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SYNOPSIS:

Der onskes at fremstille alkalisk phosphatase
fra Escherichia coli og ethanol fra Saccharo-
myces cerevisiae. Dette sker ved fermentering
i baffelkolber og i bioreaktor. Begge produkter
er primeere metabolitter, og udskilles derfor i
vaekstfasen. Ved fremstilling af ethanol ekspe-
rimenteres der med forskellige C-kilder og for-
skellige temperaturer, for at se hvilke parame-
tre, der giver de bedste veekstbetingelser.

Ved fremstilling af alkalisk phosphatase be-
stemmes der enzymaktivitet og torstofkon-
centration. Der laves desuden et vaekstforsog
med E. coli for at bestemme den maksima-
le specifikke enzymaktivitet samt halvmeet-
ningskonstanten.

De fundne enzymaktivitet viser, som forven-
tet, at der er storre aktivitet af alkalisk phosp-
hatase, hvis substratet indeholder en lav kon-
centration af phosphat. Ved fremstilling i bi-
oreaktor kunne pH, ilt-niveau og temperatur
holdes konstant, men dette har alligevel ikke
givet bedre enzymaktivitet end ved baffelkol-
beforsoget.

Ved fremstilling af ethanol med geer viser det
sig, at den storste ethanolkoncentration frem-
kommer ved stuetemperatur med glucose i
substratet ( i stedet for sakkarose). Det er lyk-
kedes at fremstille 6.4% ethanol.
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Forord

Nerverende rapport er et produkt af temaet Fermentering pa laborantuddannelsens 2. semester, Nord-
jyllands Erhvervsakademi.

Rapportens opbygning fremgér af indholdsfortegnelsen, som dog er beskaret ved underafsnit. Derfor
starter hvert kapitel med en udvidet kapitel-indholdsfortegnelse i et forseg pé at gere kapitlernes op-
bygning mere overskuelige.

Henvisninger til litteratur vil fremga med forfatterens efternavn og arstal, f.eks. Stilling 2004, som hen-
viser til bogen “Biokemi og bioteknologi’.

Sara Norup Kjeldsen Michael Andersen

Kenneth Buchwald Johansen
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Introduktion

Dette kapitel giver en oversigt over rapportens formdl samt begrebet fermentering. Mikrobiologisk vaekst
gennemgées, og de to produkter, der enskes fremstillet, beskrives neermere.
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1.1 Indledning

Der gnskes at fremstille alkalisk phosphatase fra Escherichia coli og ethanol fra Saccharomyces cerevisi-
ae (bagegeer). Dette sker ved fermentering (defineret i afsnit 1.3 pa side 3). Alkalisk phosphatase anskes
oprenset og renhedsbestemt, og enzymaktiviteten bestemmes. Ved geerforseget bestemmes koncentra-
tionen af ethanolen. E. coli fermenteres i baffelkolber og i bioreaktor. Gaeren fermenteres i baffelkolber.
Mere om dette senere.

1.2 Mikrobiologisk vaekst

Inden der kan kigges neermere pd begrebet “fermentering”, er det nodvendigt at vide lidt om mikrobio-
logisk veekst.

Nar mikroorganismer formerer sig, er deres vaekst delt ind i fire faser. Der tages udgangspunkt i, at der
bruges et substrat, der er passende med hensyn til bdde neringsindhold og fysiske forhold. Medens
mikroorganismerne forbereder sig pa delingen, bliver de enkelte celler storre og der ses ikke megen
veekst. Dette kaldes nolefasen. Her kan f.eks. beskadigede celler restituere sig, for derefter at fordoble sin
DNA, foroge deres starrelse og endelig dele sig.

Efter nolefasen begynder cellerne at dele sig med konstante tidsintervaller. Cellerne deler sig eksponen-
tielt, og dette giver anledning til at opstille en ligning for veeksten i denne fase:

aN N 1.1
T =HN, (1.1)
hvor N er antallet af celler, ¢ er tiden og u er en proportionalitetskonstant, som kaldes den specifikke
veeksthastighed. Den specifikke vaeksthastighed vendes der tilbage til i afsnit 2.1.6 pa side 9. Losningerne
til ligningen er eksponentialfunktioner. Integrerer man ligning 1.1 over et tidsinterval, og omskriver, far
man udtrykket

InNy =pu(t — 1) +1InNy. (1.2)



Herfra ses det, at hvis man plotter tiden ud af x-aksen og den naturlige logaritme til bakterieantallet ud
af y-aksen, far man en lige linie med heeldningen p. Der er tradition for at bruge 10-talslogaritmen, men
udtrykket med den naturlige logaritme er mere simpelt.

Mikroorganismerne vokser altsd eksponentielt i denne fase, som tidligere konstateret, og man kalder
derfor denne fase for den eksponentielle veekstfase. Der tales undertiden ogsa om “veekstfasen”, men
dette udtryk daekker over en bredere del af veekstkurven, nemlig hele den del, hvor mikroorganismen
vokser, og altsa ikke kun over den eksponentielle del af veeksten.

I et tidsrum herefter dannes der ligeveegt mellem antallet af celler der dannes og antallet af celler, der
dor. Der er altsd ved maling ingen sendring i veeksten, og derfor kaldes denne fase for den stationcere
fase.

Herefter vil cellerne begynde at de. Dette skyldes blandt andet ophobningen af stofskifteprodukter og at
substratet kan veere opbrugt. Denne fase kaldes dodsfasen, og vil oftest forekomme som en eksponentiel
aftagning af meengden af levende celler. Maler man optisk densitet af cellerne vil man ikke kunne se
dedsfasen, idet man maéler p& béde levende og dede celler.

De fire faser af vaeksten er illustreret i figur 1.1.
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Figur 1.1: Oversigt over mikroorganismers veekstfaser.

1.2.1 Metabolitter

Alt efter hvor mikrober befinder sig i deres livsforlgb, udskilles kemiske stoffer, som betegnes metabolit-
ter. Disse stoffer kan veere primcere metabolitter, som f.eks. proteiner, lipider og kulhydrater. De primeere
metabolitter dannes i veekstfasen, og er nodvendige for mikroorganismernes veekst eller ogsa er de bi-
produkter fra energiomsaetningen. Sekundcere metabolitter er betegnelsen for stoffer, som dannes i de
senere vaekstforleb iseer i den stationeere fase. Man kender ikke den egentlige anvendelse af disse stoffer.

De fleste enzymer dannes i veekstfasen og kan derfor beteges som primeere metabolitter (men findes
ogséd som sekundare metabolitter). Mikroberne benytter de dannede enzymer til processer i metabolis-
men (stofskiftet).

I fermentorer er man interesseret i at styre miljoet, s kulturen hele tiden er i enten den eksponentielle
eller den stationzeere fase, s& man hele tiden kan kontrollere, hvilke metabolitter, der udskilles og fa storst
muligt produkt.



I denne rapport fremstilles der alkalisk phosphatase og ethanol, som begger er primere metabolitter.
Ethanol dannes som biprodukt ved energiomsaettelse.

