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Sammanfattning

Dagens samhaélle &r i behov av alternativa energikallor som ersattning till fossila branslen pa
grund av de rddande miljoproblemen. Ett alternativ for att delvis ersétta fossila branslen kan
vara omvandling av vaxtbiomassa till produkter som kan anvandas som drivmedel. Ett effektivt
satt att omvandla véxtbiomassa ar anvandning av enzymer, vilka aterfinns hos organismer som
livnar sig pa vaxtbiomassa. | detta kandidatarbete, pa Chalmers tekniska hdgskola i Goteborg,
har sex svampar med relativt okanda egenskaper fran Vietnam studerats. Detta for att undersoka
vilka olika komponenter av vaxtbiomassa dessa kan bryta ner med hjélp av deras enzymer.
Genom att odla svamparna pa utvalda substrat, inbundna i en fast agargel, kunde tillvaxten
studeras genom deras utbredning, utseende och tillvéxthastighet. Darefter odlades svamparna i
vatskekulturer och de utsondrade proteinerna, inklusive enzymer, extraherades och undersoktes
darefter med hjalp av Bradfordanalys och enzymatiska analyser (pNP och DNS).

Fran ett urval av tio olika svampstammar fran sex olika svamparter, valdes en av varje art ut
efter visuella olikheter och arbetets tidsbegransning. Studiens syfte var att undersoka deras
tillvaxt och proteinutsondring pa sju olika substrat. Samt enzymernas formaga att bryta ner
substraten. | denna studie bendmndes de utvalda svampstammar 5.2, 5.71, 6.2, 10.42, 10.5 och
10.6 och substraten som undersoktes var glukos, xylos, xylan, vetekli, risstra, cellulosa och
lignin.

God tillvaxt kunde generellt ses pa glukos, xylos, xylan, vetekli och risstrd pa de fasta
odlingarna. Ingen tillvaxt observerades pa lignin eller cellulosa, forutom for 6.2 pa cellulosa.
Déarfor undersoktes inte langre lignin medan cellulosa endast undersoktes for 6.2. Inte heller
5.2 undersoktes ytterligare da den endast visat tillvaxt pa vetekli. Av de svampar som vidare
odlades i vétska visade samtliga tillvaxt. Fran proteinkoncentrationsmatning pa extraherade
enzymlosningar fran vatskeodlingarna kunde det ses att 10.6 utséndrade mest proteiner.
Daremot hade 6.2 som vaxt pa cellulosa jamforelsevis lag koncentration av proteiner. Generellt
kunde det observeras att de svampar som véxt pa polysackarider, med undantag for cellulosa,
pavisade en markant hdgre proteinkoncentration jamfort med de som vaxt pa monosackarider.
pNP-analys visade att samtliga proteinblandningar tagna fran glukos- och
xylosvatskekulturerna hade hogre specifik enzymaktivitet vid nedbrytning av glukos och xylos.
Svampstam 10.5 utmarkte sig med generellt hogst specifik enzymaktivitet vid nedbrytning av
saval glukos som xylos. Fran DNS-analys, som visade hur bra enzymerna var pa att bryta
polysackaridkedjor, kunde inte nagra entydiga slutsatser dras eftersom att inga jamforbara
duplikat erholls men 10.42 hade generellt hog specifik enzymaktivitet.

I enlighet med resultaten fran denna studie kan fortsatt forskning pa svampstammarna 10.42
och 10.5 vara aktuellt. Detta for att fa fram enzymer som skulle kunna anvéndas for att effektiv
omvandla vaxtbiomassa till mindre bestandsdelar vid hogre temperaturer. Dessa skulle sedan
kunna anvéndas for att producera biobransle.



Abstract

Characterization of tropical fungi and their enzymes.

We are living in a society that is in need of an alternative source of energy other than fossil
fuels due to the current environmental issues. To partially replace fossil fuels one option could
be to convert plant biomass into biofuels. An efficient way of converting plant biomass is the
use of enzymes which are found in organisms that live off of plant biomass. In this bachelor
thesis, at Chalmers University of Technology in Gothenburg, six fungal strains with partially
unknown properties obtained from Vietnam have been examined. This in order to investigate
which plant biomass components their enzymes are able to decompose. By growing the fungi
on chosen substrates, bound to a solid agarose gel, their proliferation, appearance and growth
rate could be studied. Subsequently the fungi were grown in liquid cultures and the secreted
proteins, including the enzymes, were extracted and examined by Bradford and enzymatic
analyses (pNP and DNS).

From a selection of ten different fungal strains from six different species one of each specie
was selected depending on visual traits and time limitations of the project. The aim of the study
was to investigate their growth and protein secretion on seven different substrates. The
degradation of the substrates was also investigated. The fungal strains in this study were named
5.2,5.71,6.2,10.42, 10.5 and 10.6 and the substrates investigated were glucose, xylose, xylan,
wheat bran, rice straw, cellulose and lignin.

In general, good growth could be seen on glucose, xylose, xylan, wheat bran and rice straw on
the solid cultures. Weak growth was observed on lignin and cellulose, because of this lignin
was not investigated further and cellulose was only investigated for 6.2. Fungal strain 5.2 were
also not investigated further because it only grew on wheat bran. All the fungi that were cultured
in liquid showed growth. From protein concentration measurements on the extracted enzyme
solutions from the liquid cultures it could be observed that 10.6 secreted the most protein.
However 6.2 that grew on cellulose showed a comparatively low protein secretion. In general
a considerably higher protein concentration could be observed for the fungi that grew on
polysaccharides, with an exception for cellulose, compared to those that grew on
monosaccharides. The pNP-analysis showed that all the species had higher specific enzymatic
activity when degrading glucose compared to xylose. In general fungal strain 10.5 showed the
highest specific enzymatic degradation of both glucose and xylose. From the DNS analysis,
which showed how good the enzymes were at breaking polysaccharide chains, no direct
conclusions could be made since no comparable duplicates were obtained, however 10.42
showed high specific enzymatic activity in general.

In accordance to our study, continued research on fungal strain 10.42 and 10.5 could be relevant
for future studies to obtain enzymes that could be used to convert plant biomass into smaller
components that could be used to produce biofuels.
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1 Inledning

Varlden star infor stora miljoproblem som till stor del skapats av den stora anvandningen av
fossila branslen och att hitta alternativ till dessa ar av hogt intresse. Regeringen har som mal att
Sverige ska bli fritt fran fossila branslen till ar 2050 (1). For att uppna detta behovs flera
atgarder, en av dessa ar att hitta alternativa energikallor (2). Ett intressant omrade inom
alternativa energikallor &r vaxtbiomassa. Genom att omvandla vaxtbiomassa till biobrénsle kan
det sedan anvéandas som drivmedel och delvis konkurrera med fossila brénslen (3). | dagslaget
finns det inte nagra metoder som ar tillrackligt bra for att effektivt kunna utnyttja vaxtbiomassa
som energikalla. For att tillgodogora sig energin maste véaxtbiomassan brytas ner till mindre
bestandsdelar. Detta skulle kunna goras med hjalp av enzymer, vilket & ndgot som det i
dagslaget bedrivs mycket forskning pa (4). Férdelarna med att anvanda enzymer rent kemiskt
ar att de inte behover nagra farliga l6sningsmedel samt att de fungerar som katalysatorer.

En av utmaningarna med att anvanda enzymer dr att hitta de som bryter ner vaxtbiomassa mest
effektivt. Vilket ar svart da olika organismer innehaller enzymer med varierande funktion. Det
ar av denna anledning som forskning pa omradet ofta sker genom att forst hitta organismer som
livnar sig pa den typ av vaxtbiomassa som ar av intresse att bryta ner (4). Darefter undersoks
hur dessa organismer kan anvandas rent praktiskt och vilka enzymer som de anvander i
nedbrytningsprocessen. Ett exempel pa organismer som livnar sig pa véaxtbiomassa ar svampar,
vilket &r vad denna studie undersdker. Trots sin stora utbredning &r svampar ett relativt
outforskat omrade, men baserat pa tidigare studier visar deras enzymer stor potential for
forbattring inom omradet for biomassanedbrytning (5). Detta for att det bland annat finns en
stor diversitet av svampar och en liten andel av dem kan dessutom vaxa vid hoga temperaturer.
Enzymer som fungerar vid hoga temperaturer dr extra intressanta da reaktionshastigheter ofta
ar hogre vid héga temperaturer.

Detta kandidatprojekt har med ovanstdende grunder undersokt ett antal relativt ostuderade
termofila svampstammar. | genomférandet av denna undersékning behandlades bland annat
tillvaxthastighet och morfologi hos svampstammarna som studerades. Aven aktiviteten for
enzymerna i proteinblandningar som svamparna utséndrade vid tillvaxt pa ett antal specifika
kolkallor. Det sistnamnda utfordes for att identifiera huruvida nagra av enzymerna kan vara av
vidare intresse for anvandning inom olika industriella applikationer relaterat till nedbrytning av
vaxtbiomassa.



2 Svampar, nedbrytning av vaxtcellvaggen och
enzymanalysering

Denna teori innefattar filamentdsa svampar och dess formaga att bryta ner vaxtbiomassa samt
hur enzymaktivitet kan uppmatas. Aven en mer detaljerad presentation av de svamparter som
anvands i studien ingar.

2.1 Filamentdsa svampar

Idag finns det ungefar 600 000 kanda svamparter i varlden medan det totala antalet uppskattas
till ca 5,1 miljoner arter (6, 7). Det finns tre riken av svampar; fungi, chromista och protozoa.
Riket fungi ar det som kallas “egentliga svampar” och det ar ifran detta rike som svamparna
som studeras i projektet tillhor (8).

