde (aldehyd) (Sjdstrom, 1993). Aven om polymeren bestar av linjira
glukankedjor dr den svérnedbruten (Peciulyte, Anasontzis, Karlstrom, Larsson, & Olsson,
2014).

2.1.2 Hemicellulosor

Hemicellulosor ir till skillnad fran cellulosa generellt heterogena polysackarider. Mangden
hemicellulosor 1 trd 4r omkring 20-30 % av torrvikten och polysackariderna &r viktiga
bestandsdelar i cellviggen. Hemicellulosor dr uppbyggda av hexoser som D-glukos, D-mannos
samt D -galaktos och pentoser, som D-xylos och L-arabinos. Uppbyggnaden skiljer sig mellan
hemicellulosor i1 barrved och 1 16vved. Galaktomannan, arabinoglukuronoxylan och
arabinogalaktan dr de mest forekommande hemicellulosorna i barrved, medan xylan och
glukomannan &r de mest forekommande 1 16vved. Polysackariderna &r mindre stabila dn
cellulosa (Henriksson & Lennholm, 2009).

Xylan dr den mest forekommande hemicellulosan som frimst bestir av en huvudkedja av
sammanlinkade xylosenheter. Strukturen och uppbyggnaden skiljer sig mellan olika vaxter, for
exempel pa strukturer se Figur 5. I barrved dr xylaner surare eftersom de innehéller fler 4-O-
metyl-D-glukuronosylenheter. Xylaner 1 barrved innehdller d&ven L-arabinossidogrupper, medan
xylaner 1 lovved ar acetylerade (Henriksson & Lennholm, 2009). I grdsarter som exempelvis
vetekli innehdller xylan dven sidogrupper av fenolsyror (Ebringerova & Heinze, 1999).
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Figur 5. A. Illustration av den kemiska strukturen for xylan i 16vved. B. Den kemiska strukturen for xylan i
barrved. Som illustreras innehéller xylan i barrved fler karboxylsyror och dr dirmed surare &n xylaner i 16vved. C.
Illustration av xylan i griasarter. Den aromatiska gruppen dr en ferulsyra (Yikrazuul, 2009). CC BY-SA.

En annan typ av hemicellulosa ér galaktomannan, som &r en vanligt férekommande
hemicellulosa i1 barrved. Uppbyggnaden bestéar av en huvudsakligen linjar molekylkedja med
sma forgreningar, se Figur 6. Huvudkedjan bestar av (1-4)B-D-mannopyranos med sidogrupper
av (1-6)a-D-galaktospyranos (Henriksson & Lennholm, 2009).
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Figur 6. Den kemiska strukturen for galaktomannan som &r uppbyggd av en huvudkedja mannosenheter och
sidogrupper av galaktos. Figuren anvdnds med tillstind fr&n Johan Larsbrink.



2.1.3 Vetekli

Vetekli dr en komplex kolkidlla som tas fram fran det yttre lagret pa vetekornet. Detta lager
bestar av fyra tunna skikt som tillsammans bestar till 53 % av kostfiber. Resterande innehéll &r
vitaminer, mineraler och bioaktiva foreningar sdsom fenolsyror (Onipe, Jideani, & Beswa,
2015). Kostfiber édr de kolhydrater som manniskans enzym inte kan bryta ned, utan
nedbrytningen sker av mikroorganismer 1 framst tjocktarmen (McGraw-Hill Education, 2003).
Materialet dr uppbyggt av cellulosa, hemicellulosor och pentosanpolymerer bestdende av xylos
och arabinos bundna till proteiner. Det finns 16sliga och olosliga kostfiber. De 16sliga som star
for cirka 5 %, bestér fradmst av glukan och xylan (Onipe et al., 2015).

2.1.4 Tra - uppbyggnad av vaxtcellvaggen

Cellvdggen hos vixter bestér frimst av polysackarider, men dven lignin, lipider och proteiner.
Cellvaggen beskrivs ofta utifrén dess priméra och sekundéra struktur. Alla vixtceller omges av
en primdr cellvigg som ger dess slutgiltiga form och storlek. Den sekundéra cellviggen skapas
sedan da ved bildas, dess funktion &r att ge mekanisk styrka (Serensen & Rose, 2014).

Den priméra cellvdggen dr uppbyggd av ungefar lika méngder cellulosa, hemicellulosor och
pektin, se Figur 7. Hemicellulosor binder in till cellulosa, och deras funktion 1 cellviggen ar att
ge stadga (Serensen & Rose, 2014). Pektin dr en klass av heterogena polysackarider som har en
adhesiv funktion i cellviggen (Whistler & Daniel, 2014).

Pektin
Mellersta lamellen {

Cellulosafibrer

Primara cellvaggen

Plasmamembran ﬁ Hemicellulosa

Losligt protein

Figur 7. Illustration 6ver den priméra cellviggen hos véxter. Cellulosa och hemicellulosa binder till varandra och
befinner sig i den priméra cellviggen dér de ger stadga. Pektiner &terfinns i den priméra cellviggen samt i mellersta
lamellen dir de har en adhesiv funktion (Villarreal, 2015). CC BY-SA.

Den sekundira cellviaggen ér placerad mellan plasmamembranet och den priméra cellvdaggen,
och &r tjockare &n den priméra cellviggen. Den bestar frimst av mycket kristallin cellulosa och
dess funktion &r att ge mekanisk styrka och skydd. Som illustreras i Figur 8 bestir den



sekundira cellviggen av flera olika lager. Cellulosafibrernas riktning varierar mellan lagren
(Serensen & Rose, 2014), vilket dven illustreras i1 Figur 8.

Figur 8. Figuren ger en modell av en sekundir cellvigg med olika lager. Bestdndsdelen &r framst kristallin
cellulosa som har olika riktningar mellan lagren. Den sekundéra cellviggen dr mycket tjockare dn den priméira
(Serensen & Rose, 2014). Figuren anvinds med tillstind fran McGraw-Hill Education.

2.2 Enzym

Enzym dr mycket specifika katalysatorer, med en mingd olika funktioner i biologiska system.
Vid kolhydratnedbrytning kan enzym ha formaga att skilja pd de sockerarter de binder till. De
kan vara sa specifika att de skiljer pa vilken bindning mellan tvd monosackarider som de bryter
ner (Wellner, 2016). Enzym kan erhallas genom att odla organismer pé olika kolkéllor. Eftersom
olika kolhydrater har olika strukturer och bindningar behdver organismer producera olika typer
av enzym for att kunna tillvéxa pa olika kolkillor (Peciulyte et al., 2014).

For att bryta ner kolkéllor frdn vaxtmaterial krdvs en blandning av olika enzym med olika
funktioner. Cellulosa kriver ett flertal enzym for nedbrytning trots att det endast innehéller en
monosackarid, glukos, med en enda sorts bindning, B(1—4) (Himmel et al., 2007). En orsak till
att cellulosa &r svart att bryta ner ar att den kompakta strukturen gor det mycket svart for vatten
och dirmed enzym 1 vattenlosning att komma at molekylen. Nedbrytning av cellulosa sker
frimst av enzymgrupperna endoglukanaser, cellobiohydrolaser, CBH, och lytiska
polysackaridmonooxygenaser, LPMO. D4 LPMO kan klippa mitt i1 strukturen, genom oxidation
1 kristallina regioner, bildas amorfa regioner som ar mer tillgéingligt for vatten och andra enzym,
till exempel endoglukanaser, som tillsammans spjilkar kolhydratkedjorna till kortare
oligosackarider, se Figur 9 (Himmel et al., 2007). Det 6ppnar upp fler dndar som exoaktiva
enzym kan angripa, CBH &r exoglukanaser som klyver av disackarider fran dndarna av
cellulosakedjorna. Disackariderna kallas cellobios, de 1 sin tur sonderdelas av B-glukosidaser till
glukos, vilket minskar produktinhibering for de andra enzymen (Faraco, 2013).
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Figur 9. Nedbrytning av cellulosa med hjilp av olika enzym, figuren anvénds med tillstdnd frén Johan Larsbrink.