1.3 Fermentering

Begrebet “fermentering” skal pa plads, og der kigges derfor pa de to definitioner fra Thougaard, Varlund
og Madsen 2007, side 407:

En mikrobiolog forstar ved udtrykket fermentation (ved en fermentering) enhver proces, hvor-
ved der dannes et produkt ved mikrobiel omscetning. For en biokemiker betyder fermentation
derimod en anaerob nedbrydningsproces, hvor organisk stof bade virker som hydrogendona-
tor og hydrogenacceptor; at der altsd er tale om en gangske bestemt biokemisk procestype.

I biokemikerens definition kunne et eksempel pa en sddan nedbrydningsproces vere dannelsen af et-
hanol ved nedbrydelse af glucose med geersvampen Saccharomyces cerevisiae;

Glucose &5 CO, +ethanol.
I denne rapport vil den brede version af definitionerne blive brugt, nemlig

En fermentation er en kemisk proces, der katalyseres af enzymer fra mikroorganismer, dyre-
eller planteceller.

1.3.1 Fermenteringsformer

Man laver fermentering pé flere forskellige médder. En oversigt over disse er illustreret i tabel 1.1 pa den
folgende side, som er lavet med inspiration fra Sloth 2008. Tabellen beskriver egenskaber, fordele og
ulemper ved de forskellige fermenteringsformer.

I denne rapport (med tilherende analyser) bliver der brugt baffelkolber samt batch-kultur i bioreak-
tor. Egentlig er baffelkolbe-fermentering ogsa batch-fermentering, men det vurderes her, at baffelkolbe-
fermentering er mere primitiv end batch-fermentering i bioreaktor, idet det ikke er muligt at kontrollere
og justere sa mange faktorer (f.eks. kan ilt-niveauet ikke styres). Det vedtages altsd her at baffelkolbe-
fermentering er en type fermentering i sig selv.

1.3.2 Fermenteringsvariabler

Nar man skal lave en fermentering, er man normalt interesseret i det produkt, processen kan frem-
bringe. Derfor gor man meget ud af at give nedbrydningen de bedste mulige betingelser, sdledes at der
dannes en stor meengde produkt. Er man f.eks. interesseret i en primeer metabolit (se afsnit 1.2.1 pa
foregdende side), vil man sege at holde processen i vaekstfasen, og er man interesseret i en sekundaer
metabolit, holder man processen i den stationeere fase og er altsd opmaerksom p4, at man ikke kommer
ind i dedsfasen.

Nar det er muligt overvages og justeres

* pH (justeres ved tilsatning af syre/base),

e temperatur (justeres normalt elektronisk),



Bruges til Egenskaber Fordele Ulemper

Baffelkolber: Screeningsforsog, Variabel veekst- Mange forsog med Kun f& parametre
for at finde de op- hastighed. Stop i lidt plads. Hurtig kan kontrolleres.
timale stammer og  vakst skyldes at ops@tning. Mange Forholdsvist lille
forhold. substrat er opbrugt.  parallelle forsegpd  volumen til radig-

en gang. hed.

Batch-kultur: Ql-fremstilling. Variabel vaekst- Lille chance for Veksten er be-
Veekstforsog. hastighed. Stop i kontaminering og greenset af maeng-

vaekst skyldes at mutation, da den den af substrat.
substrat er opbrugt.  kerer kort tid.

Fed batch: Eeks. gerfremstil- Substrat tilfores Veeksthastigheden Storre risiko for
ling, hvor for hej jeevnt. Konstant kan holdes kon- kontaminering
glucosekoncen- vaeksthastighed. stant, idet proces- eller mutation.
tration medforer sens betingelser
ethanoldannelse. optimeres lebende.

Kontinuert kultur: Sprit- og enzym- Konstant veekstha- Ensartet produk- Storre risiko for

(kemostat) fremstilling. stighed, volumen tion. Store meaeng- kontaminering

samt biomasse. der produkt kan eller mutation.
fremstilles.

Tabel 1.1: De forskellige fermenteringsformer.

* ilt-niveau (justeres ved sendring af ilttilfersel og omrering),
o cellevakst,

¢ koncentration af det gnskede stof.

1.4 Den prokayote og den eukayote celle

Alle organismer bestar af celler. Nogle organismer er multicellular medens andre kun bestar af en celle.
Men feeldes for dem alle er at de bestar af arvemasse, en ydre afgreesning og evnen til at omdanne energi.
Organismetyperne deles desuden op i om de har kerne eller ikke. Altsa pro (for) kayoter (kerne) eller eu
(eegte) kayoter.

Ved fermentationsprocesserne i denne rapport benyttes E. coli og geer som produktionsorganismer. Bi-
ologisk klassificeres E. coli som en prokayot organisme og geer som en eukayot organisme. Nogle af de
gaengse forskelle og ligheder er opsummeret i tabel 1.2 pd den folgende side.

1.5 Alkalisk phosphatase

E. coli er en prokayot organisme. Normalt findes organismen i tarmfloraen hos dyr og mennesker. Den er
grampositiv, hvilket vil sige at celleveeggen indeholder murien. Bakterien er fakultativt anaerob, hvilket
vil sige at den kan omszette energi i iltfattige og iltrige miljoer. E. coli vokser bedst ved 37°C. I fermenta-
tionsprocesser kan organismen f.ek.s udskille laktat, sucitinat, ethanol, acetat og CO,. Organismen kan
ikke producerer sporer. Det er en mobil organisme og den bevager sig ved hjelp af mange flageller dvs.
den er periticus. E. coli kan desuden overfore arvemateriale ved hjeelp at transduktion og transforma-
tion.

Det er ikke helt sikkert hvilken funktion alkalisk phosphatase (APase) har, men formentligt er det det
enzym, der medvirker til at folgende reaktion foregér:



Egenskab/organel Prokayot celle Eukayot

Organismer Bakterier/Archea Protister, svampe, planter, dyr
Storelse generelt 1-10 ym 10-50 ym

Cellevaeg Hos nogle typer Planteceller
Cellemembran Tilstede Tilstede

Strukturer i cytoplasma Fa Mange

Cytoskelet Findes ikke Tilstede
Energiomszetning I cellemembranen/mesosom  Mitochondrier
Ribosomer Tilstede (S) Tilstede (S)

ER Findes ikke tilstede

Pili Tilstede Findes ikke

Flagel flagelin tubulin

Cellekerne Ikke tilstede Tilstede

Genom Cirkuleert bakteriekromosom Kompleks i cellekernen
Plasmid Tilstede Findes ikke
Celledeling Simpel celledeling Meiose/mitose

Tabel 1.2: Forskelle og ligheder mellem prokayoter og eukayoter.

R-0-HPO; +H,0 — R-OH +H,POj.

Her hydrolyseres de organiske phosphatforbindelser, der er i veekstmediet, hvorved cellen far phosp-
hat, som er en bestanddel af nukleinsyre, der er opbygget af nukleotider. Phosphat er derfor en vigtig
bestanddel i cellen, da det er med til at opbygge DNA og RNA si cellen kan lave celledeling. Jo mindre
lettilgaengelig phosphat der er, jo mere stimuleres syntesen af APase.