Filamentdsa svampar ar en typ av svampar i sléktet fungi. Dessa ar eukaryota och heterotrofer,
vilket betyder att de tillgodogor sig naring genom att bryta ner organiskt material (9). De
filamentosa svamparna ar uppbyggda av celltradar som kallas hyfer. Det ar hyferna som bildar
de filamentOsa svamparnas karaktaristiska natverk som benamns myecel (se Figur 1). For att
degradera organiskt material utsondrar svampen olika enzymer fran hyferna. Nar det organiska
materialet &r i nedbruten form kan svampen absorbera det som néring. Det &r kolet i organiskt
material som &r den storsta energikallan for svampar men dven andra komponenter som syre,
kvave och vissa mineraler ar essentiella for dverlevnad och tillvéxt (8).

Figur 1. Bild pa mycel frdn Oyster mushroom av Kellner T. (10). Bilden &r tagen fran Wikipedia med tillatelse under (CC).

Filament6sa svampar kan foroka sig genom fragmentering av mycelet (8). Aven kdnslig
produktion av sporer eller vegetativ produktion av sporer ar ett satt for svampen att foroka sig.
Dessa fortplantningsmetoder &r en del i det som gor att svampar kan Overleva under extrema
forhallanden. Svampar férekommer 6ver hela var planet, dven pa omraden dar manga andra
organismer har svart att 6verleva, till exempel runt polerna och pa djuphavsbottnar.

Det dr inte bara geografiskt som svampar skiljer sig at, d&ven deras morfologier ar mycket
varierande. Tva huvudbegrepp for att beskriva morfologin ar macrofungi och microfungi (11).
Manga macrofungi kan kéannas igen pa dess sexuella fruktkroppar. De sexuella fruktkropparna
ar till exempel den atbara delen av en champinjon. Microfungi &r det som kallas mégel och vid



narmare inspektion kan aven skillnader i dessa upptackas. Det kan da ses att dessa skiljer sig i
bland annat struktur, farg och formaga att producera sporer.

Mycel och sporulering gor det enkelt att odla filamentdsa svampar i laboratoriemiljé. Vid odling
av svampar ar det vanligast att agar anvands som fast media. Agar ar ett gelbildande dmne
bestaende av polysackariderna agaros och agaropektin (12). Till en agarldsning tillsatts en valfri
kolkalla och andra nédvandiga komponenter. Da ofta en specifik kolkalla underscks ar det
vanligt att en negativ tillvaxtkontroll anvéands for att sdkerstalla att den observerade tillvaxten
inte beror pa nedbrytning av agar. Vid tillvaxtsodling av en svamp tas en bit av den 6nskade
svampens mycel och 6verfors till en agarplatta. FOr att undvika kontaminering av toxiska &mnen
eller andra organismer sker all hantering av svampar i laboratorier under sterila och
kontrollerade omstandigheter.

2.2 Filamentdsa svampars enzymatiska nedbrytning av lignocellulosa
Lignocellulosa &r ofta det mest tillgangliga och kolrika materialet i en filamentds svamps nérhet
(13). Da det bestar av komplexa polymerer som svampen inte kan tillgodose sig direkt behdver
svampen strategier for att bryta ner lignocellulosan i mindre bestandsdelar. Detta gor den genom
att utsondra extracellulara enzymer. Kompositionen av lignocellulosa i en vaxt varierar framst
beroende pa véxtart och véxtvavnad men aven delvis beroende pa vilken miljo den vaxer i (13,
14). Som f6ljd av den varierande kompositionen av lignocellulosa kommer &ven de utsondrade
enzymerna fran en nedbrytande svamp bero pa bade svampart savéal som den typ av vaxter
svampen livnar sig pa. (13, 15). De extracellulara enzymerna kan delas upp i olika familjer
utifran vilken roll de har i nedbrytningsprocessen och ar dven intressanta for anvandning inom
olika industriapplikationer, mer om detta i Avsnitt 2.4.

2.2.1 Vaxtcellvaggens uppbyggnad

Véxtceller har en cellvagg som ar uppbyggd av ett komplext kompositmaterial bestaende av
olika polysackarider och den heterogena aromatiska polymeren lignin, vilka i bulk ibland &ven
kallas for lignocellulosa (14). Cellvaggen kan delas upp i en primar och en sekundér cellvagg.
Den priméra cellvaggen innehdller mestadels polysackarider och kan expandera i takt med att
cellen véxer (16). Nar cellen natt sin slutliga storlek och form tillkommer den sekundara
cellvaggen, vilken ar robustare an den primara cellvaggen da den &r tjockare och ofta innehaller
lignin (14, 17, 18). Polysackarider i sig bestar av langa kedjor lankade monosackarider och kan
delas upp i tre huvudgrupper: cellulosa, hemicellulosor och pektiner (14, 16).
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Figur 2. lllustration 6ver hur cellulosa, hemicellulosa och pektin &r arrangerade i cellvaggen. Cellulosa bildar
mikrofibriller som ger strukturell stadga at cellvaggen. Hemicellulosa binder in till cellulosa och bildar natverk
som Okar stabiliteten hos cellvaggen. Pektin finns framférallt i den priméra cellvaggen och mellan celler (middle
lamella) dar det fyller en vidhaftande funktion. Bilden ar gjord av Mariana Ruiz Villarreal och ar hamtad fran
Wikipedia med tillatelse under (CC) (19).

Cellulosa &r uppbyggt av flera glukosmolekyler som ar sammanlankade via B(1—4)-bindningar
till (1,4)-B-D-glukankedjor (14, 16). Dessa kan ordna sig parallellt i kristallina mikrofibrill-
formationer (se Figur 2 och Figur 3A), vilket ger cellvaggen strukturell stadga och skyddar
delvis mot enzymatisk nedbrytning (16). Hemicellulosor liknar cellulosa i att de har en
huvudkedja av B(1—4)-lankade sackarider (14). Beroende pa vilken typ av sackarid som
huvudkedjan bestar av tilldelas hemicellulosorna olika namn. Till skillnad fran cellulosa binder
olika sidogrupper till hemicellulosans huvudkedja och vilka sidokedjor som &r inbundna skiljer
sig at mellan olika véxtarter (16). Ett exempel ar xylan (se Figur 3B) som har en huvudkedja
bestdende av B(1—4)-D-xylosgrupper med sidogrupper sd som arabinofuranos, glukuronsyra
och aromatiska grupper (20). Sidokedjorna hindrar hemicellulosan fran att bilda mikrofibrill-
formationer vilket cellulosa kan gdra (16). | cellvdggar binder hemicellulosa till cellulosa och
bildar pa sa satt ett natverk (se Figur 2) som starker cellvaggen ytterligare.

Pektiner &r en klass komplexa heterogena polysackarider som &r mycket forgrenade och
innehaller manga olika byggstenar (21). De brukar delas upp i sa kallade “slita” och “hariga”
regioner, dar slata syftar pa regioner utan sidokedjor och hariga syftar pa regioner med lankade
alternerande grupper av flera olika sockermolekyler. Pektin fyller manga funktioner i
cellvdggen och bidrar bland annat till porositet, tjocklek och till bildandet av ett vidh&ftande
lager mellan celler som kallas middle lamella” (se Figur 2) (16).



Figur 3. Schematisk bild pa cellulosa och hemicellulosan xylan. A) visar hur (1,4)--b-glukankedjor interagerar
med varandra genom véatebindningar och bildar en mikrofibrillstruktur. B) visar ett tvarsnitt av en méjlig struktur
for xylan, dar huvudkedjan (1,4)-5-p-xylos illustreras med orange och huvudkedjans sidogrupper illustreras med
lila (glukuronsyra) och blatt (arabinofuranos) samt med en acetylgrupp pa en arabinofuranosgrupp. Bilden ar en
modifierad och kombinerad version av Luca Laghis “Cellulosa strand” (22) (Figur 3A, hamtad fran Wikipedia
med tillatelse under (CC)) och en bild pa xylan (Figur 3B) av var handledare, Johan Larsbrink.

Lignin finns i stor utstrackning i den sekundéra cellvaggen och skiljer sig fran polysackariderna
da den ar en heterogen aromatisk polymer (18). Lignin kan delas upp i tre olika grupper,
namligen guaiacyl lignin (barrtrad), guaiacylsyringyl lignin (I6vtrad) och guaiacylsyringyl-p-
hydroxylphenyl lignin (grés) (17). Lignin bildar bade kovalenta och icke-kovalenta bindningar
med polysackariderna i cellvaggen, vilket tillsammans med dess heterogena och hydrofoba
struktur ger en 0kad strukturell stabilitet och ett bra skydd mot nedbrytande enzymer (14, 17).