D4 hemicellulosa ér en heterogen grupp av polysackarider kravs fler olika enzym for
nedbrytning, dels enzym som bryter bindningar i huvudkedjorna, dels enzym som klipper av de
grenade sidokedjorna. Tva huvudgrupper av enzym ér glykosidhydrolaser, GH och
kolhydratesteraser, CE (Faraco, 2013).
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3. Metod

I kapitel tre presenteras de odlingsmetoder samt metoder for enzymanalys som har anvints.
Figur 10 visar ett forenklat flodesschema dér det gér att folja alla steg fran de forsta odlingarna
till enzymanalys.

FlIodesschema

Odling PDA-plattor Sporldsning for inokulering Inokulering, inkubering

Flytande kultur l ssF-odling

Enzymanalys Enzymldsningar Enzymextraktion

S ’ [

Figur 10. Oversiktligt flodesschema for alla steg fran odling pA PDA-plattor (potatisdextrosagar) till enzymanalys.

Apparater, utrustning och kemikalier som anvéndes fanns pa avdelningen for industriell
bioteknik. De kemikalierna som koptes in specifikt for projektet var vissa syntetiska
enzymsubstrat fran Carbosynth. For att undvika kontamination, bade till och frdn
svampkulturen, utfordes allt arbete med kulturerna med sterilteknik i laminérflodesbink, avsedd
for arbete med svamp. Nar enzymen extraherats kravdes inte sterilt arbete, utan
enzymanalyserna utfordes 1 dragskdp som skydd mot de kemikalier som anvéndes. Allt vatten
som anvandes 1 laborationerna var ultrarenat genom filtrering med vattenrenare frin Millipore,
sa kallat MilliQ®-vatten. Absorbansméitningarna utfordes i en spektrofotometer for
mikrotiterplattor, FLUOstar® Omega, BMG Labtech, med linjdrt omrdde mellan 0 och 4 for
absorbans.

3.1 Sportillvaxt

For att erhélla tillracklig mdngd svampsporer som krévs for att inokulera odlingar med

S. thermophilum, odlades svampen 1 petriskalar pd potatisdextrosagar, PDA. PDA ir ett
komplext medium som ger god tillvixt for en midngd mikroorganismer. PDA-16sning bereddes
genom att PDA-pulver (Sigma-Aldrich) 16stes upp 1 angiven mangd MilliQ®-vatten sé att en
koncentration pa agar 15 g/l, dexros 20 g/l och potatisextrakt 4 g/l erh6lls. Den fardigblandade
PDA-16sningen autoklaverades innan den, fortfarande varm, hilldes upp i tomma, sterila
petriskélar och tilléts stelna.

Till varje PDA-platta tillsattes 1 ml sporldsning fran tidigare odling, plattorna inkuberades vid
50 °C 17 dagar. Efter avslutad tillvéxt tillsattes 5-10 ml autoklaverad Tween 80-16sning 0,05 %
till varje platta for att frigora de bildade sporerna. Med hjélp av en rackla skrapades sporer av
frdn PDA-plattan. Losningen pipetterades over till ett 50 ml-provror och utgjorde sporldsningen
som senare anvéindes for inokulation av flytande kulturer och SSF-odlingar.
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Ett litet prov av sporldsningen anvéndes for rdkning av sporer i Neubauer improved-
raknekammare under ett mikroskop, for att bestimma koncentrationen av sporer. Efter tillvaxt
anvénds sporldsningen for att med kéind méngd sporer inokulera andra odlingar. Sporlosningen
frdn PDA-plattorna forvarades 1 kylskap vid 4 °C. For att bevara kulturen pé lidngre sikt gjordes
35 % -glycerolldsningar, diar 875 ul glycerol blandades med 1625 pl sporlosning och placerades
1 frysen vid -20 °C.

3.2 Odling av S. thermophilum pa olika kolkallor

En odling av mikroorganismer behover medium med nédringsdmnen och spdrdamnen. Ett
minimalt medium anvéndes, d& det var viktigt att exakt kinna till vilka ndringsdmnen svampen
hade att tillga. Ingredienser till minimalmedium véagdes upp och blandades. 4 g KH,POy, 13,6 g
(NH4)2SO0y4, 0,8 g CaCl,-2H,0, 0,6 g MgSO4-7H,0, 6 g Bacto Peptone till 1 liter MilliQ®-vatten
16sningen autoklaverades. Sparamneslosning tillreddes separat, 100 mg FeSO4-7H,0, 32 mg
MnSOj4-H,0, 28 mg ZnSO4-7H,0, 40 mg CoCl,-6H,0 och 0,4 mg CuSO4-5H,O0 till 100 ml
MilliQ®-vatten. 10 ml av spardmnesldsningen tillsattes 1 liter av minimalmediet (Peciulyte et
al., 2014). Det minimalmediet som bereddes inneholl allt svampen behdvde for tillvaxt forutom
energi- och kolkélla, som tillsattes separat i varje experiment. Den totala halten av kolkélla ska
enligt protokollet utgdra ungefar tva volymprocent av 16sningen (Peciulyte et al., 2014).

De kolkéllor som testades var galaktomannan, cellulosa, xylan, vetekli, barkpulver fran gran och
trapulver frin gran.

3.2.1 Flytande odling

De flytande kulturerna preparerades genom att tillsitta 0,5 g kolkélla i en 250 ml E-kolv med
bafflar for battre omblandning och didrmed béttre syreséttning. E-kolven med kolkéllan
autoklaverades for att undvika kontamination. Dérefter tillsattes 25 ml minimalmedium samt 3
ml sporlosning. E-kolven placerades 1 en skakinkubator s tillvaxt kunde ske vid 50 °C och 150
rpm 1 sju dagar. Till alla kulturer 1 E-kolv anvédndes en pords kork som tilldt luft passera.
Skakinkubatorn hade genomskinliga viggar for ljusgenomslépp. For att undvika att kolkélla och
sporer fastnade pa E-kolvens véiggar, genomfordes regelbundna kontroller av odlingarna under
tillvixtperioden, da forsok gjordes att fa ner material som fastnat pé kirlets viggar. For att
erhélla mer statistiskt sdkerstdllda resultat forbereddes tva biologiska replikat av varje odling.

I de sista odlingarna som genomfordes anvdndes dubbla méngden av kolkélla, minimalmedium
och méngd sporer 1 en 500 ml E-kolv for att f4 ut en stérre volym enzymlosning.

3.2.2 SSF-odling

Liksom den flytande odlingen anvénder sig SSF-odlingen av minimalmedium och olika typer av
kolkéllor. SSF &r en odling dér organismer véxer pa fast massa. Till skillnad fran den flytande
odlingen kommer sporerna 1 SSF att vixa utan omskakning. Detta odlingssitt efterliknar mer
naturliga forhallanden for svampen jamfort med den flytande odlingen, vilket kan resultera 1
hogre enzymkoncentration (Kachlishvili, Penninckx, Tsiklauri, & Elisashvili, 2006).