1.5.1 Osmotisk Chok

Hvis man skulle undersoge bestemte enzymer i en bakteriecelle, kan det give problemer, idet der er
mange forskellige enzymer og proteiner, inde i cellen, som kan kommer med i prgven. Dette kan van-
skeliggore isolationen af et bestemt enzym eller protein. Fordelen ved at male pa alkalisk phosphatase
er, at netop dette enzym befinder sig i cellens overflade, neermere bestemt i det periplasmatiske rum
mellem cellemembran og celleveeg. Her er det muligt at udvinde enzymet uden at nogle andre enzy-
mer, proteiner, mv. kommer med, da man ved hjelp af centrifugering kan spreenge celleveeggen uden
at cellemembranen gér i stykker. Denne proces foregér over flere mellemled, hvor et af dem er, at man
tilseetter en chok-oplesning, hvor et af de indgéende stoffer er etylen-diamin-tetra-eddikesyre (EDTA)
EDTA er et stof der binder metalioner, heriblandt magnesium, som er nadvendig for at opretholde celle-
vaeggens struktur (Erhvervsakademi Roskilde 2001). Cellen har stadig membranen, der holder sammen
pé cellen, og alkalisk phosphatase kan nu treenge ud fra det periplasmatiske rum, og muligger maling af
enzymet.

1.5.2 Ionbytnings-kromatografi

Ved det osmotiske chok blev proteinerne, her iblandt alkalisk phosphatase, oprenset. Ud fra disse frak-
tioner enskes nu alkalisk phosphatase isoleret. Ved ionbytnings-kromatografi separeres proteinerne
blandt andet efter starrelse og ladning. Separationen sker ved interaktion imellem forskellige typer la-
dede molekyler. Proteinoplasningen tilseettes en kolonne, som bestar af en pores gél i den stationzere
fase og en mobil fase.

I gélen findes der uoploselige forbindelser med forskelligt ladede sidegrupper. Dette kunne veere f.eks.
DiEthylAminoEthyl (DEAE). Valget af dette stof kommer an pé egenskaberne ved det protein der skal op-



renses. Her er proteinets isoeletriske punkt iseer vigtig. Et proteins isoeletriske punkt(pl) bestemmes ud
fra den pH-veerdi, hvor proteinets samlede ladning er lig nul. Den mobile fase bestar af proteinoplesnin-
gen og buffer. Bufferen tilsettes, s& pH-veerdien langsomt andres. Proteinet der skal oprenses, binder
sig til kolonne-matricen, hvilket de andre proteiner i oplesningen imidlertid ogsa gor, men da tilsaetnin-
gen af bufferne @ndre pH-verdien i kolonnen, udvaskes de ugnskede proteiner. Denne proces forleber i
de forste fraktioner. I kolonnen er det enskede protein nu bundet, og frigeres forst nér pH veerdien neer-
mer sig proteinets pl veerdi. Ved denne pH-veerdi kan proteinet ikke bindes til kolonne-matricen mere
og det udvaskes.

1.6 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces er en eukayot organisme. Organismen er specielt kendt for at kunne danne alkohol og
CO,. Den er fakultativt anaerob, og dens optimale veeksttemperatur ligger imellem 20-45°C. Organis-
men kan béade foretage en konnet (dipolid) og en ukennet (Haploid) formering, desuden er den spore-
dannende.

Geersvampen skaffer energi ved at oxidere organiske stoffer sésom glucose og sakkarose (DTU - Biotech
Academy 2008b). Under oxidationen af sukker, dannes der blandt andet kuldioxid, ATP og ethanol, hvor
sidstenaevnte er det produkt, der er af interesse her, til trods for det blot er et biprodukt af geercellens
energidannelse. Ethanol kan bruges til mange forskellige ting, f.eks. husholdningssprit, spiritus samt
bioethanol, der kan fungere om breendstof. Ligningen for reaktionen, hvor alkohol bliver dannet ser
séledes ud:

Glucose + 2 P, +2ADP +2 H* — 2 ethanol + 2 CO, +2ATP+2H,0.

Ethanol
CH.0H

Figur 1.2: Citronsyrecyklus. Figurens form har intet med processen at gore, men skyldes at figuren er udldnt af Carls-
berg Forskningscenter.

Pa figur 1.2, som er hentet fra DTU - Biotech Academy 2008aq, ses citronsyrecyklus, som er energidan-
nelse i en geercelle, hvor man kan se ethanol som biprodukt.



Analysemetoder

Dette kapitel beskriver analyserne. Metoder samt afvigelser herfra gennemgées. Fermenteringen med
Escherichia coli sker p& baggrund af analyseforskriften Skadborg og Sloth 20084, og fermenteringen
med Saccharomyces cerevisiae sker pa baggrund af analyseforskriften Skadborg og Sloth 2008b. Resul-
taterne for analyserne kan ses i tabel 2.1 pa side 10.
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2.1 Escherichia coli

Alkalisk phosphatase produceres her pa to méder, nemlig i baffelkolber og i bioreaktor. Umiddelbart
forventes det pa forh&nd, at der vil veere storre veekst i bioreaktoren, da der her forseges at optimere pa
bakteriens forhold (se afsnit 2.1.2).

2.1.1 Baffelkolbeforsog

Her er tale om den simpleste form for fermentering, hvor der podes en forkultur direkte i baffelkolberne.
Herfra kan der podes med et volumen pé 10% i forskellige variationer af substrat. Fermenteringsproces-
sen korer uden tilseetning af substrat indtil dedsfasen er naet. Undervejs kan prover udtages og optisk
densitet kan males pa et spektrofotometer.

Der eksperimenteres med 3 forskellige substratsammensetninger. Phosphatindholdet varieres, sa der
er baffelkolber med Y2 x phosphatindhold, 2 x phosphatindhold og normalt phosphatindhold. P4 denne
madde kan det afgores, hvilken effekt indholdet af phosphat i substratet har pa produktionen af alkalisk
phosphatase. Der inkuberes ved 37°C.

2.1.2 E. coliibioreaktor

Substrat autoklaveres sammen med reaktoren, for at mindske risikoen for kontamination. Bioreaktoren
indstilles pd en passende pH, temperatur og ilt-niveau.

2.1.3 Torstofbestemmelse
Torstofbestemmelsen bruges til at finde g. celler pr. liter. Det foregér ved at en meengde prove, her 10mL,
filtreres gennem et 0,2um Milipore filter og teorres derefter i varmeskab.

Filterne vejes bade alene og i en lille bakke, da man kan risikere at noget af det terstof, der sidder pa
filterne, kan falde af i bakkerne, hvori de ogsa terres i varmeskabet. Er dette tilfeeldet, er det sveert at fa



torstoffet op pa filterne igen, og der kommer derfor en veesenlig fejlkilde, idet alt torstof ikke kommer
med. Nér filterne sa er vejet i bakken, kan det torstof der eventuelt er faldet af filterne, vejes med.

2.1.4 Proteinkoncentration

Lowry-metoden, der her anvendes, er en metode hvor prevens proteinkoncentration méles i forhold til
en standardoplesning med en kendt proteinkoncentration, der i dette tilfeelde er Bovin Serum Albumin
(BSA). Intensiteten af den dannede farve er proportional med prevens indhold af protein. Det er séledes
muligt at méle proteinindholdet i en prove ved at male prevens absorbans.