2.2.2 Nedbrytning av lignocellulosa (cellulosa, hemicellulosa och lignin)
De enzymer som ar involverade i svampars nedbrytning av lignocellulosa kan delas in i féljande
familjer:

« Glykosidhydrolaser: Bryter glykosidbindningar mellan tva lankade glykosider genom
hydrolys i narvaro av en protondonator och en nukleofil (23, 24). Det finns tva
huvudmekanismer for glykosidhydrolas, i den ena bibehdlls den strukturella
orienteringen av glykosidbindningen efter hydrolys, medan i den andra far
glykosidbindningen en omvénd orientering. Glykosidhydrolaser kan &ven vara exo-
aktiva eller endo-aktiva, vilket betyder att de antingen verkar pa glykosidkedjor fran
andarna (exo) eller slumpmassigt mitt i (endo).



o Kolhydratesteraser: Bryter esterbindningar och tar darmed bort funktionella grupper
fran kolhydrater via hydrolys, mer specifikt for ester och N-acetyl grupper (25)

o Polysackaridlyaser: Bryter glykosidbindningar via $-elimination om en av glykosiderna
vid bindningen innehaller en sur grupp (25).

o Oxiderande enzymer: Bryter kovalenta bindningar genom oxidation. Foljande tva
klasser ar aktiva vid nedbrytning av lignocellulosa.

o Lignin-nedbrytande enzymer: Oxiderar sidokedjor och aromatiska ringar i
lignin. Tva exempel &r ligninperoxidas och lackas som bildar mediatorkomplex
dar ligninperoxidas anvander vateperoxid som substrat och lackas anvander syre
som substrat (17).

o Lytiska polysackarid-monooxygenaser (LPMOs): LPMO-enzymerna fungerar
genom att oxidera bade de reducerade och icke-reducerade dndarna av en
bindning mellan tva sockermolekyler (26).

For att bryta ner cellulosa behdvs bade enzymer inom glykosidhydrolasfamiljen och de
oxidativa LPMO-enzymerna. Tre enzymklasser ur glykosidhydrolasfamiljen behévs vid
nedbrytningen; [-glukosidas, p-1,4-endoglukanaser och cellobiohydrolaser (15, 27).
Cellobiohydrolaser ar exo-agerande pa (1,4)-B-D-glukankedjorna medan -1,4-endoglukanaser
ar endo-agerande pa kedjorna. Forst efter klyvning pa andarna och i mitten av cellulosan kan
B-glukosidas komma at de efterlamnade oligomererna och klyva dem till glukos (15).

Generellt liknar nedbrytningen av hemicellulosa den for cellulosa. Endo-aktiva
glykosidhydrolaser bryter forst huvudkedjan varpa andra glykosidhydrolaser bryter de mer
lattillgangliga oligomererna (15, 27). Xylan klyvs exempelvis forst pa mitten av 1,4-B-
endoxylanas varefter de resulterande xylos-oligomererna klyvs av 1,4-B-xylosidas (15). For att
fullstandigt bryta ner hemicellulosan behdvs &ven specifika enzymer fran bade
glykosidhydrolasfamiljen och kolhydratesterasfamiljen beroende pa de olika sidogrupper som
kan sitta pa huvudkedjan.

Lignin bryts inte ner sérskilt bra via hydrolys utan behdver istéllet oxideras for att sedan kunna
brytas ner i mindre delar (17). Nedbrytningen sker bade via en enzymatisk och en icke-
enzymatisk reaktion. Den enzymatiska reaktionen star for oxidering av sidokedjor och
aromatiska ringar till aromatiska radikaler via ligninperoxidas eller lackas. Den icke-
enzymatiska reaktionen star for tre olika attacker pa radikalerna, vilka leder till kluvna
bindningar. Dessa attacker &r homo- eller heterolytisk klyvning, syreattack pa kolcentrerade
radikaler eller nukleofil attack pa arylkatjoner fran vatten eller en hydroxidgrupp. Det finns
indikationer pa att inga mikroorganismer klarar att endast leva pa lignin som primér kolkalla,
men om de har ett annat substrat att vaxa pa kan lignin utgora en sekundar kolkalla (18).



2.3 Termofila svampar i studien

De svampstammar som anvandes i denna studie ar termofila och hamtade fran Food Industries
Research Institute i Vietnam. Att de ar termofila innebar att de kan véaxa vid héga temperaturer
samt att enzymerna de producerar &r stabila vid dessa temperaturer. En klassificering av
termofila organismer &r; organismer med en optimal tillvaxttemperatur mellan 45 °C och 80
°C. Av de 600 000 kéanda arter ar endast en mycket liten del termofila (5). | Tabell 1 beskrivs i
korthet det som ar kant om de berdrda termofila svamparterna. Notera att de egenskaper som
svampstammarna i denna studie har kan skilja sig fran de generella egenskaper som
svamparterna har i Tabell 1. Exempel pa hur en svamp kan se ut nar den vaxer pa en agarplatta

visas i Figur 4.

Tabell 1. Kortfattad beskrivning av de kdnda egenskaperna hos de svamparter som berérs i studien.

Svampart Forekomst och enzymproduktion Benamning i
studien

Rhizomucor Anvands i dagslaget for att producera enzymer som kan 5.2
miehei anvandas till att skapa I6pe for mejeriindustrin. Enzymerna

som bildas tillhér familjen aspartylproteas, pepsin, cathepsin

och renin ar exempel pa sadana. (28).
Rhizomucor Ar vanlig i komposter och &r en god producent av 5.71
pusillus amylasenzymer, vilka katalyserar nedbrytningen av glykogen

och starkelse (29).
Scytalidium Ar en vanligt forekommande svamp i komposter (30). 6.2
thermophilum
Talaromyces Producerar enzymet xylanas. Xylanas degraderar xylan till 10.42
thermophilus xylos (31).
Malbranchea Ar en viktig kalla till lignocellulolytiska enzymer (32). 10.5
cinnamomea
Thermomyces Ar en utbredd och relativt valanvanda termofil svampart (33). | 10.6
lanuginosus Flera stammar av denna svampart har rapporterats producera

hoga nivaer av cellulas-fria p-xylanaser.




Figur 4. Svampstam 10.5 vaxande pa potatis dextros agar.
Forfattarnas egen bild.

2.4 Filamenttsa och termofila svampars anvandning i industrin

Filamentdsa svampar ar viktiga organismer i nedbrytningen av manga organiska material (34).
Som tidigare namnts bestar en betydande del av véxtceller av lignocellulosa. Nedbrytning av
lignocellulosa och de enzymer som anvands i denna process kan vara mycket anvéndbara i
industrin. Exempel pa nar de anvands ar vid blekning inom massa- och pappersindustrin,
tillverkning av djurfoder och textilier, sanering av avloppsutslapp och produktion av
biodrivmedel (13, 35). Termofila svampar ar av sarskilt intresse da deras enzymer kan arbeta
stabilt vid hoga temperaturer. Fordelarna med nedbrytning av biomassa vid hoga temperaturer
ar hogre reaktionshastigheter, storre utbyte, sénkt substratviskositet och minskad risk for
mikrobiell kontaminering (36).

2.5 Metodteori

For att kunna avgéra om svampstammarna i studien kan anvéndas for att effektivt bryta ner
vaxtbiomassa bor aktiviteten hos deras enzymer bestdimmas. Detta kan géras genom att
bestdimma proteinkoncentrationen med Bradfordmetoden och enzymaktiviteten med pNP- och
DNS-analys.

2.5.1 Bestamning av proteinkoncentration

For att kvantifiera méngden protein i ett prov anvénds ofta Bradfordmetoden som utformades
av Marion M. Bradford pa 1970-talet (37). Bradfordmetoden majliggér en snabb, enkel och
noggrann kvantifiering av proteiner, detta i jamforelse med andra metoder for att uppskatta
proteinkoncentrationer (38). Pa grund av detta dr Bradfordmetoden den metod som oftast
anvands i olika laboratorier for att bestimma méangden protein i ett prov. | denna metod anvénds
fargen Coomassie Brilliant Blue G-250 som binder till proteiner (37). Coomassie Brilliant Blue
G-250 finns i tva olika former, katjonform och anjonform. Innan bindning till protein har den
en rod farg och ar i dess katjonform och efter inbindning ar den i anjonform och blir bla (38,



39). Detta beror pa att vid bindning till proteiner andras dess absorptionsmaximun fran 465 nm
till 595 nm.

Okningen av provets forméga att absorbera ljus vid 595 nm méts med hjélp av spektrofotometer
och resultatet anvands for att, med hjalp av en standardkurva, avgora proteinkoncentration (39).
Inbindningen av Coomassie Brilliant Blue G-250 till proteiner har visat sig ske huvudsakligen
genom interaktioner till aminosyran arginin hos proteinerna (40). Interaktionerna bestar av van
der Waals-krafter samt hydrofoba interaktioner.

2.5.2 Matning av enzymaktivitet
Matning av enzymaktivitet kan goras pa en rad olika satt. Nedan presenteras de tva
analysmetoder som anvands i denna studie.

2.5.2.1 pNP-analys

FoOr att studera enzymaktivitet hos kolhydrat-aktiva enzymer kan para-nitrofenol-glykosider
anvéandas. Para-nitrofenol-glykosider bestar av para-nitrofenol (oNP) bundet till ett substrat
(9). Exempel pa substrat kan vara monosackarider sa som glukos och xylos (41). pNP ar en
kromogen forening vilket innebar att den innehdller sd kallade kromoforer, vilka &r
atomgrupper som kan absorbera ljus vid specifika vaglangder (42, 43). | en alkalisk l6sning
absorberar pNP ljus vid 410 nm, vilket kan méatas med spektrofotometer (41, 43).

Nar pNP-glykosider tillsatts i en 16sning innehallande enzymer kan vissa enzymer klyva
bindningen mellan pNP och substratet. Detta leder till att tidigare bundet pNP frigors (41).
Absorbansen hos provet kan da matas och vilken koncentration den uppmatta absorbansen
motsvarar tas fram genom att anvanda en pNP-standardkurva. Nar koncentrationen av fritt pNP
ar kant kan hastigheten som enzymerna bryter ner substrat med réknas ut (41).