SSF-odlingarna forbereddes genom att tillsdtta 4 g kolkélla 1 en 125 ml E-kolv utan bafflar som
dérefter autoklaverades. Efter autoklaveringen tillsattes cirka 12 ml niringsmedium samt 3 ml
sporlosning. E-kolven inkuberades dérefter 1 ugn vid 50 °C 1 sju dagar. Odlingarna f6ljdes upp
regelbundet under odlingsperioden for att undvika uttorkning. Till odlingar som ansdgs vara for
torra tillsattes ytterligare medium. For att erhdlla mer statistiskt sékerstillda resultat forbereddes
tva biologiska replikat av varje odling.

12



3.3 Enzymextraktion ur biomassa

Da tillracklig tillvaxt uppnatts 1 den flytande kulturen 6verfordes odlingen till ett 50 ml-provror
och centrifugerades vid 4500 rpm 1 5 minuter for att bli av med celler och stora partiklar fran
kolkéllan. Supernatanten dekanterades dver i en biagare. Losningen drogs upp 1 engéngsspruta
och filtrerades genom nylonfilter med porstorlek 45 pum.

Till SSF-odlingen tillsattes 25 ml MilliQ®-vatten till respektive E-kolv och placerades direfter 1
en skakinkubator 1 en halvtimme. Dérefter filtrerades innehéllet genom ett Miracloth-filter 1 en
bilichnertratt. Losningen filtrerades direfter ytterligare genom ett nylonfilter med porstorleken 45
pum. Efter filtrering kommer supernatanten frimst innehélla proteinblandningen for just den
kolkillan (Kachlishvili et al., 2006). De erhdllna 16sningarna kallas hddanefter enzymldsningar,
och de forvarades 1 kylskap vid 4 °C.

3.4 Enzymanalys

Projektets metoder for enzymanalys ar spektrofotometriska och anvinder &mnen med kromofora
funktionella grupper, till exempel aromatring eller dubbelbindningar (Grimm, Porra, Riidiger, &
Scheer, 2006).

3.4.1 Matning av proteinkoncentration

For att méta totala méngden protein som utsondrats av svampen kan Bradfordanalys utforas.
Bradfordanalys ger en snabb och enkel uppskattning av proteinkoncentrationen i en 16sning
genom att ett fairgdmnes absorptionsmaximum dndras da det ospecifikt binder till protein
(Bradford, 1976).

For att fa en standardkurva som relaterar proteinkoncentation till absorbans, tillreddes en
spadningsserie med kdnda koncentrationer av bovint serumalbumin, BSA (ThermoFisher
Scientific). Koncentrationerna som tillreddes var 0, 25, 125, 250, 500 och 750 pg/ml. Darefter
togs 10 ul av varje spddning samt ett blankprov 1 triplikat och 200 pul Bradfordreagens
(ThermoFisher Scientific) och dverfordes till en 96-brunns mikrotiterplatta (Sarstedt). Plattan
inkuberades 1 10 minuter i rumstemperatur och absorbansmétning genomfordes vid 595 nm. En
standardkurva plottades 1 Excel och en ekvation for att Gversdtta absorbans till koncentration
erholls.

Enzymlosningar fran odlingar av S. thermophilum pé olika kolkéllor anvidndes dérefter for
méitningar av proteinkoncentration. Proverna behandlades enligt samma protokoll som
standardkurvan enligt ovan. Proteinkoncentrationen 1 proverna berdknades med hjilp av
standardkurvans relation mellan absorbans och koncentration.

3.4.2 Koncentrationsmatningar pa reducerande sockerandar

Enzymaktiviteten i de erhdllna enzymldsningarna, kan faststdllas genom att méta antalet
reducerande sockerdndar. De bildas da enzym klipper ldnga kolhydratkedjor i mindre bitar, dér
varje klipp ger en reducerande dnde. Den reducerande dnden kan detekteras med ett aromatiskt
amne, 3,5-dinitrosalicylsyra, forkortat DNSA. Sockermolekylens reducerande dnde reagerar
med DNSA vid 90 °C, varmed DNSA reduceras till 3-amino-5-nitrosalicylsyra, ANSA. ANSA
ar ett rodbrunt &mne med absorptionsmaximum vid 575 nm, som kan anvindas for detektion 1
spektrofotometer (Miller, 1959). Metoden &r billig, snabb och enkel att utféra. Det som talar
emot den &r att den inte alltid &r specifik utan kan ge utslag for andra reducerande &mnen 4n
sockerarter som kan omvandla DNSA till ANSA. DNSA-metoden méter ospecifikt endo- och
exoaktivitet, dd ett klipp 1 en sockermolekyl ger en reducerande och en icke-reducerande dnde
oavsett om klippet dr 1 mitten eller 1 &nden av en ldng sockerkedja (McKee, 2017).
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En stamlosning bereddes med 1 viktsvolym-% dinitrosalicylsyra, DNSA, 0,2 viktsvolym-%
fenol och 1 viktsvolym-% natriumhydroxid, NaOH. Ingredienserna blandades i ett dragskap, da
de ingdende @mnena &r skadliga och stor forsiktighet iakttogs. Den fardiga 16sningen forvarades
1 rumstemperatur 1 skydd mot ljus. Fenol ér ett giftigt, fritande &mne som &r potentiellt skadligt
att arbeta med. Anledningen till att detta &mne ingar 1 stamldsningen ar att det femdubblar
fargomslaget i 16sningen och okar analysmetodens upplosning (Miller, 1959).

En standardkurva som relaterade absorbansen med koncentrationen reducerande sockerdndar
erholls genom att 16sa 1,0 g D-glukosmonohydrat 1 100 ml MilliQ®-vatten s att
slutkoncentrationen blev 10 mg/ml. Frdn denna stamldsning bereddes en spddningsserie med
koncentrationerna 0, 50, 100, 500, 750, 1000, 1500 samt 2500 pg/ml. 400 ul av varje spadning
overfordes till ett eppendorfrér och 400 ul DNSA-I6sning tillsattes. Eppendorfroren inkuberades
vid 90 °C 1 20 minuter, for att lata reaktionen for fargomslag ske och kyldes dérefter pd is 15
minuter. Triplikat av proven tillsattes sedan till brunnar pa en mikrotiterplatta och
absorbansmaétning genomfordes vid 575 nm.

Standardkurvan &r enbart gjord pé glukos, vilket ar lampligt till forsok dar cellulosa anvinds
som substrat, da cellulosa dr en polysackarid uppbyggd av enbart glukos-molekyler. For att fa
mer exakta resultat borde standardkurvan i1 varje undersokning anpassas efter vilken
polysackarid som anvénds som substrat. Nir xylan dr substrat i DNSA-reaktionen borde sdledes
standardkurvan vara gjord pa xylos (McKee, 2017), vilket inte utfordes i denna studie.

Fyra stycken 10 ml enzymsubstratlosningar bereddes genom att tillsédtta antingen 100 mg
mikrokristallin-cellulosa eller 50 mg xylan, galaktomannan eller vetekli till 15 ml provror.
Dérefter tillsattes MilliQ®-vatten sa att volymen 10 ml erholls. Slutkoncentrationerna av
enzymsubstratlosningarna blev 10 mg/ml for cellulosaldsningen och 5 mg/ml for xylan-,
mannan- och veteklilosningarna. Till eppendorfror tillsattes 50 pl av aktuell enzymldsning och
450 pl enzymsubstratldsning 1 duplikat. Ett prov sattes direkt 1 frysen som ett nollprov, och det
andra provet inkuberades vid 50 °C och omskakning 6ver natt for att fa de svarldsta
enzymsubstraten att fordelas 1 provet. For vetekli visade det sig omgjligt att f& samma méngd 1
varje ror med ndmnda forfarande. For dessa prover vigdes 2,25 mg vetekli upp 1 varje
eppendorfror och 450 pl MilliQ®-vatten tillsattes, darefter tillsattes 50 pl enzymlosning.