BSA er pé pulverform og proteinerne deri opleses, nar pulveret blandes med ionbyttet vand. Der fo-
retages OD-maélinger pa reagenser med forskellig koncentration af BSA, og disse benyttes til at danne
en kalibreringskurve. Proverne, der er udtaget, samt BSA, behandles nu pa samme made, hvorefter der
maéles absorbans pé spektrofotometer. Proven tilseettes reagens A, og blandingen henstar nu i 10 mi-
nutter ved stuetemperatur, hvilket tillader reagenserne at virke, og blandt andet er med til at forstaerke
farveudviklingen, hvilket gor det muligt at méle absorbansen.

Herefter tilseettes reagens B, bestdende af Folin’s reagens, der ogsa giver farve. Nar dette er tilsat, skal
det opslemmes hurtigt, for at fa blandet alle reagenser. Det henstar nu i 50 grader varmt vand, for at give
reagenserne bedst mulig betingelser for at ga i forbindelse med preven. De afkoles nu til stuetemperatur,
hvorefter absorbansen males.

Resultaterne fra standarderne plottes, og ud fra den fremkomne kalibreringskurve, er det nu muligt at
bestemme proteinkoncentrationen pa preverne.

Alle reagenser der er brugt, er fremstillet i henhold til den udleverede forskrift (Skadborg og Sloth 2008a).

Proteinkoncentrationen bruges til at beregne den specifikke enzymaktivitet, som der kigges naermere
pai afsnit 2.1.5.

2.1.5 Enzymaktivitet og renhed

Enzymaktiviteten er defineret som umol substrat omdannet pr. minut, og beregnes som andringen i
koncentration over endringen af tid. Idet absorbansen er proportional med koncentrationen af sub-
stratet, bruges absorbansen som et mal for koncentrationen. Man skal altsa tage hojde for molforholdet
mellem substrat og produkt, hvis det er produktet (og ikke substratet), der giver en farvning.

Der tages udgangspunkt i Beers lov,
A=k-c-],

hvor k er den molaere absorptionskoefficient for det stof, der males pa (her 16000 L-mol ™! for 4-nitrophenol).
c er koncentrationen og 1 er lysvejen (her 1cm).

Man udvider Beers lov ved at kigge pa eendringen over et tidsinterval og far derved, at

|AADbs| B k-Ac-1
Atid ~ Atid

En simpel omskrivning giver da et udtryk for enzymaktiviteten:

Ac |AAbs|

E ivi 1/(L-mi ==
nzymaktivitet (mol/ (L-min)) Atid - AGd K

Dette giver en enhed pa mol/(L-min). Man angiver normalt enzymaktiviteten som U/mL, og folger man
analyseforskriften, laves der ogsa fortyndinger, sa for at fa enheden U/mL, omskrives formlen til

|AAbs] - 10°

E ktivitet(U/mL) = ————= -
nzymaktivitet(U/mL) Atid K. 1.107
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hvor 1U = 1ymol/min.

Renheden af enzymet kaldes specifik enzymaktivitet, og beregnes som enzymaktivitet pr. mg protein.
Renheden beregnes med formlen

enzymaktivitet (U/mL)
proteinkonc. (mg/mL)

Specifik enzymaktivitet (U/mg) = (2.2)

Renheden af alkalisk phosphatase findes efter oprensning med ionbytning (se afsnit 1.5.2 pa side 5).

2.1.6 Veakstforsaeg med E. coli

Der laves et vaekstforspg med E. coli, hvor der udpodes i 9 forskellige kolber, med stigende koncen-
trationer af glucose. Forseget gar ud pa at bestemme vaeksthastigheder i et minimalmedium med en
begraensende C- og energikilde (glucose). Hver af udpodningerne giver en vaekstkurve, som kan ses i fi-
gur D.1 pé side 25, med tiden ud af x-aksen og absorbansen ud af y-aksen. Pa disse veekstkurve, kan pmax
afleeses, som er den vandrette tangent, som vaekstkurven gar imod, efterhdnden som tiden skrider frem.
Imax afleeses altsé pd y-aksen af veekstkurven, og kaldes den maksimale specifikke veeksthastighed. Ud fra
Mmax kan K, findes. K, kaldes halvmeetningskonstanten og er substratkoncentrationen ved p =2 pmax.
Med disse to veerdier, kan den specifikke veeksthastighed beregnes:

[S]

K + 18]
Med 9 forskellige specifikke veeksthastigheder, kan man plotte den specifikke veeksthastighed som funk-
tion af substratkoncentrationen (¢ = f([S])). Pa denne graf kan pimax 0g Ky, bestemmes grafisk, og plotter
man u~! = £([SI™Y), kan pmay 0g K;, bestemmes ud fra liniens ligning.

2.2 Saccharomyces cerevisiae

En geeringsanalyse kan forega i bioreaktor savel som i baffelkolber. I denne analyse foregar processen i
baffelkolber med to forskellige neeringsmedier (et indeholdende glucose og et indeholdende sakkarose),
samt forskellige temperature, for at undersoge hvilke medie og temperatur, der er bedst for geerings-
processen. Geer trives ifolge emu.dk 2008 bedst ved 20-45°C, og analysen her undersoger veksten ved
37°C samt stuetemperatur.

Den type geer der anvendes i denne analyse, er bageger, hvor der podes 10 g. geer ned i hver baffelkolbe
med medium. Hvert medium har en forskellige form for naeringstype og mangde. Alle baffelkolber er
teet lukkede med en gummiprop, der serger for anaerobe omgivelser. Proppen har en udgang, i form
af en gummislange, der gar ned til en et baegerglas med vand, hvor slanges ende er under. Dette sikrer
at den dannede CO, har mulighed for at komme ud af baffelkolben, der ellers vil springe pé grund af
overtryk. Baffelkolberne inkuberes ved de valgte temperaturer, og der tages lobende prover ud til OD-
maéling samt til bestemmelse af ethanolkoncentration (se afsnit 2.2.1).

2.2.1 Ethanolkoncentration

Koncentrationen af den dannede ethanol i baffelkolberne bestemmes ved gaskromatografi. Analysefor-
skriften Eliassen 2008 benyttes. Proverne blandes med 1-butanol, som bruges som intern standard. Der-
ved kan de fremkomne topper af ethanol sammenlignes med den kendte koncentration af 1-butanol,
hvorved ethanolkoncentrationen kan bestemmes.