En nackdel med att anvédnda pNP-analys for att studera enzymaktivitet &r att det inte fungerar
for endo-aktiva enzymer (44). Detta beror pa att pNP binder in till &ndarna pa substraten och
endo-aktiva enzymer kan darfor inte komma at att klyva bindningarna.

2.5.2.2 DNS-analys

Dinitrosalicylsyra-metoden (DNS) utformades ar 1921 och kan anvandas for att undersoka hur
bra ett enzym eller en proteinblandning &r pa att bryta kedjor av polysackarider (45, 46). DNS
anvands for att analysera hur manga reducerande andar pa sockerkedjor det finns i ett prov (46).
En polysackarid har en reducerande &nde och en icke-reducerande &nde; nar sackariden klyvs
av ett enzym bildas tva kortare sackarider vilka har var sin reducerande ande. Den reducerande
anden ar den som har ett fritt kol som ar en del av en aldehyd, keton, hemiacetal eller hemiketal
grupp (47). Detta kol mgjliggor reduktion av andra molekyler (47, 48).

Nar DNS reagerar med en reducerande sockerande reduceras en av NO; grupperna pa DNS till
en NH: grupp enligt Figur 5. Detta leder till att I6sningen fargas och absorbansen vid 575 nm
kan matas med en spektrofotometer (46). Erhallna véarden jamfors med referensprov dar
substratet blandats med DNS utan enzymtillsats och med en standardkurva med ké&nda
glukoskoncentrationer. Den resulterande aktiviteten divideras med proteinkoncentrationen fran
Bradfordanalysen for att fa ut specifik enzymaktivitet.



o OH HzN
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Figur 5. Reaktionen som sker mellan en reducerande sockerande och dinitrosalicylsyra. Forfattarens egen bild.
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3 Metod

Fran ett urval av 11 svampstammar, hamtade fran Vietnam, valdes 6 stycken ut, detta for att
begransa studiens omfattning. De svampstammar som valdes ut var de som hade storst variation
i morfologi. Odlingen av de 6 olika svamparna gjordes pa 7 utvalda substrat for att se vad dessa
svampstammar kunde bryta ner. Substraten valdes pa grund av dess olikheter, xylos och glukos
valdes for att de & monosackarider och xylan valdes for att det &r en hemicellulosa. Vetekli och
risstra valdes da dessa ar komplexa substrat, vilket innebdr att de &r substrat dar
sammansattningen ar okand och varierad. Lignin valdes da det ar valdigt ovanligt att svampar
kan bryta ner det. Cellulosa valdes da det ar svarnedbrutet och frekvent forekommande i naturen
och ar den storsta kéallan till fornybart kol.

Odling pa agarplattor gjordes for att snabbt och dverskadligt se en eventuell tillvaxt, odling i
vatskekultur for att kunna extrahera utsondrade proteiner och enzymatiska analyser sa som
DNS- och pNP-analys for att karaktérisera de utsondrande enzymerna. Laborerandet skedde
sterilt och all kontakt med svamparna gjordes i en bank med laminart luftflode (LAF-bank) som
ar ett dragskap som forhindrar kontamination. Under laborationen anvandes antingen MQ
vatten som ar vatten som avjonats genom en Milli-Q vattenrenare eller autoklaverat MQ vatten.

3.1 Odling pa agarplatta

Moderplattor gjordes genom att fora over en agarkub (ca 3x3 mm) med mycel fran
ursprungsplattorna till nya plattor med potatis dextros agar (38,46 vikt% agar), vilket forkortas
PDA (3,9 % vikt/volym (v/v)). Denna koncentration av agar anvandes for samtliga plattor med
PDA i studien. PDA anvénds da alla svampar i studien kan tillgodogora sig detta substrat och
god tillvaxt uppvisas.

Agarplattor anvandes for odling pa fast substrat dér naringslosningen innehdll ett M9 medium
(49) och en kolkalla. M9 mediet bestod av 200 delar M9 saltlsning (8,6 % NaHPO4 1,5 %
KH2PO4, 0,25 % NaCl och 0,5 % v/v NH4Cl), 20 delar MgSQO4-7H20 16sning (25 % v/v), 1 del
CaClz-2H,0 lésning (3 % v/v) samt 100 delar sparamneslosning (0,1 % FeSOas, 0,032 %
MnSQg4, 0,028 % ZnSO4 och 0,04 % v/v CoCl,) for att sékerstalla svamparnas tillvaxt.
Kolkallan var antingen glukos (20 %, monohydrat), cellulosa (10 %, mikrokristallint pulver),
xylos (4 %, D-(+)-xylos), xylan (10 %, fran boktrad), lignin (10 %, alkali), vetekli (10 %, fran
Coop Anglamark) eller risstra (10 % v/v). For att fa en fardig naringslésning blandades 100 ml
M9 medium med 50 ml substrat (undantag: 10 ml glukos) och 300 ml agarldsning (2,5 % v/v)
och fyllde upp till 500 ml med autoklaverat MQ vatten. Detta gav en slutkoncentration av
substrat pa 1 % v/v for alla substrat forutom xylos och glukos som hade 0,4 % v/v. Denna
fardiga l16sning halldes i petriskalar, 85 mm diameter pa bottenplattan, och lats stelna. Darefter
inokulerades alla plattor med respektive svamp. Detta gjordes genom att fora 6ver en agarkub
med mycel fran moderplattan till den nya agarplattan. Aven 20 pl MQ autoklaverat vatten
tillsattes fOr att svamparna inte skulle torka ut. Alla plattor gjordes i duplikat. Negativ kontroll
utan substrat gjordes for att sakerstalla att svamparna inte véxer pa agar. Positiv kontroll gjordes
pa PDA plattor for att kontrollera att de yttre omstandigheterna var gynnsamma for tillvaxt.
Plattorna inkuberades i 50 °C i 6 dagar varefter morfologin dokumenterades skriftligt och
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fotografiskt. Plattor som inte hade representativa duplikat gjordes om. Ytterligare agarplattor,
pa de svampar som véxt i forsta odlingen, gjordes pa samma satt som tidigare och inkuberades
1 50 °C i 11 dagar. Detta gjordes for att kunna ta fram tillvaxtkurvor for de olika svamparna.
Medelradien mattes varje dag i en vecka samt efter 11 dagar.

3.2 Odling i vatska

De kombinationer av svamp och substrat som pavisat tillvaxt pa agarplattorna valdes ut for att
odlas i flytande medium. For detta gjordes en mycellésning fran den agarplatta dar svampen
hade storst tillvéxt. Mycellésningen gjordes genom att 5 ml autoklaverat MQ vatten tillsattes
till plattan och mycelet skrapades bort. Vétskan pipetterades till ett Falconrér och mixades i en
provrorsskak.

Det flytande mediet hade samma komposition som agarplattorna men utan agar och substraten
hade samma koncentrationer. E-kolvar med 25 ml I6sning (0,8 % mycell6sning vikt/volym
(v/v)) inkuberades i en skakinkubator (ThermoMixer) i 50 °C i 7 dagar, varefter morfologin
dokumenterades skriftligt och fotografiskt. For att erhalla prover med de utséndrade enzymerna
overfordes 6 ml av vatskekulturerna till Falconror. Dessa centrifugerades pa 5000 RPM/ 5311
RCF i 10 minuter i 20 °C. Efter centrifugering sogs I6sningen upp och filtrerades genom ett 0,2
ul cellulosafilter till nya Falconror. Detta for att fa en ren l1sning med proteiner utan mycel.
Proven forvarades i 4 °C for anvindning till enzymatisk analys.

3.3 Enzymanalys
Nedan beskrivs genomforandet av de metoder som maéter proteinkoncentration och
enzymaktivet.

3.3.1 Bradfordanalys

En Bradford-standardkurva gjordes for att fa ett forhallande mellan absorbans och
koncentration. Utvalda koncentrationer av proteinstandarden bovint serumalbumin (BSA)
tillsattes i en 96-brunnsplatta tillsammans med MQ vatten och Bradfordreagens. Proven
inkuberades i rumstemperatur i 30 minuter och dérefter mattes absorbansen vid 595 nm hos de
olika proven med hjalp av spektrofotometer av modellen FLUOstar Omega fran foretaget BMG
LABTECH och en standardkurva togs fram.

Enzymproven fran de olika svampodlingarna tillsattes till en 96-brunnsplatta tillsammans med
MQ vatten och Bradfordreagens. Proven inkuberades i rumstemperatur i 30 minuter och
darefter méttes absorbansen vid 598 nm hos proverna. Med hjalp av standardkurvan kunde
proteinkoncentrationerna hos respektive prov tas fram.

Da nagra av proverna innehdll laga koncentrationer av protein gjordes aven en mikro-
Bradfordanalys. En standardkurva forbereddes med koncentrationer mellan 1 pg/ml och 10
ug/ml. De prover som misstanktes ligga mellan 10-100 pg/ml spaddes 10 ganger i MQ vatten.
Enzymproverna och standardproverna blandades med lika volym Bradfordreagens till
totalvolym pa 800 pl och dessa inkuberades i rumstemperatur i 24 minuter. Proverna
pipetterades till kyvetter och absorbansen mattes vid 595 nm.
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3.3.2 pNP-analys

Olika koncentrationer av fritt pNP blandades med MQ vatten, stopplésning bestaende av
Na>COs3 (200 mM) och citrat-fosfat buffert (0,1 M) med pH 6. Citrat-fosfat buffert gjordes
genom att 2,10 g citratmonohydrat I6stes upp i 100 ml MQ vatten och 5,68 g dibasic
natriumfosfat I0stes upp i 200 ml MQ vatten. 73,7 ml av syran och 126,3 ml av basen blandades
sa att ett pH pa ungefar 6 erholls. Bufferten stalldes sedan in till exakt pH 6 med hjélp av en
pH-meter och tillsatts av mer syra alternativt bas. Losningarna innehallande fritt pNP tillsattes
till en 96-brunnsplatta, absorbansen vid 410 nm mattes med spektrofotometer och en
standardkurva togs fram.