Efter inkubering eller forvaring i frys, tillsattes lika volym DNSA-I6sning (500 pl) {or att stoppa
den enzymatiska nedbrytningen av enzymsubstratet. Darefter kokades proverna pa varmeblock 1
90 °C 1 20 minuter och kyldes sedan pa is. 200 ul av bade inkuberade prover och nollprover fran
frysen Overfordes till mikrotiterplatta 1 triplikat och absorbans maittes i spektrofotometer vid 575
nm. Virdena jdmfordes med standardkurvan vid analys.

Vid tidsstudie utfordes laborationen enligt ovan med ett ror for varje inkuberingstid: 0, 10, 30,
60, 90, 120, 180, 240 och 300 minuter. Vid temperaturmétning utférdes laborationen enligt ovan
vid 60 °C och sedan 70 °C med ett ror for varje inkuberingstid: 0, 10, 30, 60 och 180 minuter.

Figur 11 visar ett 6versiktligt flodesschema dér det gar att folja tillvigagangsséttet for DNSA-
analys.
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Figur 11. Oversiktligt flodesschema som visar tillvigagangssittet for DNSA-analys.

3.4.3 Aktivitetsmatningar pa syntetiska substrat

En metod for att mita aktiviteten hos enzym ar para-nitrofenolanalys, s& kallad pNP-analys.
Resultatet fran pNP-métningar visar om en specifik enzymaktivitet forekommer. Det finns en
miéngd olika pNP-substrat att tillgd kommersiellt. D4 enzymet klipper isér den aktuella
bindningen frigérs pNP som vid basiska pH har en kraftigt gul farg. Intensiteten 1 fargen
detekteras med hjilp av en spektrofotometer. Ett substrat testas at gdngen och om
enzymblandningen klyver bindningen mellan sockret och pNP-molekylen ger det fargutslag.
Slutsatsen blir da att ett enzym med den aktuella aktiviteten som testats for finns 1 provet.
Eftersom sockermolekylen dr bundet direkt till pPNP-molekylen kan metoden endast anvéndas
for att pavisa exoaktivitet hos enzym. (Bowers, McComb, Christensen, & Schaffer, 1980). Detta
ger information om vilken klass av enzym blandningen innehéller.

En basisk natriumkarbonat-stopplosning, Na,COs; pH>11 med koncentrationen 1 M tillreddes
frén salt. D4 molmassan for Na,CO; dr 105,98 g/mol, tillsattes 21,2 g Na,COs-salt till en
rundkolv. Direfter tillsattes MilliQ®-vatten sa att den slutgiltiga volymen i rundkolven blev 200
ml.

Citratfosfatbuffert tillreddes genom att blanda 16sningar av citratsyramonohydrat, CsHsO7-H,O,
och dinatriumfosfat, Na,PO,. Av citratsyramonohydrat med molvikten

210,14 g/mol viagdes 10,505 g upp 1 en rundkolv och MilliQ®-vatten tillsattes upp till 500 ml,
for att erhdlla 0,1 M 16sning. Av dinatriumfosfat med molmassan 141,98 g/mol vigdes 14,2 g
upp 1 en rundkolv och MilliQ®-vatten tillsattes upp till 500 ml s en 0,2 M 16sning erholls. De
bada 16sningarna blandades samtidigt som pH miittes till pH 6,0. Det krdvdes ungefar dubbelt sa
stor volym av dinatriumfosfatlosningen som av citratsyramonohydratlosningen.

En stamlosning med 10 mM pNP blandades. Fran pNP-pulver med molmassan 139,1 g/mol
viagdes 13,9 mg upp och 10 ml dimetylsulfoxid, DMSO tillsattes. Losningen forvarades i

—20 °C. En standardkurva som relaterade absorbansen med koncentrationen av fritt pNP erholls
genom att spdda pNP-stamlosningen till koncentrationerna 0, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 och 150
uM. Stamldsningen spaddes med citratfosfatbufferten. Av varje spadning overfordes tre
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tekniska replikat om 100 pl till en mikrotiterplatta. Darefter adderades 100 pl natriumkarbonat-
stoppldsning till varje brunn och absorbansen méttes 1 en spektrofotometer vid 410 nm.

For aktivitetsmatning av de olika enzymlosningarna gjordes tre tekniska replikat. 200 pl 100
mM natriumfosfatbuffert, 80 pl MilliQ®-vatten, 80 ul enzymldsning och 40 pl pNP-substrat av
varje kombination av enzymlsning och pNP-substrat blandades i1 duplikat i tvd eppendorfror,
ett for inkubering och ett for forvaring i frys. Samtliga enzymprover forvarades pa is tills alla
prover blivit klara. Dérefter sattes hilften av roren i ugn och inkuberades vid 50 °C 1 18 timmar.
Den andra hélften av proverna forvarades i frysen och anvidndes som referenser, dessa bendmns
nollprover. Efter inkuberingen 6verfordes 100 pl natriumkarbonat-stopplosning till varje brunn
som anvandes 1 en mikrotiterplatta. Darefter pipetterades 100 pl av enzymproven 1 triplikat till
brunnarna pa mikrotiterplattan och innehallet 1 brunnen blandades vil genom pipettering.
Absorbansen mittes vid 410 nm. Figur 12 visar ett oversiktligt flodesschema dér det gar att folja
tillvigagangssittet som anvénts for pNP-analys 1 detta projekt.

Flodesschema pNP-analys

U _— H — ,/9

Nollprover forvaras
vid -20 °C Tillsats av
stopplosning

\ ‘ L | (Na,CO,-I8sning)
Enzymldsning ' — VT A —

Citratfosfatbuffert - - —
Inkubering i ugn i 10- Forvaring pa is
120 min vid 50 °C

Isbox

Absorbansmatning Forvaring pa is
vid 410 nm

Figur 12. Oversiktligt flodesschema som visar tillvigagangssittet som anvints for pNP-analys i detta projekt.

Nio olika pNP-substrat, alltsd monosackarider bundna med pNP (a - och B-D-galaktos, a- och -
D-mannos, a- och B-D-glukos, a- och B-D-xylos och a-L-arabinos), anvindes 1 en dversiktsstudie.
Samtliga pNP-substrat testades med enzymlosningar frdn samtliga sex kolkéllor (vetekli,
galaktomannan, xylan, cellulosa, trdpulver fran gran och barkpulver fran gran). Var och en
odlades ocksa med tva olika metoder, flytande kultur och SSF, f6r att se vilka kombinationer
som gav hogst aktivitet.

Efter denna forstudie valdes den bésta odlingsmetoden och de bésta kolkdllorna ut f6r vidare
studier. Vid tidsstudie utfordes laborationen enligt ovan med ett ror for varje inkuberingstid: 0,
10, 30, 60 och 120 minuter.
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4. Resultat och analys

I detta avsnitt presenteras de resultat som erhallits under projektet. Forst presenteras resultat fran
odlingar som genomforts under projektet. Darefter presenteras resultat frain Bradfordanalyser
som visar uppmadtta proteinkoncentrationer i enzymlOsningar extraherade fran odlingar. Darefter
presenteras resultat fran aktivitetsmétningar utféorda med pNP- och DNSA-metoden. Resultaten
fran aktivitetsmatningar presenteras forst for oversiktsforsok dér en storre mangd olika kolkéllor
och enzymsubstrat testades. Dérefter presenteras resultat fran aktivitetsmétningar som
genomforts regelbundet under en viss tidsperiod, dessa métningar bendmns tidsmétningar. Sist
presenteras resultat frin DNSA-analys som genomforts vid temperaturerna 50 °C, 60 °C och 70
°C, dessa mitningar bendmns temperaturmitningar.