Analyse Metode/resultat Enhed Resultat CV% Bilag

E. coli i baffelkolber

Maksimal veeksthastig-  pmax (Y2xphosphat) - 1.38 - B.1 pd side 18

hed
HMmax(1xphosphat) - 1.43 - B.1 pd side 18
Imax(2xphosphat) - 1-41 - B.1 péside 18

Torstof 45 xphosphat g. celler / L. 0.8 65.3 B.3pasidel9
1xphosphat g. celler / L. 1.2 7.89 B.3pasidel9
2xphosphat g. celler / L. 1.1 25.6  B.3péside19

Enzymaktivitet Yo xphosphat U/mL 2.680 15.1 B.4pasidel9
1xphosphat U/mL 2.586 19.6  B.4pasidel9
2xphosphat U/mL 1.502 17.0 B.4péside 19

E. coli i bioreaktor

Maksimal veeksthastig-  pmax - 1.38 - C.1péside 21

hed

Torstof torstof g.celler / L 0.323 9.94 C.2paside2l

Specifik enzymaktivitet ~ Prove U/mg 0.047 - C.4 pa side 23
Buffer 0 U/mg 0.003 - C.4 pa side 23
Buffer 20.1 U/mg 0.000 - C.4 péside 23
Buffer 20.2 U/mg 0.117 - C.4 péside 23
Buffer 20.3 U/mg 0.102 - C.4 péside 23
Buffer 80.1 U/mg 0.020 - C.4 péside 23
Buffer 80.2 U/mg 9.358 - C.4 paside 23
Buffer 80.3 U/mg 9.976 - C.4 péside 23
Buffer 200.1 U/mg 7.846 - C.4 péside 23
Buffer 200.2 U/mg 3.750 - C.4 péside 23

Vakstforsog med E. coli

Maksimal specifik  ptmax - 0.342 - D péside 26

veeksthastighed

Halvmeetningskonstant K, g/L 71.8 - D péside 26

Geer i baffelkolber

Maksimal veeksthastig- pmax (sakkarose v. 37°C) - 2.1 - E.1 pé side 28

hed
Umax (glucose v. 37°C) - 2.3 - E.1 pa side 28
Mmax (glucose v. stuetemp.) - 29 - E.1 paside 28

Ethanolkoncentration Storste Cethanol % 6,38 11,81 E.3péside29
mindste Cethanol % 1,95 1,16  E.3 paside29

Tabel 2.1: Analyseresultater
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Diskussion

I dette kapitel diskuteres analyserne, metoderne samt resultater. Der tages stilling til hvilke parametre,
der kunne optimeres. Analyseresultaterne er at finde i tabel 2.1 pé forrige side.
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3.2 Saccharomycescerevisiae . . . . ... ... ... ... ... ... 13
3.2.1 Ethanolkoncentration . . .. ... ............. 13

3.1 Escherichia coli

3.1.1 Baffelkolbeforsog

Kurven i figur B.1 pé side 18 viser verdier i starten og i slutningen af vaeksten. Det vil sige, at der er
malinger fra nolefasen og fra den stationere fase. De manglende resultater skyldes at hele veeksten er
gennegéet i lobet af et dogn. Hvis man skulle have malinger i den eksponentielle veekstfase, skulle man
altsa tage malinger om natten ogsa.

3.1.2 E. coliibioreaktor

Ud fra resultaterne fra OD-malingerne er kurven, der er plottet i figur C.1 pa side 21, lavet. Denne kurve
beskriver veeksten i bioreaktoren. Desveerre mangler der en del data for at vise veekstfasen ordentligt.
Dette skyldes som tidligere naevnt, at hele vaekstkurven gennemlgbes indenfor et dogn. I den tid fer-
mentationsprocessen forlgb skulle der afleeses pH, ilt-koncentration og temperatur. Disse faktorer blev
kun noteret 2 gange igennem forseget. Der er dog intet i resultaterne, der indikerer, at der skulle have
veeret betydelige udsving.

Der er ingen tvivl om at det er et veerre rod, forste gang man skal forsege at samle en bioreaktor. Der
er mange dele, der skal skrues rigtigt sammen, og mange parametre, man lige skal holde gje med. Nér
man forst har faet overblik over, hvordan det hele fungerer, er det dog noget mere overskueligt og meget
nemmere at se, hvor smart en bioreaktor egentlig er. Den samlede bioreaktor kan ses pa forsiden af
denne rapport.

3.1.3 Torstofbestemmelse

I dette tilfeelde var det nedvendigt at veje filter og bakke, hvilket dog gav gode resultater, der alle 14 teet pa
hinanden. Mangden af torstof var storre i baffelkolberne end de var i bioreaktoren. Dette kan skyldes,
at proverne i bioreaktoren var udtaget forkert, idet den veeske, der 14 i slangerne, ikke blev pustet tilbage,
s& man fik en helt ny preve frem, men en blanding af hvad der i forvejen var i slangen og ny prove.
Logisk set vil det veere i bioreaktoren, der vil give mest torstof, idet der her er en maskine til at styre pH,
ilt-niveau samt temperatur, og cellerne derfor burde have en bedre aktivitet.
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Ved baffelkolberne var kulturene til tider udsat for en temperaturforskel nér derene til varmeskabet kon-
stant blev dbnet og lukket, nér der blev udtaget prover. Ilt og pH kan heller ikke garanteres konstant. Der
maé derfor veere en fejlkilde, der ikke kan gores rede for, da terstofmaengden var sterre i baffelkolberne
end i bioreaktoren.

3.1.4 Proteinkoncentration

Analysen af proteinkoncentration har veeret ligetil. Kalibreringskurven (figur C.2 pa side 22) er blevet
god, med en korrelationskoefficient pa 0.9962. Mélinger og beregning af proteinkoncentrationer kan se
i kapitel C pa side 22. Resultaterne skal bruges til at beregne specifik enzymaktivitet (se afsnit 3.1.5).

3.1.5 Enzymaktivitet og renhed

Som forventet er der storst enzymaktivitet i baffelkolberne med %2 xphosphatindhold. Dette stemmer
fint overens med teorien om, at alkalisk phosphatase er noget E. coli danner, for at skaffe phosphat. Jo
mindre phosphat, desto mere alkalisk phosphatase dannes der.

Af uforklarlige arsager ser det ud til at der er storre enzymaktivitet i baffelkolberne, end der er i bioreak-
toren. Dette burde veere lige omvendt. Men at sammenligne de to metoder er heller ikke lige til, idet de
trods alt er meget forskellige.

Ved bioreaktoren kan det ses at der gennem tilsaetningen af de forskellige buffere hele tiden udvaskes en
mangde protein. Dette skyldes, at der i det periplasmatiske rum er andre proteiner end alkalisk phosp-
hatase. Disse proteiner udvaskes dog ved andre ph-verdier. Alkalisk phosphatase udvaskes ved buffer
80 0g 200, da der ved disse saltkoncentration opstér de betingelser, der skal til for at proteinet udvaskes.
Den storste specifikke enzymaktivitet, der fremkommer, er 9,976 U/mg.

3.1.6 Vekstforsog med E. coli

Vekstkurvene for veekstforseget i figur D.1 pd side 25 viser glucosekoncentrationens betydning for veek-
sten. Teoretisk set skulle alle kurvene folges ad, for sa en efter en at bgje af, i takt med deres glucosekon-
centration. Dette teoretiske billede folger veekstkurvene temmelig godt. Det kan f.eks. ses af figuren, at
kurven for udpodningen uden glucose bojer af forst, og der er altsa naesten ingen veekst heri. Herefter
bojer kurvene af en efter en, dog med nogle afvigelser, som man ma forvente, nar der arbejdes med data
fra virkeligheden.

For at finde den maksimale specifikke veeksthastighed og halvmetningskonstanten, omskrives liniens
ligning fra figur D.3 pé side 27, hvorfra de to veerdier kan beregnes. Disse udregninger kan findes i ka-
pitel D pa side 26. Figur D.3 pa side 27 er lavet med det forbehold, at punkterne fra koncentrationerne
1g/L og 1,5g/L er fjernet, da disse to gjorde liniens ligning mere unejagtig.