Tva olika pNP-glykosider, pNP-B-glukos och pNP-a-xylos, blandades med enzyml6sningar
och citrat-fosfat buffert med pH 6. Enzymldsningarna som blandades med pNP-B-glukos kom
fran svampar som vaxt pa glukos och enzymldsningarna som blandades med pNP-a-xylos kom
fran svampar som véxt pa xylos. Det gjordes &ven tva blanka prov innehéllande MQ vatten
istallet for enzymldsning. Losningarna inkuberades i 30 minuter i 50 °C och darefter tillsattes
stoppldsning bestaende av Na2COs (pH>10) och proverna lades pa is. Proven pipetterades Gver
till en 96-brunnsplatta och absorbansen vid 410 nm mattes med spektrofotometer.
Koncentrationen av fritt pNP som bildats i varje prov réknades darefter ut med hjalp av
standardkurvan. Fran detta resultat kunde enzymhastigheten raknas ut och med hjalp av
Bradfordanalysen erholls ett matt pa specifik enzymaktivitet for proverna.

3.3.3 DNS-analys

En DNS-I6sning innehallande 98 ml MQ-vatten, 1 g 3,5-dinitrosalicylat, 0,2 g fenol och 2 ml
50 % natriumhydroxid forbereddes. En standardkurva erhélls genom att 50 pl buffert, 20 pl
vatten och 130 pl glukosldsning i koncentrationerna 0, 0,5, 1, 2, 3, 4 och 5 g/l blandades. 100
pl av  DNS-l6sningen tillsattes till 100 pl av respektive 16sning med de olika
glukoskoncentrationerna. Réren inkuberades i 90 °C i 20 minuter och innehallet pipetterades
over till en 96-brunnsplatta och déarefter avldstes absorbansen vid 575 nm med
spektrofotometer.

En tidslinje for de fem utvalda svamparna, pa xylan, vetekli, risstra och cellulosa, gjordes dar
10 prov analyserades under loppet av 24 timmar. Genom att 200 pl enzym, 500 pl buffert och
1300 pl substrat blandades i Eppendorfrér som inkuberades i 50 °C. For xylan och cellulosa var
koncentrationen 5 mg/ml och for vetekli och risstra var koncentrationen 5,4 mg/ml. Vid
provtagning pipetterades 100 pl fran varje I6sning till ett nytt provror innehallande 100 pul DNS-
16sning. Dessa prover inkuberades i 90 °C i 20 minuter. Proverna pipetterades over till en 96-
brunnsplatta och absorbansen mattes vid 575 nm med spektrofotometer. Proverna jamfordes
med antalet reducerande &andar i ett prov utan enzymtillsatts och med resultaten fran
Bradfordanalysen erhélls ett matt pa den specifika enzymaktiviteten. Matningarna gjordes i tva
omgangar da xylan och cellulosa analyserades forst och darefter vetekli och risstra. En
standardkurva gjordes vid bada tillfallena for sakerhetsstélla tillforlitliga resultat. Vetekli och
risstra inkuberades under skakning for att enzymerna lattare skulle kunna komma at de ol6sliga
substraten.
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4 Resultat och Diskussion

Foljande avsnitt behandlar projektets laborationsresultat i form av tillvaxtmaétningar,

proteinkoncentrationsmétningar och enzymanalyser.

4.1 Tillvaxt och morfologi pa agarplattor

De observerade tillvaxterna och morfologierna for varje svampstam véxande pa xylos, xylan,

cellulosa, vetekli och lignin presenteras i Tabell 2.

Tabell 2. Observerade tillvaxter och morfologier for varje svampstams tillvaxt pa xylos, xylan, cellulosa, vetekli och lignin

efter 6 dagars tillvéxt i 50 °C.

Substrat/ Xylos Xylan Cellulosa Vetekli Lignin
Svampstam
5.2 Ingen tillvaxt. {Ingen tillvaxt. |Ingen tillvaxt. |Stark tillvéxt. Ingen
Hela plattan tillvaxt.
luddig.

5.71 Stark tillvaxt. [Valdigt svag Ingen tillvaxt. |Medelstark Ingen
Spretig tillvaxt. tillvaxt. tillvaxt.
utspridning. Utspridning over

hela plattan.
6.2 Stark spretig [Stark tillvaxt.  |Svag tillvaxt.  |Tillvaxt runt varje | Ingen
tillvaxt. Spretig. Rund. Kli. tillvaxt.

10.42 Stark tillvéxt. (Stark tillvaxt.  [Ingen tillvéxt. |Svag tillvaxt. Ingen
Rund, luden |Rund. Rund. tillvaxt.
och vit.

10.5 Medelstark  [Stark tillvaxt.  |Ingen tillvaxt. |Stark tillvéxt. Ingen
tillvaxt. Rund och Rund och luddig. | tillvaxt.
Rund. gulaktig.

10.6 Stark tillvaxt. |Stark tillvaxt.  [Ingen tillvaxt. |Bitvis stark Ingen
Rund. Rund. tillvaxt. tillvaxt.

Bitvis sma runda
kolonier.

Exempel pa tillvaxterna i Tabell 2 beskrivs i Figur 6. FOr de svampstammar som visat viss
tillvaxt pa den negativa kontrollen har detta tolkats som att svampen har véxt fran substratet i
agarkuben. Nar liknande tillvéaxt som negativa kontrollen funnits pa andra plattor har detta
tolkats pa samma satt (se Figur 6E och F).
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Figur 6. Illustrerande exempel for beskrivningar av tillvaxter och morfologier ur Tabell 2. A) visar tillvéxten av svampstam
6.2 pa xylos, beskriven som “stark spretig tillvixt”. B) visar tillvaxten av svampstam 10.6 pd xylan, beskriven som “stark
tillvixt”. C) visar tillvaxten av svampstam 10.6 pd vetekli, beskriven som "bitvis tillvixt”. D) visar en typisk avsaknad av
tillvaxt for negativ kontroll. E) och F) visar hur svampstam 10.5 har liknande utspridning pa lignin och negativ kontroll, vilket
har tolkats som ingen tillvéxt. Forfattarnas egna bilder.

Ingen av svampstammarna visade tillvéaxt pa den negativa kontrollen medan samtliga hade vaxt
pa PDA-plattor (se Figur 7).

Figur 7. Samtliga svampstammars tillvaxt pA PDA vid 50 °C efter 6 dagar. A) 10.42, B) 10.6, C) 10.5, D) 6.2, E) 5.72, F) 5.2.
Forfattarens egna bilder.

D& 5.2 enbart visade tillvéaxt p& vetekli utesléts denna fran efterfoljande delar av studien. Aven
lignin och delvis cellulosa utesléts fran vidare forsok da ingen av svampstammarna visade
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tillvaxt pa lignin, vilket var forvantat, och endast 6.2 visade tillvaxt pa cellulosa. Svampstam
10.5 visade stark tillvaxt pa hojden snarare an utbredning pa plattorna. | Bilaga 1 —
Tillvaxtbilder visas tillvaxt for samtliga svampstammar pa varje substrat.

Samtliga svampstammar studerades under mikroskop dér det kunde observeras att 5.71 var den
enda som bildade sporer. Pa grund av detta gjordes mycellosningar for samtliga svampstammar
for vidare odling i vatskekulturer istéllet for sporldsningar.

For att gora tillvaxtstidslinjer gjordes nya plattor for samtliga svampstammar, utom for 5.2, pa
de substrat som de visat tillvaxt pa i den forsta tillvaxtundersokningen. Utover de tidigare
substrat som testats for tillvéaxt valdes risstra som ytterligare ett substrat. Risstra tillkom efter
att goda resultat av tillvaxt pa vetekli erhallits, da vetekli likt risstra ar ett komplext substrat.
Risstra ar aven en vanlig form av véaxtbiomassa i Vietnam dar svamparna var tagna ifran och ar
darfor av intresse att studera. FOr att gora tillvaxtmatningarna méttes medelradien hos
svampstammarna pa de olika substraten varje dag i en vecka samt efter 11 dygn. Resultaten
presenteras i Figur 8 och ar ett medelvérde pa tekniska duplikat dar standardfelen ar angivna
som felstaplar som beréknats med en inbyggd funktion i Excel.

PDA Xylos
50 50
45 45
40 3 40 -
— 35 — 35 T ?
E ) 5,71 E 3 T 571
g s = 2 2 s 6,2
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F 15 = & = F 15 & =
[] i = ®105 N L - L H 0105
10 ] L L] 10 v ¢+
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5 [ - ] 10,6 5 . & 1 - [ ] 10,6
0 s * 0 = ]
2 : 12 2 H 12
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Figur 8. Tillvaxtforloppen for svampstam 5.71, 6.2, 10.42, 10.5 och 10.6 pa PDA, xylos, xylan, risstra, cellulosa och vetekli
under 11 dygn. Felstaplar visar standardfelet mellan de biologiska duplikaten. Plattorna som anvandes hade en radie pa 42,5
mm och darfor har inga hogre varden pa tillvaxten kunnat uppmaétas.
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Vardena pa tillvaxten hos vissa av svampstammarna ar till viss del missvisande da méatningen
tvingades avbrytas nar svampen véxt over hela plattan. Figur 8 visar till exempel att tillvaxten
av svampstam 6.2 pa risstra avstannar nar den vaxt 42,5 mm (efter 6 dagar). Om storre plattor
anvants hade fortsatt tillvaxt méjliggjorts och ett annat resultat kunnat erhallas.