4.1 Odlingar
Flera odlingar genomfordes under projektets gang. Figur 13 visar de olika odlingstyper som har
anvénts under projektet. Svampen bildar svarta kolonier.

Figur 13. A. PDA-plattor. B. Flytande kulturer. C. Flytande kulturer i inkubator. D. SSF-odling. Samtliga bilder ar
fotograferade under projektets gang.

Figur 13A visar PDA-plattor dér tillvixt av svampen har pagatt under en vecka. Det framgick att
svampen hade god tillvéxt pa potatisdextrosagar. Figur 13A visar att miangden bildade
svampsporer varierade mellan de olika plattorna. I majoriteten av fallen kravdes en veckas
odling for att fa plattor med tillrdckligt mycket svamp for att bereda sporlosning for inokulering
av flytande kulturer och SSF-odlingar.

Figur 13B visar flytande kulturer med kolkéllorna galaktomannan respektive xylan. Det framgar
tydligt av figuren att svampen har vaxt pa E-kolvens viaggar for de odlingar med galaktomannan
som kolkalla. Det svarta pa kanterna dr svampens bildade sporer. Figur 13C visar flytande

kulturer placerade 1 en skakinkubator. Det framgick att de flytande kulturerna innehdll svampen
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da méngden svarta sporer 6kade under tillvéxtfasen. Figur 13D visar en bild av en SSF-odling,
for dessa odlingar kunde svampen identifieras vixa pd ytan av kolkéllan.

Under odlingsprocessen upptécktes for- och nackdelar med béde flytande kulturer och SSF-
odlingarna. Ett problem som uppstod med de flytande kulturerna var att det fastnade partiklar av
kolkilla pa E-kolvens viggar, ndgot som orsakades av omskakningen 1 inkubatorn, eftersom
viatskenivan under omskakning precis nddde upp till randen svampkolonier och forsedde den
med néring. Det upptéicktes att ndgra av SSF-odlingarna hade en tendens att torka ut under
inkuberingen. For att undvika detta tillsattes mer vitska till torra odlingar. Eftersom flytande
kulturer gav béttre resultat presenteras enbart data for flytande kulturer hddanefter i rapporten.

4.2 Bradfordanalys

Proteinkoncentrationer 1 pg/ml for enzymlosningarna extraherade frdn de odlingar som
genomfordes vid oversiktsforsoken visas 1 Figur 14. Dessa odlingar inneholl kolkillorna
cellulosa, vetekli, trd, bark, galaktomannan respektive xylan. Standardkurva f6r Bradford ses 1
Bilaga 1.

Bradfordanalys
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Figur 14. Resultat fran Bradfordanalys av enzymldsningar fran alla anvinda kolkéllor med felmarginaler utritade.

Det framgér fran Figur 14 att enzymlosningen frén odlingen med cellulosa hade hogst
proteinkoncentration. Légst proteinkoncentration hade enzymldsningen fran odlingen med
vetekli som kolkélla. Enzymldsningarna frin odlingarna med trd, bark, galaktomannan och
xylan hade liknande proteinkoncentrationer.

Proteinkoncentrationer i ug/ml i enzymldsningar extraherade fran senare odlingar med trd,
vetekli och galaktomannan visas 1 Figur 15. Bradfordanalys genomfordes for tvd biologiska
replikat av varje odling.
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Figur 15. Proteinkoncentrationer i tva biologiska replikat av enzymldsningar fran odlingar med kolkéllorna tré,
vetekli och galaktomannan, med felmarginaler utritade. De bla staplarna visar resultatet for biologiskt replikat 1,
och de roda visar resultatet for biologiskt replikat 2.

Det framgér av Figur 15 att proteinkoncentrationerna i de biologiska replikaten var
forhdllandevis lika. Figur 15 visar dven att skillnaden i proteinkoncentration mellan
enzymlosningar fran odlingar med olika kolkéllor var sma.

En jamfGrelse av resultaten 1 Figur 14 och Figur 15 visar att enzymldsningar fran olika odlingar
med kolkéllorna trd och galaktomannan inneholl relativt lika proteinkoncentrationer. Det
framgdr att proteinkoncentrationerna i1 enzymlosningar frén vetekliodlingarna skiljer sig mycket
at. Denna skillnad kan tyda pa nigot problem med den forsta kulturen av vetekli som gjordes,
t.ex. att odlingen inokulerades med en for liten méngd sporer.

4.3 Aktivitetsmatningar over natt

Aktivitetsmatningarna i oversiktsforsoken utfordes for att avgridnsa projektet ytterligare genom
att vilja bort kolkillor som genererade enzymldsningar med 13g aktivitet. Aven enzymsubstrat
for pNP- och DNSA-analys som beddmdes intressanta for fortsatta studier valdes ut. Vid de
inledande forsdken anvindes enzymldsningar fran samtliga kolkéllor som valdes vid projektets
start. Enzymlosningarna undersoktes med bade pNP- och DNSA-analys 1 forsok dar
enzymldsningar och enzymsubstrat inkuberades 1 18 timmar under en natt. Dessa forsok
genererade stora méngder data, Gvernattsdata, som for pNP-analysen presenteras 1 Figur 23 1
Bilaga 2. Det framgick att aktiviteten skiljde mycket mellan olika kombinationer av
enzymldsningar och pNP-substrat. Lagst aktivitet erholls fran enzymlosningar frdn odlingar med
kolkéllorna bark, trd och cellulosa, se Figur 23 i bilaga 2. I dessa métningar utmarkte sig vetekli
och galaktomannan som bra kolkéllor di de gav enzym som hade hog aktivitet. Flera av
resultaten som indikerar hog aktivitet, exempelvis aktivitet pa pNP-B-D-xylos, dr inte exakta da
de uppmitta absorbansvérdena ligger utanfor det linjira omradet pa standardkurvan for pNP.
Detta innebir att de befinner sig 1 ett omrdde ddr sambandet mellan absorbans och koncentration
av pNP ér oként. Darfor kan inte exakta viarden pé aktiviteten berdknas utifrdn viarden pa den
framtagna standardkurvan som ses i Figur 21 i Bilaga 1. Aven om aktiviteterna som visas i
Figur 23 1 Bilaga 2 inte dr exakt ger den dndd en bra indikation pa vilka kolkéllor och
enzymsubstrat som gav en hog aktivitet. De pNP-substrat som gav bra resultat vid dessa
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méitningar var aktivitet pd pNP-B-D-xylos, B-D-glukos, a-D-mannos och a-D-arabinos. Dessa
PpNP-substrat valdes darfor ut f6r vidare studier.

Overnattsdata som genererades frin DNSA-mitningar presenteras i Figur 24 i Bilaga 2. Aven
vid dessa métningar gav olika kombinationer av enzymldsningar och enzymsubstrat olika
aktiviteter. Enzymlosningar frin odlingar med kolkéllorna tréd, vetekli och cellulosa
observerades ha hogst aktiviteter. Vid val av kolkéllor for vidare studier togs bdde pNP- och
DNSA-resultat 1 beaktning. Av denna anledning valdes kolkallorna vetekli, galaktomannan och
trd for vidare analys. Da enzymlosningar frdn odlingar med kolkillan trd uppvisat relativt 1ag
aktivitet vid pNP-analys motiverades valet ytterligare med att trd &r en komplex kolkédlla som
ansags viktig med tanke pa projektets syfte att ta fram enzym som bland annat skulle kunna
anvindas inom industrin for att omvandla restmaterial fran skogsindustrin.