Den maksimale specifikke veeksthastighed (se tabel 2.1 pa side 10)er forholdsvis lav (f.eks. i forhold til E.
coli), hvilket betyder at veeksten ikke kan foregéd meget hurtigere, end den allerede gor ved den starste
glucosekoncentration. Halvmaetningskonstanten forteeller os, at for at komme halvvejs mod den mak-
simale specifikke vaeksthastighed, skal der bruges en koncentration pé ca. 72 g/L glucose. Man kan dog
ikke sige at der sa skal bruges dobbelt sa meget for at nd den hejst mulige veeksthastighed, da forholdet
mellem substratkoncentration og vaeksthastighed ikke er linezert. Men da den maksimale veeksthastig-
hed er sd lav, og halvmetningskonstanten s& hej, ma man kunne konkludere, at man skal bruge meget
substrat for at at fa en lille 2endring i veeksthastigheden. Tilsyneladende kan det altsé ikke betale sig at
bruge en masse ressourcer pa at gore glucosekoncentrationen storre, da det kun vil eendre veeksthastig-
heden en lille smule. Til gengeeld kunne det veere en ide at @ndre substratindholdet, da mediet til disse
forspg er meget begransende.
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Analysen var i sig selv meget enkel og ligetil. Baffelkolberne kunne bare sta i varmeskab og passe sig selv,
indtil der skulle tages prover ud til OD-maling.

3.2 Saccharomyces cerevisiae

Ud fra denne analyse, kan det konstateres, at det her er substratet glucose ved stuetemperatur der har
givet de bedste resultater, samt en relativ lav CV%. Det kan dog ikke vides om sakkarose vil have haft
samme gode resultat, da dette substrat kun blev brugt i kolberne, der var i varmeskab ved 37°C, og ikke
undersogt ved stuetemperatur.

En af grundene til, at der er en stor CV%, samt knap sa gode resultater ved baffelkolberne i varmeskab,
kan skyldes den konstante svingning, der kommer i temperaturen, nar skabet gentagne gange er blevet
abnet, for at preverne kunne tages ud. Temperaturforskellene er samtidig &rsag til at kolberne har op-
suget vand, der var anbragt for at forhindre ilt i at komme ned til kulturne, og som tillod CO, at komme
ud, hvilket kan have givet utroveerdige/afvigende resultater. Der var ogsa nogle af baffelkolberne, der
sugede vand op fra beegerglasset og derved fortyndede sig selv.

Det kan heller ikke vides med sikkerhed om, temperaturen var konstant ved stuetemperatur, da tempe-
raturen godt kan svinge om natten i laboratoriet, hvor analysen forgik.

Udover de angivne fejlkilder har analysemetoden ikke givet anledning til yderligere frustrationer. Baf-
felkolberne passer sig selv under inkubationen i omkring 5 dage, hvor der blot skal tages prever ud en
gang imellem. Her er altsa tale om en meget overskuelig og nem form for fermentering.

3.2.1 Ethanolkoncentration

Et par stykker af baffelkolberne sugede vand op under analysen, og matte derfor kasseres. Dette betyder
atderitabel E.3 pa side 29 er blevet udeladt nogle resultater — f.eks. er kolben, der var meerket Sakkarose
1, kasseret helt. Derudover er der blevet udeladt et par resultater, som viste sig at have givet for mange
toppe pa plottet fra gaschromatografen. De beregnede ethanolkoncentrationer kan ses pa figur E.2 pa
side 30. Her ses det at vaeksten har foregdet hurtigst og bedst ved stuetemperatur. Ved 37°C viser det
sig at glucose giver en bedre vaekst end sakkarose. Proven, der hedder Glucose 2, har ikke givet nogen
veaekst, og undlades derfor i konklusionerne. Denne prove har enten ikke faet tilsat glucose, eller ogsa er
den ogsa blevet fortyndet, ved at suge vand op, under inkubationen.

Alti alt har det veeret muligt at frembringe en ethanolkoncentration pa 6,38% med glucose ved stuetem-
peratur. Det kunne have veret godt, hvis der havde veret flere mélinger at ga ud fra, men det er trods
alt muligt at se forskellighederne i brugen af substrat og temperatur, selvom der er fa mélinger.

Analysemetoden er nem at bruge. Man skal dog veere opmarksom pé plottet fra gaschromatografen, da
man f.eks. kan have injekseret proven for langsomt, og derfor far for mange toppe pé plottet.
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Konklusion

Generelt gik analyserne som forventet. Det er lykkedes at fremstille bade alkalisk phosphatase og etha-
nol. Dog var det forventet at bioreaktoren ville give storre vaekst end baffelkolberne, fordi bioreaktoren
giver anledning til at optimere E. coli’s vaekstbehov. pH, ilt-niveau og temperatur kan her holdes kon-
stant, men til trods for dette, ser det ud til, at veeksten i baffelkolberne er gaet bedre. Til gengeeld kan det,
som forventet, konkluderes, at det er meget hurtigere og nemmere at lave fermentering med baffelkol-
ber. Disse giver desveerre ikke mulighed for s& megen kontrol af veekstbetingelserne, og derfor er det pa
mange punkter mere fornuftigt at bruge en bioreaktor.

Ved fermenteringen med geer er det lykkedes at producere op til 6.4% ethanol. Gaercellerne skal dog
bruge leengere tid pé at opformere sig, og det er derfor en leengere proces end at lave alkalisk phospha-
tase i baffelkolber. Dette kan dog ogsa have sine fordele, idet programmet for proveudtagning ikke er sa
presset. Man kan sagtens lave andre analyser samtidig med at man fremstiller ethanol.
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Sikkerhed

Igennem analyserne arbejdes der med forskellige stoffer, der kan vaere potentielt farlige. Disse stoffers
faremeerkninger ses nedenfor. De fleste af de analyser, der er brugt i dette tema indeholder reagenser, der
skal pH-indstilles vha. koncentreret saltsyre og TRIS. Derfor kan faremaerkningen for disse ses nedenfor.
Det skal desuden generelt bemeerkes, at alt mikrobiologisk affald skal autoklaveres.

HCI (koncentreret, 37%)

Atsningsfare. Irriterer dndedreetsorganerne. Kommer
stoffet i gjnene, skylles straks grundigt med vand og
leege kontaktes. Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefin-
dende er omgaende leegebehandling nedvendig; vis eti-
ketten, hvis det er muligt.

Affaldsgruppe: X

TRIS

Irriterer ojnene. Irriterer &ndedraetsorganerne. Irriterer
huden. Kommer stoffet i gjnene, skylles straks grundigt
med vand og leege kontaktes. Brug sarligt arbejdstej.
Affaldsgruppe: X
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2M NaOH (8%)

Alvorlig @tsningsfare. Kommer stoffet i ojnene, skylles
straks grundigt med vand og leege kontaktes. Brug egne-
de beskyttelseshandsker og -briller / ansigtsskeerm un-
der arbejdet. Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefinden-
de er omgaende leegebehandling nedvendig; vis etiket-
ten, hvis det er muligt.