Fran Figur 8 syns att 10.6 har en hdg tillvéxt pa majoriteten av substrat, jamfort med de andra
svampstammarna. Denna svampstam har aven en jamn tillvaxtkurva i jamforelse med till
exempel 10.42. Pa flera av substraten tog det upp till 4 dagar innan en tillvaxt kunde observeras
hos bade 10.42 och 10.5. Detta skulle kunna bero pa att de behdver langre tid att acklimatisera
sig till nya substrat jamfort med 6vriga svampstammar. Svampstam 6.2 hade en hog tillvaxt pa
xylan, risstrd och vetekli. Detta var dven den enda svampstam som visade en tillvaxt pa
cellulosa. Vart att notera var att dess tillvaxthastighet pa PDA var relativt lag jamfort med pa
de dvriga substraten. Svampstammarna 5.71 och 10.5 hade liknande tillvéxtkurvor, vilka var
relativt 1dga jamfort med de Ovriga svampstammarna och avstannar efter cirka 6 dagar. En
skillnad i Tabell 2 for svampstam 5.71 &r att olika inkubatorer har anvénds. Inkubatorn som
anvandes da de lagre tillvaxterna erholls i Figur 8 anvéande sig av varmluft for att varmas upp,
detta kan ha paverkat svampstam 5.71 da denna var den enda som sporulerade.

4.2 Tillvaxt och morfologi i vatskekulturer

Svampstam 5.71, 6.2, 10.42, 10.5 och 10.6 odlades i vitska pa substraten glukos, xylos, xylan,
cellulosa och vetekli. Anledningen till att ingen vatskekultur med risstra gjordes var for att detta
substrat tillkom senare i studien. Vid kommande enzymatiska analyser av nedbrytning av risstra
anvandes istéllet véatskekulturer fran tillvaxt pa vetekli. Detta gjordes for att det ansags att bade
risstrd och vetekli ar komplexa substrat och de svampar som har vaxt pa vetekli borde darfor
utsondra likande enzymsammanséttning som om att de skulle vaxt pa risstra.

Svampstammarnas tillvaxt och morfologi analyserades efter 7 dagars tillvéxt i 50 °C och
resultatet fran detta syns i Tabell 3. Exempel pa hur odlingarna i vétskekultur kunde se ut visas
i Figur 9. | Bilaga 2 — Tillvaxtbilder i vatskekulturer visas tillvaxt for samtliga svampstammar
pa varje substrat. Bilderna illustrerar nagra av de olika morfologier som uppvisades.

17



Tabell 3. Observerade tillvaxter och morfologier i vatskekultur efter 7 dagars tillvaxt i 50 °C for varje svampstam pa glukos,

xylos, xylan och vetekli samt fér svampstam 6.2 pa cellulosa.

Substrat/ | Glukos Xylos Xylan Cellulosa Vetekli

Svampstam

5.71 Medelstark Stark tillvaxt. | Medelstark Svag tillvéxt.
tillvaxt. Finfordelad, | tillvaxt. Gré och
Sma vit geléaktig | Stor gra grumlig.
geléliknande massa. ansamling och Hogre
ansamlingar. sma bruna viskositet pa
Vit och geléaktiga vatskan an
grumlig. ansamlingar i vatten.

omgivande
vétska.

6.2 Svag tillvaxt. | Svag tillvaxt. | Svag tillvaxt. |Svag tillvaxt. Svag tillvéxt.
Klar vatska och | Sma svarta Sma runda och |En storre svart Svart grumlig
sma grona ansamlingar | smaavlanga  |ansamling och | vétska med
ansamlingar. med vitt ludd. | bruna manga korta svarta avlanga

ansamlingar.  [smala ansamlingar.
forgreningar.

10.42 Stark tillvaxt. | Stark tillvaxt. | Stark tillvaxt. Stark tillvaxt.
Stor geléaktig | En stor vit Brun geléaktig Stor vit
ansamling med | och en stor ansamling och ansamling
mycket vitt gra geléaktig | vit pa toppen. med manga
ludd. ansamling. sma vita

ansamlingar.

10.5 Stark Tillvéxt. | Stark tillvéxt. | Stark tillvéxt. Medelstark
En stor vit och | Mangasma | En brun tillvéxt.
manga sma ljusbruna ansamling med Lang, vit och
bruna ansamlingar. | vitt ludd. smal
ansamlingar. ansamling pa
Svagt rosa flaskhalsen
vatska. Over

vatskenivan.

10.6 Medelstark Stark tillvaxt. | Medelstark Inga méarkbara
tillvaxt. Svagt orange | tillvaxt. fasta partiklar.
Stor mork vatska med Langa svarta Grumlig
ansamling. avlanga ansamlingar. vatska.
Brunrdd vétska. | svarta Rod vatska.

ansamlingar.
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Figur 9. lllustrerande exempel for beskrivningar av tillvaxter och morfologier ur Tabell 3. A) visar tillvaxten av 5.71 pa xylan,
beskriven som “medelstark tillvixt”. B) visar tillvixten av 6.2 pd vetekli, beskriven som “grumlig svag tillvixt”. C) visar
tillvéxten av 10.6 pa xylan, beskriven som “medelstark tillvixt”. D) visar tillvaxten av 10.5 pad glukos, beskriven som “stark
tillvixt”. E) visar tillvaxten av 10.42 pd glukos, beskriven som “stark tillvixt” Forfattarnas egna bilder.

For samtliga flaskodlingar gjordes duplikat, skapade fran samma mycellosning. Da mycel ej ar
fullstandigt 16sligt kan olikheter ha uppstatt mellan mangd éverford svamp i de olika proven.
Proteinlosningar fran flaskodlingarna anvandes sedan som separata biologiska duplikat i de
fortsatta analyserna, det vill saga for Bradford- pNP- och DNS-analyserna (se Avsnitt 4.3, 4.4
och 4.5). Biologiska duplikat anvandes for att visa om svampen kontinuerligt kunde producera
liknande resultat vid repeterad anvandning till skillnad fran tekniska duplikat som pavisade om
metoden var tillforlitlig och korrekt genomford.

4.3 Matning av proteinkoncentration — Bradford

For att bestimma proteinkoncentrationer av de utséndrade proteinldsningarna fran
vatskekulturerna uppmaéttes forst en absorbans enligt Bradfordmetoden. Koncentrationer
beraknades darefter utifran forberedda standardkurvor (se Bilaga 3 — Bradfordanalys). Tabell
4 visar den totala proteinkoncentrationen i mg/ml med tva separerade biologiska duplikat.
Resultaten ar ett medelvarde pa tekniska duplikat och feltermen ar angiven som standardfel.
Det finns en tydlig trend nar svampstammarna véxt pa substrat bestaende av polysackarider,
jamfort med nar de vaxt pa monosackarider. Detta for att de da har utsondrat en hogre mangd
protein, med undantag for cellulosa.

Tabell 4. Proteinkoncentrationer for varje svampstam som vaxt pa glukos, xylos, xylan, vetekli och vetekli samt for svampstam
6.2 pa cellulosa fran Bradfordanalyserna. Siffrorna efter substratnamnen representerar olika biologiska duplikat. Vardena i
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tabellen anger totalméngd proteinkoncentration i mg/ml och &r medelvéarden 6ver tekniska duplikat med standardfel angivet

som felterm.
Substrat/

Svampstam 5.71 6.2 10.42 10.5 10.6

Glukos 9,23x 103+ |7,53x10°+ |130x 103+ |44,1x 103+ 386x 107 +
0 0,222x 10° |34,5x 103 5,72x 107 151x 10’3

Xylos 59,5x 10°+ [12,1x10°+ [103x 10°+ |42,0x 102+ 191x 103 +

(duplikat 1) |48,6x 107 1,20x 10°  [61,7x 107 52,6x 107 31,9x 107

Xylos 17,9x10°%+ [5,72x 10° + {53.0x 10°+ |51,0x 102 * 226% 102 +

(duplikat 2) [0,554x 10 |0,443x 10° |33,9x 103 32,0x 107 133x 107

Xylan 196x 10°+ [124x 103 + [189x 10° + |308x 107 * 542x 10 +

(duplikat 1) [112x 1073 59,8x 10° |92,0x 103 155% 1073 258x 107

Xylan 158x 10° + [193x 10° + |165x 10° + [151,8x10° + |601x 102 +

(duplikat 2) [53,3x 10 55,3x 10°  |88,2x 10 66,9x 107 281x 10’3

Vetekli 148,6x 103 + [209% 10 + [158x 10° + [243x 1073 * 551x 10 +

(duplikat 1) [81,7x 10 71,4x 10°  |76,5x 10 112x 107 448x 1073

Vetekli 85,3x 102 + |231x10° + |143x 102 + |363x 103 + 203x 103 *

(duplikat 2) [36,5x 107 108x 1073 33,2x 10’3 22,9x 103 85,6x 103

Cellulosa 1,85% 102 +

(duplikat 1) 0,738x 10°®

Cellulosa 2,40x 103 +

(duplikat 2) 1,66% 107

| Tabell 4 framgar att svampstam 10.6 generellt producerade hogst mangd protein medan 6.2
generellt producerade lagst mangd protein. Vart att notera ar att da svampstam 6.2 vaxte pa
cellulosa producerades avsevart lagre proteinméngd.