Efter de initiala aktivitetsmétningarna togs beslutet att genomfora ytterligare Gvernattsmétningar
med metoderna pNP- och DNSA-analys. Denna gang undersdktes endast enzymldsningar fran
de kolkéllor och pNP-substrat som valts ut baserat pa tidigare resultat. Kolkéllorna som
anvéandes var galaktomannan, vetekli och trd och de testades med pNP-substraten pNP-a-D-
arabinos, B-D-xylos, B-D-glukos och a-D-mannos. Dessa forsok gjordes for att bekrifta tidigare
resultat och se att de nya odlingarna fick liknande viarden. Vid forsoken anvéndes
enzymldsningar fran tva biologiska replikat som 1 medel varierade med 10 procent. Resultaten
fran forsdken visade att samtliga hade god aktivitet. Atta av proverna dversteg maskinens
mitintervall for absorbans. Detta indikerar att de har en hog koncentration av fritt pNP och
diarmed en hog aktivitet. Pa grund av projektets tidsbegransning eliminerades ett antal
kombinationer av kolkéllor och pNP-substrat som gett relativt 1aga resultat. Av denna anledning
valdes alla kombinationer innehédllande pNP-a-D-arabinos och kombinationen trd med pNP-a-D-
mannos bort. En motivering till att géra dessa avgransningar var hypotesen att dessa
kombinationer trots den hoga aktiviteten efter en Gvernattsmiatning inte skulle ge lika hog
aktivitet under kortare tidsmétningar som genomfordes under projektets andra del.

Resultat fran 6vernattsmétningarna med DNSA-analys utfort pa enzymldsningar fran odlingar
med kolkéllorna galaktomannan, vetekli och tré, visas 1 Figur 16.
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Figur 16. Overnattsdata frin DNSA-analys dir tvd biologiska replikat analyserats. Felmarginaler ar utmarkerade.

Asterixerna visar de fall vars resultat dverskred vad som kunde berdknas med standardkurvans ekvation. De bla
staplarna visar resultat for biologiskt replikat 1 och de rdda visar resultatet for biologiskt replikat 2.

Aven i detta fall uppvisar de biologiska replikaten stora likheter gillande enzymatisk aktivitet.

For denna analysmetod finns det ocksé fall dar de berdknade aktiviteterna dverstiger de
aktivitetsvdrden som motsvarar det storsta aktivitetsvirde som kan berdknas med
standardkurvans ekvation, se Bilaga 1. Viarden som dversteg en koncentration av 1,5 mg/ml 1
reducerande sockerdndar dr utanfor standardkurvans ekvation, vilket 1 Figur 16 blir kolkilla

galaktomannan pa enzymsubstrat galaktomannan och xylan, kolkélla vetekli pd enzymsubstratet

xylan samt kolkélla trd pa enzymsubstrat galaktomannan och tra.

4.4 Koncentrationsmatningar vid tidsuppfoéljning

For vidare analys av de intressanta enzymsubstraten utfordes koncentrationsmétningar av fritt
PNP och reducerande sockerdndar regelbundet under en tidsperiod pa totalt 120 minuter for
pNP-analys och 300 minuter for DNSA-analys. Tva biologiska replikat undersoktes med
metoderna. I Figur 17 presenteras data fran koncentrationsmétning av fritt pNP i mM i
enzymldsningar fran tva biologiska replikat med kolkéllorna vetekli, trd och galaktomannan.
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Figur 17. Tidskurvor for koncentrationsmétning av fritt pNP i mM fran enzymatisk klyvning av pNP-substrat.
Koncentrationen av pNP i mM visas mot tiden i minuter. Enzymldsningar fran odlingar med vetekli, tréd och

galaktomannan testades pad pNP-substraten pNP-B-D-xylos, pNP-B-D-glukos respektive pNP-f-D-mannos. I A, B
och C ses det biologiska replikatet 1 och i D, E och F ses biologiska replikat 2. T A och D &r det vetekli som ar

kolkilla, i B och E ar det Trd och i C och F &r det galaktomannan. I figuren representeras pNP-B-D-xylos med en

bla heldragen linje, pNP-B-D-glukos representeras av rod prickad linje och pNP-B-D-mannos representeras med en
gron streckad linje. Felmarginaler representeras av lodrita felstaplar.

Det framgér av Figur 17 att koncentrationsmétningarna gav liknande resultat for de biologiska
replikaten. Av denna anledning kommer endast data fran det forsta biologiska replikatet att
presenteras hidanefter. Det framgar av figuren att bdde enzymldsningar fran vetekli och trd gav
koncentrationer av frigjort pNP pa omkring 0,8 mM d& de anvédndes pd pNP-B-D-glukos.
Eftersom pNP-metoden maiter intensiteten fran ett firgomslag orsakat av den miangd pNP som
kluvits bort av frdn pNP-substratet dr det inte sannolikt att koncentrationen av pNP kan minska
pa ett sddant sitt som visas mellan tidpunkt 60 och 120 minuter i Figur 17C. Det frigjorda pNP
kommer inte att binda tillbaka till substratet som nu &r kluvet och darfor bor en minskad
enzymatisk aktivitet visas som en konstant koncentration av pNP. Darfor dr matvirdet vid 60
minuter for enzym fran galaktomannan och pNP-B-D-xylos sannolikt felaktigt. Samtliga
enzymlosningar gav liknande koncentrationer av frigjort pNP for pNP-B-D-xylos. Det kromofora
substratet pNP-B-D-mannos testades bara med enzymldsningarna vetekli och galaktomannan och
gav forhallandevis laga koncentrationer av fritt pNP for bada.

Tidsmitningar utférdes 4ven med DNSA-analys vid inkuberingstemperatur 50 °C. Figur 18
presenterar data fran koncentrationsmétningar av reducerande sockerdndar i mg/ml for det forsta
biologiska replikaten med kolkéllorna vetekli, trd och galaktomannan.
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Figur 18. Tidskurvor for koncentrationsmétning av reducerande sockerdandar i mg/ml fran enzymatisk klyvning av
enzymsubstrat. Koncentrationen av reducerande sockeréndar i mg/ml visas mot tiden i minuter. Enzymldsningar
frén odlingar med A. vetekli, B. trd och C. galaktomannan testades pa enzymsubstraten xylan och galaktomannan i
vardera graf. I figuren representeras xylan av en blé prickad linje och galaktomannan representeras av en heldragen
gron linje. Felmarginaler representeras av lodrita felstaplar.

Det framgér av Figur 18 att samtliga enzymlosningar gav ldgre koncentrationer av reducerande
sockerdndar da de bryter ner galaktomannan. Enzymlosningen fran odling med vetekli pa xylan
tenderar att plana ut 1 slutet av méatperioden. Reaktionerna mellan enzymldsningar frin trd och
xylan och galaktomannan fortsdtter nagorlunda linjart under hela mitperioden. Samma géller
dven for graferna for galaktomannan. Grafen for enzymldsningen fran galaktomannan visar ett
kraftigt avvikande vérde vid tidpunkt 90 minuter f6r enzymsubstratet galaktomannan.