Affaldsgruppe: X
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Alkalisk phosphatase i baffelkolber

Optisk densitet

tid V5P P 2p In(%4P) In(P) In(2P)

16  0.811,0.812 0.823,0.807 0.811,0.815 -0.209,-0.208 -0.195,-0.214  -0.209, -0.205
65  0.819,0.820 0.828,0.822  0.820,0.830  -0.200,-0.198 -0.189,-0.196  -0.198, -0.186
123 0.794,0.795 0.800,0.803  0.744,0.805 -0.231,-0.229  -0.223,-0.219  -0.296, -0.217
173 0.818,0.830 0.824,0.814 0.614,0.844 -0.201,-0.186 -0.194,-0.206  -0.488, -0.170
1388  2.400,3.480 3.460,2.010 3.780,3.290  0.875,1.247  1.241,0.698  1.330,1.191
1420 3.170,3.520 2.600,3.300 2.910,4.630  1.154,1.258  0.956,1.194  1.068,1.533
1450  2.560,4.340 4.750,1.320 2.900,1-790  0.940,1.468  1.558,0.278  1.065,0.582
1480 3.440,3.920 3.020,4.920 3.890,1.820  1.235,1.366  1.105,1.593  1.358,0.599

Tabel B.1: Alkalisk phosphatase i baffelkolber, dobbeltbestemmelse. P stdr for phosphatindhold.

tid 1/2P P 2p In(1/2P)  In(P) In(2P)
16 0.812 0.815 0.813 -0.209 -0.205  -0.207
65 0.820 0.825 0.825 -0.199 -0.192  -0.192
123 0.795 0.802 0.775 -0.230 -0.221  -0.256
173 0.824 0.819 0.729 -0.194 -0.200  -0.329
1388 2.940 2.735 3.535 1.061 0.970 1.260
1420 3.345 2950 3.770 1.206 1.075 1.300
1450 3.450 3.035 2.345 1.204 0.918 0.823
1480 3.680 3.970 2.855 1.301 1.349 0.979

Tabel B.2: Alkalisk phosphatase i baffelkolber gennemsnit. P star for phosphatindhold.
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Figur B.1: Alkalisk phosphatase i baffelkolber
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Torstof

Baffel serie A
YoP P 2P

filter 0.0933 0.0925 0.0927
filter+torstof 0.1047 0.1048 0.1013
torstof 0.0114 0.0123 0.0086

Baffel serie B
filter 0.0921 0.0933 0.0922
filter+torstof 0.0963 0.1043 0.1046
torstof 0.0042 0.0110 0.0124

Gennemsnit 0.0078 0.0117 0.0105
CV% 65.3% 7.89% 25.6%
Torstof(g/L) 0.78 1.165 1.05

Tabel B.3: Torstofbestemmelse ved baffelkolber. P star for phosphatindhold.

Enzymaktivitet

Phosphatindhold Serie A (Abs)  Serie B (Abs) Gennemsnit CV% enzymaktivitet (U/mL)

Yax normal 2.252 2.792 2.522 15.1 2.680

normal 2.096 2.772 2.434 19.6 2.586

2 x normal 1.244 1.584 1.414 17.0 1.502
Reaktionstid: 3 min.

Tabel B.4: Absorbansmdling ved enzymaktivitetsbestemmelse.

F-test

Det kunne godt tyde p4, at serie B giver hojere absorbans end serie A, da CV%’erne er meget hoje, sé der
laves t-test. Forst skal varianshomogeniteten underseges med F-test.

Hy: oga=0p

Hy: os,#0)p

2 2
s 0.6917
F:( ma") :( ) =1.625.
Smin 0.5426

Teststorrelse:

Acceptomrade:
a=5%: [1; Fi—ap(fmax fmin)] = [1; Fo.975(2,2)] = [1; 39.00]

Der er accept, og der er altsé varianshomogenitet. Det betyder at spo01 mé beregnes:

, _ SLfi+ssfy 0.5426%-2+0.69172-2

= = =0.3864.
SPOOI fl + f2 242

Spool = V0.3864 = 0.6216.
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t-test

Ho: paz=pp
Hi: pa<pp
Teststorrelse:
X1 — X2 1.864 —2.383
r= = =-1.023
Spool*\/ 7 + 7 0.6216-1/3+3
Accept:

a=5%: tz—-t_q(fi+ f2) =—tog75(4) = -2.776

Der er accept, og det kan altsa ikke afvises, at middelveerdierne faktisk er ens. Man kan altsa ikke sige, at
serie B har givet hojere absorbanser.
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Alkalisk phosphatase i bioreaktor

Optisk densitet

»

LI L s B L B S B B L B R N B R R

tid (min) Abs. In(Abs.)

35 0.648  -0.434
73 0.821  -0.197
103 1.184  0.169
138 1.768  0.570
167 1.542  0.433

2770 5.35 1.677

2800 5.42 1.690 0

2832 5.14 1.637

2867 5.14 1.637

2892 5.19 1.647 05

0.5

In(Abs.)

Alkalisk phosphatase i bioreaktor

l g v

2917 5.20 1.649 P

Figur C.1: Alkalisk phosphatase i bioreaktor.

500

1000

pH: 7.72
Temp.: 37.1°C
dOy:  199.5%

pH: 7.69
Temp.: 37.0°C
dO,: 182.0%

Tabel C.1: Aflceste parametre

Torstof

1500

tid (min.)

torstof (g) 0.0031

0.0030 0.0036

gennemsnit  0.0032

CV% 9.94%
torstof (g/L)  0.323

Tabel C.2: Torstofbestemmelse for E. coli i bioreaktor
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Proteinkoncentration

»
>

Kalibreringskurve for proteinbestemmelse

[ . malinger
mgBSA/L  Abs. 08 - Abs=2.21785konc + 0.018028, r2=0.996
0.0 0.000 I

0.005 0.017 Q08

0.010 0.030 < F

0.025 0.073 04 |-

0.05 0.132 I

0.10 0.256 02 b

0.25 0.622 -

0.50 1.099 »

O—IAAAAIAAAAlAAAAlAAAAlAAAAlA

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

konc (mg BSA /L)

Figur C.2: Kalibreringskurve for proteinbestemmelse.

Kalibreringskurven omskrives til

Abs—0.018028
konc.= ————, (C.D
2.21785

hvorved proteinkoncentrationerne af proverne kan beregnes (se tabel C.3)

Abs  konc. (mg/L)

Uden sgjle 1.035 0.459
Prove 0.272 0.115
Buffer 0 0.245 0.102
Buffer 20.1  0.166 0.067
Buffer 20.2  0.150 0.060
Buffer 20.3 0.142 0.056
Buffer 80.1 0.125 0.048
Buffer 80.2 0.174 0.070
Buffer 80.3  0.271 0.114
Buffer 200.1 0.213 0.088
Buffer 200.2  0.384 0.165

Tabel C.3: Proteinkoncentration.