Feltermerna i Tabell 4 &r i vissa fall valdigt stora, detta skulle kunna bero pa bubblor i 96-
brunnsplattan, inkonsekvent méngd Bradfordreagens i brunnarna, spadningsfel for
proteinproverna eller Bradfordmetodens precision. Nar proteinkoncentrationerna sedan
anvands for att berdkna specifik enzymaktivitet kommer de proverna som har en stor felterm i
Bradfordanalysen inte vara helt tillforlitliga.

4.4 Enzymaktivitetsmatning — pNP

For att bestdamma den specifika enzymhastigheten for klyvning till monosackarider hos
proteinblandningarna fran de olika svampstammarna utférdes en pNP-analys. Fran pNP-
analysen réknades koncentrationen av fritt pNP hos de olika proverna ut med hjélp av en
standardkurva (se Bilaga 4 — pNP-analys). Da tiden som enzymreaktionen fortskred var kand
kunde hastigheten med vilken enzymerna brot ner substratet tas fram. Resultatet fran
Bradfordanalysen anvandes sedan for att berdkna den specifika enzymaktiviteten hos
proteinblandningarna fran de olika svampstammarna som véxt pa glukos och xylos. Detta
gjordes genom att dividera enzymhastigheten med proteinkoncentrationen som erholls i
Bradfordanalysen.
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Endast proteinblandningar fran svampstammar som véxt pa glukos och xylos valdes for att
undersoka om det var nagon skillnad i enzymaktivitet mellan de svampar som véxt pa
monosackarider. Respektive prov blandades med pNP-a-xylos eller pNP-B-glukos. Det hade
tidigare gjorts biologiska duplikat av svampstammar som vuxit pa xylos och dessa analyserades
var for sig. Resultaten fran pNP-analysen askadliggors i Figur 10 och Figur 11.

Enzymaktivitet for svampstammar som vaxt pa Enzymaktivitet for svampstammar som vaxt pa
xylos (duplikat 1) xylos (duplikat 2)

ioatahaan,

Svampstam Svampstam

m

(]

(=]

[

Specifik enzymalktivitet [umol/fg*min]
Spemflkenzvmaktlmtet [umol,.-’g*mln]

=]

Figur 10. Specifik enzymaktivitet i umolsritt pnp /gprotein*min for svampstam 5.71, 6.2, 10.42, 10.5 och 10.6 pa xylos fran det
forsta samt andra biologiska duplikatet. Felstaplar ar standardfel mellan de tekniska duplikaten.

Enzymaktivitet for svampstammar som vaxt pa
glukos

-
o 1[)41
571
10
o —E

Svampstam

Specifik enzymaktivitet [pmaol fg*min]
]

3

Figur 11. Specifik enzymaktivitet i umolsit pnp /gprotein*min for svampstam 5.71, 6.2, 10.42, 10.5 och 10.6 pa glukos.
Felstaplar ar standardfel mellan de tekniska duplikaten.

| Figur 10 och Figur 11 syns att svampstam 10.5 verkar ha hogst specifik enzymaktivitet. Detta
innebar att den bryter ner substratet mest effektivt per utsondrat protein. Denna svampstam har
aven laga standardfel mellan de tekniska duplikaten vilket tyder pa att resultatet ar relativt
palitligt.

Svampstam 6.2 visar lagst specifik enzymaktivitet men har &ven stora standardfel for de
tekniska duplikaten. | Figur 8 i Avsnitt 4.1 syns att 6.2 hade en stark tillvéxt pa xylan, risstra
och vetekli, men svagare tillvaxt pa xylos. Detta stammer 6verens med resultaten fran pNP-
analysen eftersom endast monosackarider som glukos och xylos ingar i denna. Detta tyder pa
att 6.2 utsondrar enzymer som bryter ner substrat innehallande polysackarider bra, men vaxer
samre pa enbart monosackarider.

Den specifika enzymaktivitet for 5.71 skiljde sig mycket a mellan de olika biologiska
duplikaten, vilket kan ses av de stora skillnaderna i Figur 10. Detta kan bero pa, som tidigare
nadmnts i Avsnitt 4.2, att extraheringsmetoden inte &r helt tillforlitlig. Svampstam 10.42 och 10.6
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hade relativt laga specifika enzymaktiviteter. | Figur 8 i Avsnitt 4.1 syns dock att svampstam
10.6 hade en stark tillvaxt pa xylos jamfort med de andra svampstammarna och den har ocksa
hogst totalutsondring av proteiner, som kan ses i Tabell 4. Detta tyder pa att 10.6 utsondrar en
storre andel proteiner med andra &ndamal &n att frigéra monosackarider.

For alla svampstammar var den specifika enzymaktiviteten mycket hogre vid nedbrytning av
glukos an vid nedbrytning av xylos. Detta tyder pa att alla svampstammar utséndrar enzymer
mer anpassade for att frigora glukos, troligtvis B-glukosidaser (se Avsnitt 2.2.2). | Tabell 3,
Avsnitt 4.1 visas observerad tillvéaxt for de olika svampstammarna pa glukos och xylos men alla
svamparna hade en relativt hog tillvaxt pa bada substraten och darfor ar det svart att dra nagon
direkt slutsats ifran detta.

Den specifika enzymaktiviteten for de biologiska duplikaten for tillvaxt pa xylos skiljer sig at
for 3 av 5 svampar. Aven om de biologiska duplikaten skiljer sig at foljer de samma trender och
darfor anses det inte att skillnaden mellan de biologiska duplikaten minskar trovéardigheten for
resultaten. Detta beror snarare pa olika méangder mycel i proverna vid start.

4.5 Enzymaktivitetsmatning — DNS

Fran de tva erhallna standardkurvorna (se Bilaga 5 — DNS-analys, Figur 27) beréknades ett
medelvarde pa lutningen som korrelerar mellan absorbans och koncentration av reducerande
andar pa sockermolekylerna. Med detta samband beraknades koncentrationen reducerade
sockerandar i mg/ml fran den uppmatta absorbansen. Darefter dividerades koncentrationen med
de erhdllna vardena pa proteinkoncentrationerna fran Bradfordanalysen, som dven de é&r i
mg/ml, for att fa den specifika enzymaktiviteten som da blir enhetslés (reducerande
andarprov/[reducerande andargiukos/{milligramgiukos/milliliter}}/[milligramenzym/milliliter]). Varje
biologiskt duplikat behandlades separat. Vardena fran Bradfordmétningen &r specifika for varje
svampstam och substrat men eftersom inga proteinprover fran risstra gjordes anvandes istallet
vardena fran vetekli. Den specifika enzymaktiviteten for varje svampstam efter tillvaxt pa
xylan, vetekli och risstra samt for 6.2 pa cellulosa visas i Figur 12.
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Figur 12. Tidslinjer for svampstam 5.71, 6.2, 10.42, 10.5 och 10.6 som vaxt pa xylan, risstra, vetekli och 6.2 pa cellulosa. P&
y-axeln visas den enhetsl6sa specifika enzymaktiviteten som visar hur bra enzymerna &r pa att bryta polysackariderna i
substraten till mindre bitar, i forhallande till mangden protein. P& x-axeln visas tid i timmar efter tillsatts av enzym. Matningar
togs vid start samt efter 0, 5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6 och 24 timmar. De biologiska duplikaten ar separerade. Observera att i vetekli
(duplikat 1) ligger vardena for svampstam 10.5 bakom vérdena for 10.6 pa alla matpunkter, och i risstra (duplikat 1) ligger
24 timmarsvardet for 6.2 bakom vardet pa 10.5.

Enligt tidslinjerna fran DNS-analysen i Figur 12 kan det ses att den totala specifika
enzymaktiviteten generellt 6kar med tiden vilket innebér att det bildas fler reducerande andar
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per protein i losningen. Att kurvornas lutning avtar kan tyda pa reaktionerna inhiberas av
produkterna eller att enzymerna inte langre kommer at substraten. Fran den specifika
enzymaktiviteten gar det att saga hur inriktad en svamp &r pa att bryta ner ett substrat men inte
hur mycket substrat den egentligen bryter ner. Det gar inte heller att sdga vilken bindning som
bryts da frigérandet av en monosackarid ger samma utslag som klyvningen av en polysackarid.
En svamp som utsondrar fa enzymer som é&r effektiva pa att bryta ner det specifika substratet
kan ge samma specifika enzymaktivitet som en svamp som utsdndrar stora mangder enzymer
men gor det mindre effektivt. Ett hogt varde pa den specifika enzymaktiviteten innebar att
enzymerna ar bra pa att bryta ner substraten i proportion till den totala proteinméangden.