4.5 Koncentrationsmatningar vid temperaturokning

For att studera enzymldsningarnas varmestabilitet genomfordes koncentrationsmétningar av
reducerande sockerdndar med DNSA-analys vid olika temperaturer. Vid dessa métningar hdjdes
temperaturen vid inkuberingen av enzymldsningar och enzymsubstraten. De
temperaturhdjningar som genomfordes var 60 °C och 70 °C. For att se om enzymen
overhuvudtaget tdlde hogre temperaturer genomfordes temperaturmétningar for fyra matpunkter
under 180 minuter. Figur 19 visar koncentrationen av reducerande sockeridndar i mg/ml mot
tiden 1 minuter. I diagrammen har koncentrationer fran tidigare presenterade mitningar vid
inkuberingstemperaturen 50 °C infogats.
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Figur 19. Tidskurvor erhéllna vid koncentrationsmitning av reducerande sockeridndar vid olika temperaturer.
Koncentrationen av reducerande sockeréndar i mg/ml visas mot tiden i minuter. Enzymldsningar fran odlingar med
A. vetekli med enzymsubstrat xylan, B. vetekli med enzymsubstrat galaktomannan, C. trd med enzymsubstrat
xylan, D. trd med enzymsubstrat galaktomannan, E. galaktomannan med enzymsubstrat xylan samt F.
galaktomannan med enzymsubstrat galaktomannan. I figuren representeras temperaturen 50 °C med en bla prickad
linje, 60 °C representeras en gron heldragen linje och 70 °C representeras med en rod streckad linje. For samtliga
grafer dr felmarginaler representerade av lodrita felstaplar. Notera de olika skalorna pa axlarna i de olika
diagrammen.

Vid nedbrytning av xylan, som kan ses 1 Figur 19A, C och E, dr det uppenbart att
enzymreaktionerna gick snabbare vid 50 °C dn vid bade 60 och 70 °C 1 det initiala skedet. Att
det gick snabbare vid 50 °C 1 borjan kan framforallt ses 1 Figur 19A och E. Vid tiden 30 minuter
blir koncentrationen vid 70 °C hogre dn vid 50 °C och det ér efter 30 minuter som 70 °C
snabbast genererar en hog koncentration reducerande sockerdndar vilket kan ses i alla de tre
diagrammen som representerar nedbrytning av xylan. Den temperatur som genererar hogst
koncentration av reducerande sockeréndar dr 60 °C som har gatt om bade 50 °C och 70 °C
grader dé reaktionen fatt std ungefar 120 minuter.

Nedbrytningen av Galaktomannan kan ses 1 figur 19B, D och F. For 19B ligger 50 och 60 °C pa
lika vérden, 1 19D ligger 60 °C ndgot hogre édn vad 70 °C gor medan 50 °C ligger pa 0 fram till
30 minuter. I 19F ligger 50 °C och 70 °C pa samma koncentrationer medan 60 °C visar ligre
koncentrationer. Vid 30 minuter blir koncentrationen vid 70 °C hogre én bdda de andra
temperaturerna och fortsétter att vara s 1 19B. 1 19D och E didremot gar koncentrationen vid 60
°C forbi 70 °C som planar ut. Det hoga koncentrationsvérdet vid 90 minuter 1 Figur 19F ar
troligen ett felviarde. Koncentrationen av reducerande sockerindar okar vildigt kraftigt hér, bara
for att sedan minska kraftigt. Detta dr osannolikt dd reducerande sockerdndar sker irreversibelt.
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I forstoringarna 1 Figur 19 gar det att se hur temperaturerna skiljer sig at 1 borjan av
tidsintervallet. I de flesta figurerna (dock ej Figur 19B) ses att koncentrationen reducerande
sockerdndar vid 60 °C blir hogre dn vid 70 °C efter ungefar 180 minuter. Detta kan tyda pa att

enzymen inte tdl 70 °C en langre tid, vilket d&ven stdds av att linjerna tenderar att plana ut for 70
°C efter langre tid.
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5. Diskussion

For att uppfylla syftet har enzym producerade av S. thermophilum undersokts med
spektrofotometriska metoder. Det som studerats dr proteinkoncentration, och efter enzymatisk
nedbrytning, koncentration av frigjort pNP och koncentration av reducerande sockeréndar.

En mingd étgirder har utforts for att erhalla tillforlitliga resultat med sma felmarginaler. Stora
felmarginaler kan bero pa felaktigt utférd omrorning eller pipettering. Vid odling utfordes tva
biologiska replikat, som i de flesta fall gav liknande resultat, se Figur 15 och 16. Detta tyder pa
att svampen odlades under likvirdiga forhallanden. Minst tva tekniska replikat utfordes for varje
Bradford-, DNSA- och pNP-analys under 6versiktsstudien. Replikaten gjordes for att kontrollera
att proverna var korrekt tillredda och om pipetteringen utforts pd samma sitt i alla provrér och
brunnar. En kénd brist hos DNSA-analyserna som har utforts dr att endast en standardkurva
baserad pé glukoskoncentrationsmitningar har anvénts for att berdkna koncentrationen
reducerande sockerdndar for enzymsubstraten. Idealt hade varit att gora en standardkurva for
varje enzymsubstrat, det bedomdes paverka 1 sé liten omfattning att resultatet inte &ndrats
(McKee, 2017). Ett annat problem med metoden var att enzymsubstraten cellulosa, trd och
vetekli dr oldsliga 1 vatten. Darfor behdvdes ordentlig omrorning for att enzymen skulle fa
mojlighet att bryta ner de enzymsubstraten i samma utstrackning som galaktomannan och xylan.
Trots omrorning hade enzymsubstraten sedimenterat efter en natts inkubering, vilket kan ha gett
lagre aktivitet da enzymen hade sédmre tillgang till substratet.

I 6versiktsstudien anvédndes odlingsmetoderna flytande kultur och SSF-odlingar.

I naturen vixer svamp oftast pa fasta material, det dr darfor rimligt att anta att SSF-odling skulle
vara ett mer gynnsamt odlingssitt for svamp (Pandey, 2003). Resultatet fran oversiktsstudien, se
Figur 13B, visar att svampen har god tillvixt ovanfor vatskenivan hos en flytande kultur. Det
framgar att tillvixten pa kanten av E-kolven dr betydligt kraftigare én tillvaxten i vitskefasen.
Dir var fuktigheten hog samtidigt som svampen kunde véxa pé en fast yta. Detta indikerar att
svampen foredrar tillvéxt pd fasta material. En liten vitskevolym ger en forhdllandevis stor
avdunstning vid 50 °C. Av denna anledning torkade flera av SSF-odlingarna som genomférdes
under projektet. Detta innebar problem déa samtliga odlingar inte kunde behandlas enligt samma
protokoll, darfor valdes detta odlingssétt bort. Resultatet med kraftig tillvaxt pd kanten av e-
kolven indikerar dock att SSF-odlingar kan vara intressanta for framtida forskning. Ett protokoll
med optimal méngd néring, fuktighet samt tillvixtstid hade da kunnat tas fram.

Resultaten frdn koncentrationsmétning av reducerande sockeridndar efter 18 timmars
enzymreaktion, se Figur 16, visar att enzymlosningarna fran galaktomannan, vetekli och tra
samtliga har god aktivitet pa xylan. Detta tyder pé att svampens produktion av xylanaser har
triggats av tillviaxt pa dessa kolkéllor. Att svampen producerar xylanas stimmer bra verens
med tidigare studier, dir xylanasgener patriaffats hos andra stammar av S.thermophilum
(Boonlue et al., 2003). En parallell kan dras till aktiviteten for galaktomannan, da tidigare
studier visat att andra stammar av svampen har producerat mannanas (Jatinder, Chadha, & Saini,
2006). Det framgick dven av resultaten 1 Figur 16 att enzymldsningarna fran kolkéllorna
galaktomannan, vetekli och trd hade délig aktivitet pa cellulosa. Det finns flera tinkbara
anledningar till detta. Som ndmnts tidigare krdvs manga olika typer av enzymaktiviteter for att
kunna bryta ner cellulosa. Det 4r mgjligt att de erhédllna enzymlsningarna inte inneholl
tillrackliga aktiviteter for nedbrytning. Det &r sérskilt anmarkningsvirt att enzymlosningen fran
odlingen med tré inte kan bryta ner cellulosa. En tankbar forklaring &r att trd ar ett komplext
material som innehaller manga andra komponenter som kan paverka svampens uttryck av
cellulaser. Hemicellulosor &r léttare att bryta ner dn cellulosa pa grund av den senares kristallina
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struktur (Henriksson & Lennholm, 2009). Det ar darfor troligt att svampen 1 forsta hand vill
tillgodogora sig nédring frdn hemicellulosorna xylan och galaktomannan som ocksa finns 1 tra.

Resultaten frdn métningar av reducerande sockeridndar vid 50 °C, se Figur 18, visar att det
endast dr reaktionen med enzymodling med vetekli och enzymsubstratet xylan som visar
tendenser till att avstanna under tidsperioden 300 minuter. Det skulle vara intressant att studera
de andra reaktionerna under en langre tid for att se hur lange enzymen &r aktiva och se
reaktionens slut. Det avvikande vérdet for galaktomannan betraktas som felaktigt, ddr tdnkbara
orsaker dr forvaxling eller kontaminering av prov. Vid andra absorbansmétningar har enstaka
extremvarden forekommit, de har ibland kunnat férklaras med att det funnits vattendroppar pa
mikrotiterplattans avldsningsyta, ndgot som har atgirdats genom att torka av plattan och lisa av
den igen. I den aktuella punkten fungerar inte det som forklaringsmodell, d4 standardavvikelsen
mellan replikaten inte ar storre dn for andra métpunkter.

En genomgaende trend hos resultaten fran temperaturstudien, som visas 1 Figur 19, ér att en
hogre aktivitet erhélls vid en hogre temperatur. Vid 60 °C och 70 °C anvéndes fyra mitpunkter
under en tidsperiod pd 180 minuter. Dataserier fran matningen vid 50 °C innehéller sex
mitpunkter istdllet for fyra. Det dr en nackdel att graferna for 60 °C och 70 °C har farre vérden,
det blir svérare att tyda trender frin dessa data. En mojlig felkélla kan vara att mitningarna vid
50 °C utfordes tidigare under projektet. Eftersom de inte utfordes samtidigt kan det ha funnits
forhallanden som pédverkat resultaten.

Ett lyckat resultat for en enzymlosning visas i Figur 19B. Resultatet tyder pa en stabil aktivitet
under lang tid vid hog temperatur, hos enzymlosning fran vetekli d& det anvdnds med
enzymsubstratet galaktomannan. Dérfor hade det varit mycket intressant att vidare undersoka
enzym frin odling pé vetekli med galaktomannan som enzymsubstrat.

I Figur 19A, C, D och E syns en gemensam trend dér graferna for 70 °C verkar plana ut mot
slutet av tidsperioden. En tinkbar forklaring kan vara att enzymet inte tal hgre temperaturer
under en ldngre tid utan denatureras. Det dr olyckligt ur ett industriellt perspektiv, dd enzym som
forblir stabila under en langre tid dr eftertraktade (Cherry & Fidantsef, 2003). En annan tdnkbar
anledning &r att enzymen har brutit ner allt substrat. Det skulle visas som en konstant
koncentration av reducerande sockeréndar. Det framgér dven att efter 180 minuter ar
koncentrationen hogst vid 60 °C. Detta indikerar att 70 °C dr en for hog temperatur om en stabil
process vill erhéllas. For att f4 mer entydiga resultat skulle det vara intressant att utféra
mitningar vid fler tidpunkter. Det skulle vara intressant att utféra métningar under lingre tid dn
180 minuter. Sarskilt intressant skulle det vara att undersdka nér koncentrationen reducerande
sockeréndar planar ut vid 60 °C. Eftersom 60 °C visat béttre resultat 4n 70 °C f6r manga
enzymlosningar skulle det vara intressant att undersdka temperaturer 1 det intervallet kunnat
undersokas for att hitta ett eventuellt optimum. Det hade dven varit intressant att undersoka
temperaturer hogre dn 70 °C for att se om det finns enzymaktiviteter som klarar det.
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6. Slutsats

Syftet med detta projekt var att undersdka varmestabiliteten hos enzym som producerats av
stammen FCH 6.2 av S. thermophilum. Resultaten visar att enzym producerade av
svampstammen har hogre aktivitet vid temperaturerna 60 °C och 70 °C jamfort med 50 °C. Av
denna anledning dr svampstammen intressant for fortsatta studier av termofila enzym for
nedbrytning av vixtbiomassa.

For att fa reda pd mer om vilka slags enzym svampen producerar finns en miangd metoder att
tillgd. Med SDS-PAGE hade ytterligare information om producerade enzym kunnat erhéllas. For
att i intressant information frén SDS-PAGE, kan en 2D-PAGE koras. Da proteinldsningen
innehdller manga olika protein, blir uppldsningen hogre om den separeras i tva dimensioner. For
att undersoka hur effektiva de utvunna enzymen 4r kan det vara intressant att jimfora dem med
en kommersiell enzymblandning, for att fa ett matt pa hur effektiva S. thermophilum enzymen
frén dr 1 jamforelse med etablerade enzymblandningar under samma foérhallanden.

I framtida studier hade det varit intressant att studera vilka gener som uttrycks hos

S. thermophilum vid odling pé olika kolkallor, vilket har utforts for andra svampstammar
(Amore et al., 2013). For att studera genuttryck behdver svampstammens DNA forst
sekvenseras. Dérefter kan transkriptomi anvéndas for att studera vilka gener som uttrycks vid
odling pé olika kolkillor. Nér det ar kant vilka gener som uttrycker effektiva enzym kan dessa
uttryckas 1 en ldmplig viardorganism. Direfter kan de producerade enzymen eventuellt anvdndas
1 enzymblandningar. Vidare skulle det vara intressant att studera individuella enzym och deras
egenskaper for effektiv nedbrytning av vixtbiomassa.
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Bilaga 1
Standardkurvor
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Figur 20. Standardkurva for Bradfordanalys, med BSA koncentrationerna 50, 75, 125, 250, 500 och 750 pg/ml.
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Figur 21. Standardkurva for pNP-analys med fritt pNP i koncentrationerna 0, 0,00625, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,075,
0,1 och 0,15 mmol/l. Genom en trendlinje genom samtliga punkter fas ett samband mellan absorbans och
koncentration av fritt pNP. Ekvationen for trendlinjen ses i grafen.
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DNSA-standardkurva
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Figur 22. Standardkurva for DNSA-analys med glukos i koncentrationerna 0, 0,05, 0,1, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2 och 2,5
mg/ml. Genom en trendlinje genom samtliga punkter fis ett samband mellan absorbans och koncentration av
reducerande dndar. Anledningen varfor glukos anvéndes, var for att den bara kan reduceras en gang. Ekvationen for
trendlinjen ses i grafen.
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Bilaga 2
Resultat 6vernattsmatningar
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Figur 23. Overnattsdata av andra omgangen av pNP-analyser, vilket ger svar om vilka syntetiska substrat som
anvéndes till senare steg av dversiktsstudien.
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Figur 24. Overnattsdata av andra omgangen av DNSA-analyser, vilket ger svar om vilka enzymsubstrat som
anvéndes till senare steg av dversiktsstudien.