Nedbrytning av xylan, risstra och vetekli for de olika duplikaten foljer en forvantad kurva men
dé de tva olika duplikaten inte Gverensstammer gér det inte att dra ndgon klar slutsats. Aven
ytterligare forsok visade att det var svart att fa replikerbara resultat (se Bilaga 5 — DNS-analys,
Figur 28). Under laborationens gang upptécktes det att for analyser av ol6sliga substrat uppstod
problem med att fa samma mangd substrat i de bada duplikaten och det var inte sakert att
sammansattningen av substraten var lika pa grund av dess komplexitet. Vid provtagningen fran
inkubatorn vid 50 °C togs inte nagra bitar av vetekli med, dock gick det inte att undvika att
pipettera upp bitar av risstra vilket kan ha paverkat absorbansmatningen. En hypotes till att
nedbrytning av cellulosa inte foljer samma trend som de andra substraten &r for att stora
cellulosabitar &r ol6sliga, vilket gor att dessa inte kan métas med DNS-analys. Av samma
anledning kan cellulosa hamnat i botten pa 96-brunnsplattan och gett hdgre absorbans &n
forvantat beroende pa mangden cellulosa i provet. Anledningen till att nedbrytningen av
cellulosa visar pa ovanligt hog specifik enzymaktivitet kan vara for att koncentrationerna fran
Bradfordmatningen var valdigt l1aga och osakra. Resultaten visar att svampstam 10.6 i de flesta
fall har den lagsta specifika enzymaktiviteten. En mojlig anledning till detta ar att den har den
hogsta proteinkoncentrationen fran Bradfordmétningen. Fran Tabell 1 i Avsnitt 2.3 framgar det
att svampstam 10.42 producerar enzymet xylanas vilket starks fran resultaten av DNS-analysen
dar 10.42 har hog specifik enzymaktivitet pa xylan.
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5 Slutsats

De svampstammar som visat storst potential for framtida forskning ar 10.42 och 10.5.
Svampstam 10.42 visade stark tillvéxt bade pa agarplattor och i véatskekulturer. Den visade dven
hdg proteinutsondring och hdg specifik enzymaktivitet i DNS-analysen. Svampstam 10.5
visade stark tillvéaxt i vatskekulturerna och hade hog proteinutsondring. Den hade aven hdg
specifik enzymaktivitet i pNP-analysen. Bada svampstammarna pavisade hog specifik
enzymaktivitet trots hog proteinkoncentration, vilket tyder pa att av de utséndrande proteinerna
var antingen en stor andel enzymer eller sa var det fa enzymer som var valdigt effektiva. Detta
skiljer sig fran 10.6 som hade hog proteinutsondring men lag specifik enzymaktivitet vilket
indikerar att enzymerna var ineffektiva eller att proteinerna hade en annan funktion an
nedbrytning av substratet. Svampstam 6.2 uppvisade viss tillvéxt pa cellulosa men utséndrade
endast en liten méngd protein. Detta gor att den troligtvis inte &r av intresse for fortsatt forskning
om det inte géller cellulosanedbrytning. Ovriga svampstammar gav inte nagra
anmarkningsvarda resultat for studiens syfte. En anledning till att det var svart att dra slutsatser
var att de biologiska duplikaten visade stora skillnader. Det hade varit battre att utfora alla
experiment i minst tre replikat istallet for tva for att fa mer tillforlitliga resultat.

Det var dven svart att hitta litteratur for att jamfora varden fran analyserna med, da de
svamparter som anvandes &r relativt ostuderade. Svampstammarna visade dock forvéntat
tillvaxtbeteende for termofila svampar eftersom de uppvisade tillvaxt vid 50 °C. Detta innebér
att enzymerna kan verka vid hdga temperaturer vilket & gynnsamt for industriell tillampning
enligt Avsnitt 2.4.

Som forvantat var tillvaxt pa lignin och cellulosa problematisk for samtliga svampstammar. |
kommande forskning skulle det vara 6nskvart att studera tillvaxt pd kombinationer av lignin
och andra substrat dar tillvaxt tidigare observerats. Detta for att vaxtbiomassa till viss del bestar
av lignin och det &r eftertraktat att med hjalp av enzymer kunna bryta ner substrat trots lignins
néarvaro. Det skulle &ven vara intressant att i vidare studier rena upp enzymerna for att bli av
med oodnskat protein samt undersoka vilken typ av enzymer som &r aktiva i
nedbrytningsprocessen. Exempelvis skulle substraten kunna undersékas med hogupplésande
vatskekromatografi fore och efter tillsats av enzymlGsning for att se vilka bestandsdelar
substratet bryts ner till. Detta kan anvéandas for att hjalpa till med att ta reda pa om enzymerna
ar endo- eller exo-aktiva som beskrivs i Avsnitt 2.2.2. For vidare studier skulle pNP-analys
behdva goras aven for de prover dar svampstammar fatt véxa pa polysackaridsubstrat. Detta for
att se hur effektiva de ar pa att faktiskt bryta ner substrat till monosackarider.

Med detta arbete har vi visat att dessa svampstammar och deras enzymer kan hjalpa till med att
omvandla vaxtbiomassa till mindre bestandsdelar. Ytterligare studier skulle sedan kunna
undersbka mojligheterna att nyttja enzymerna i produktionen av biobransle.
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Bilaga 1 — Tillvaxtbilder pa agarplatta

Figur 13. Bilder pa tillvaxten for svampstam 5.2 efter 6 dagar vid 50 °C for fljande substrat: A) cellulosa B) glukos C) lignin
D) negativ kontroll E) PDA F) vetekli G) xylan och H) xylos. Forfattarnas egna bilder.

Figur 14. Bilder pa tillvaxten for svampstam 5.71 efter 6 dagar vid 50 °C for foljande substrat: A) cellulosa B) glukos C)
lignin D) negativ kontroll E) PDA F) vetekli G) xylan och H) xylos. Forfattarnas egna bilder.



Figur 15. Bilder pé tillvaxten for svampstam 6.2 efter 6 dagar vid 50 °C for foljande substrat: A) cellulosa B) glukos C)
lignin D) negativ kontroll E) PDA F) vetekli G) xylan och H) xylos. Férfattarnas egna bilder.

Figur 16. Bilder pa tillvaxten for svampstam 10.42 efter 6 dagar vid 50 °C for foljande substrat: A) cellulosa B) glukos C)
lignin D) negativ kontroll E) PDA F) vetekli G) xylan och H) xylos. Férfattarnas egna bilder.



Figur 17. Bilder pé tillvaxten for svampstam 10.5 efter 6 dagar vid 50 °C for foljande substrat: A) cellulosa B) glukos C)
lignin D) negativ kontroll E) PDA F) vetekli G) xylan och H) xylos. Férfattarnas egna bilder.

Figur 18. Bilder pa tillvaxten for svampstam 10.6 efter 6 dagar vid 50 °C for féljande substrat: A) cellulosa B) glukos C)
lignin D) negativ kontroll E) PDA F) vetekli G) xylan och H) xylos. Forfattarnas egna bilder.



Bilaga 2 — Tillvaxtbilder i vatskekulturer
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Figur 19. Bilder pa tillvaxten for svampstam 5.71 efter 7 dagar vid 50 °C for foljande substrat: A) xylos B) xylan C) vetekli
D) glukos. Forfattarnas egna bilder.

Figur 20. Bilder pa tillvaxten for svampstam 6.2 efter 7 dagar vid 50 °C f&r fljande substrat: A) xylan B) vetekli C) glukos
D) cellulosa. Bild pa tillvaxt i xylos saknas. Forfattarnas egna bilder.



Figur 21. Bilder pé tillvaxten for svampstam 10.42 efter 7 dagar vid 50 °C for foljande substrat: A) xylos B) vetekli C) xylan
D) glukos. Forfattarnas egna bilder.

Figur 22. Bilder pa tillvaxten for svampstam 10.5 efter 7 dagar vid 50 °C for foljande substrat: A) xylos B) vetekli C) xylan
D) glukos. Forfattarnas egna bilder.
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Figur 23. Bilder pa tillvaxten for svampstam 10.6 efter 7 dagar vid 50 °C for foljande substrat: A) xylos B) vetekli C) xylan
D) glukos. Forfattarnas egna bilder.

VI



Bilaga 3 — Bradfordanalys

Standardkurva for Bradford
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Figur 24. Standardkurva for Bradfordanalys med BSA-koncentrationer 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,2, 1,4 och 1,6 mg/ml.
Lutningen ger en ekvation som korrelerar mellan absorbans och koncentration BSA. Trendlinjen ger ekvationen y= 0,2579x

och R?=0,9581.
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Figur 25. Standardkurva for mikro-Bradfordanalys med BSA-koncentrationer 0, 2, 4, 6, 8, 10 och 12 pg/ml. Lutningen ger en
ekvation som korrelerar mellan absorbans och koncentration BSA. Trendlinjen ger ekvationen y= 0,0271x och R?=0,9594.
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Bilaga 4 — pNP-analys

Standardkurva for pNP
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Figur 26. Standardkurvor for pNP-analys med fritt pNP i koncentration 0, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 pmol/I.
Lutningen ger en ekvation som korrelerar mellan absorbans och koncentration fritt pNP. Trendlinjen ger ekvationen y=
0,0033x och R?=0,9985.
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Bilaga 5 — DNS-analys

Standardkurva for DNS (duplikat 1)
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Standardkurva for DNS (duplikat 2)
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Figur 27. Standardkurvor fér DNS-analys med glukos i koncentration 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 mg/ml. Lutningen ger en ekvation
som korrelerar mellan absorbans och koncentration reducerade &ndar. Glukos anvands som utgangspunkt eftersom att de
innehaller endast en reducerande dnde. Medelvardet av de tva trendlinjerna ger ekvationen y= 0,7317x och R-vérdena fas till

R?=0,9898 for duplikat 1 respektive R?=0,9837 for duplikat 2.
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Figur 28. Ett ytterligare forsok pa tidslinjer for svampstam 5.71, 6.2, 10.42, 10.5 och 10.6 som vaxt pa risstra, och vetekli och
10.6 pa cellulosa. P& y-axeln visas den enhetslosa specifika enzymaktiviteten som visar hur bra enzymerna ar pa att bryta
polysackariderna i substraten till mindre bestandsdelar, i forhallande till mangden protein. P& x-axeln visas tid i timmar efter
tillsatts av enzym. Matningar togs vid start samt efter 0, 5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6 och 24 timmar. De biologiska duplikaten &r

separerade.
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