Enzymaktivitet og renhed

Enzymaktiviteten beregnes vha. formel 2.1 pa side 8. Kinetikprogrammet pa spektrofotometret giver re-
sultatet som AAbs/Atid, og enzymaktiviteten kan derved beregnes. Den specifikke enzymaktivitet (ren-
heden) kan beregnes med formel 2.2 pé side 9. Resultaterne er at finde i tabel C.4 pa den folgende side.
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tid (min) AAbs/Atid  enzymaktivitet (U/mL) go.a B
0 0.000 0.000 2 .
47 -0.001 0.003 2o°r
84 0.000 0.000 8
S04t
123 0.000 0.001 N
1388 0.205 0.653 ¢
1443 0.349 1.111 o2r
1456 0.302 0.962 L.
(; 4(;0 ‘6(‘)0‘ ‘ ‘8(‘)0‘ ‘ ‘10‘00‘ ‘ ‘12‘00‘ ‘ ‘14‘00‘
tid (min)
Figur C.3: Enzymaktivitet for APase i bioreaktor
AAbs/Atid Enzymaktivitet —Specifik enzymaktivitet
(U/mL) (U/mg)
Prove 0.002 0.005 0.047
Buffer 0 0.000 0.000 0.003
Buffer 20.1 0.001 0.002 0.000
Buffer 20.2 -0.002 0.007 0.117
Buffer 20.3 -0.002 0.006 0.102
Buffer 80.1 0.000 0.001 0.020
Buffer 80.2 0.206 0.655 9.358
Buffer 80.3 0.357 1.137 9.976
Buffer 200.1 0.217 0.690 7.846
Buffer 200.2 0.194 0.619 3.750

Enzymaktivitet for APase i bioreaktor

Tabel C.4: Enzymaktivitet og specifik enzymaktivitet (renhed) for prove, der har vceret igennem oprensning.
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Veekstforsog med E. coli

tid 0g/L 1g/L  1.5g/L  2g/L 3g/L  5g/L 10g/L 25g/L  50g/L
8:00 0.044 0.099 0.106 0.11 0.1 0.109 0.073 0.105 0.054
9:36  0.144 0.282 0.261 0.228 0.221 0.166 0.185 0.155 0.132
10:40 0.195 0.496 0.43 0.502 0574 0.424 0.38 0.244 0.2
11:08 0.273 0.716 0.756 0.76 0.272 0.456  0.57 0.48 0.808
11:53 0.349 1.074 1.311 1.068 042 0.716 0.852 0.804 0.744
12:35 0.361 1.755 1.656 1.645 0.765 1.185 1.465 1.27 1.26
12:55 0.353 1.95 1.77 1.835 0.815 1.35 1.555 1.485 1.365
13:30 0.353 2.335 1.914 2.245 1.31 1.945 2.18 2.055 1.914
14:05 0.343 1.985 1.824 3.465 1.81 226 2485 2475 2.64
14:41 0.35 2.43 1.752 2.835 2.1 2.604 2.736 2.82 2.532
15:03 0.32 2.358 2.808 3.255 2,783 3.146 3.355 2981 6.116
16:10 0.337 2.196 1.788 4.2975 3.267 3.267 3.278 3.333 3.025
17:.05 0.336 2.478 1.83 3.1125 3.652 3.63 3.311 4.136 3.443
18:30 0.325 2.634 1.824 4.695 6.138 3.201 3.025 4.147 4.884
Tabel D.1: Veekstforsog med E. coli. Optisk densitet.
tid 0g/L 1g/L  1.5g/L 2g/L  3g/L 5g/L 10g/L 25g/L 50g/L
8:00 -3.12 -231 -2.24 -221 -230 -2.22 -2.62 -2.25 -2.92
9:36 -194 -1.27 -134 -148 -151 -1.80 -1.69 -1.86 -2.02
10:40 -1.63 -0.70 -0.84 -0.69 -0.56 -0.86 -097 -1.41 -1.61
11:.08 -1.30 -0.33 -0.28 -0.27 -1.30 -0.79 -0.56 -0.73 -0.21
11:53 -1.05 0.07 0.27 0.07 -0.87 -0.33 -0.16 -0.22 -0.30
12:35 -1.02 0.56 0.50 050 -0.27 0.17 0.38 0.24 0.23
12:55 -1.04 0.67 0.57 0.61 -0.20 0.30 0.44 0.40 0.31
13:30 -1.04 0.85 0.65 0.81 0.27 0.67 0.78 0.72 0.65
14:05 -1.07 0.69 0.60 1.24 0.59 0.82 0.91 0.91 0.97
14:41 -1.05 0.89 0.56 1.04 0.74 0.96 1.01 1.04 0.93
15:03 -1.14 0.86 1.03 1.18 1.02 1.15 1.21 1.09 1.81
16:10 -1.09 0.79 0.58 1.46 1.18 1.18 1.19 1.20 1.11
17:.05 -1.09 0.91 0.60 1.14 1.30 1.29 1.20 1.42 1.24
18:30 -1.12 097 0.60 1.55 1.81 1.16 1.11 1.42 1.59

Tabel D.2: Veekstforsog med E. coli. In(optisk densitet).
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———— 0g/L  Veekstforsgg med E. coli

—— 1glL

- ——=— 1,5¢9/L
100F —=—— 2¢/L
i 3g/L
- ——=— b5g/L
— = 104g/L

25 g/L

0.00 |~

D I
Q I
S I
£ -1.00 |-
-2.00 |-
-3.00 [~ .
i I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1
0 100 200 300 400 500 600
tid (min)

Figur D.1: Veekstforsoeg med E. coli



Beregning og plot af

S1(g/)  pmax Ky (min) N pt

0 -1.00 89 0.000 - -

1 0.90 275 0.003 1.000 306.667
1.5 0.80 286 0.004 0.667 239.583
2 1.47 308 0.009 0.500 105.442
3 1.88 415 0.013 0333 74.113
5 1.38 335 0.020 0.200 49.275
10 1.28 309 0.040 0.100 24.922
25 1.48 325 0.106  0.040 9.459
50 1.59 344 0.202  0.020 4.956

Tabel D.3: Beregning af 1

A
02 .
I p="1([S])
0.15 |-
= 041 :
0.05 -
of«*
r - - >
0 10 20 30 40
[S] (g/L)

Figur D.2: Plot af u og [S]

Liniens ligning fra figur D.3 p& neeste side er u~! =210.067 - [S]™! +2.92615. Som det fremgar af figuren,
er 1/ max lig skeeringen med y-aksen. pma¢ kan altsa beregnes:

1
= —— =0.3417459802 ~ 0.342.
Hmax = 5 92615

Fra samme figur ses det, at —1/K,, findes ved at saette = = 0. Teoretisk set kan dette ikke lade sig gore,
idet u sa skulle vaere uendelig stor, men i denne sammenhzng velger vi bare at teenke pa u~!' som en
y-koordinat, og s kan —1/K;, findes:

-1
o ={x: 210.067 - x +2.92615 = 0}

m
-1 -2.92615
= _— =
K 210.0678/L
210.0678/L
o Ky = ———— =71.7895528258/L =~ 71.88/L.
2.92615
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uA-1

100

80

60

40

20

pA1 =1 (S]1)

Maledata

WA-1=210.067[S]"-1+2.92615, r2=0.9954

0.2 [S]A-1

Figur D.3: Plotaf ™! og[S]~1
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Geer i baffelkolber

tid (timer) Abs In(Abs) gennemsnit CV%
Malinger ved 37°C
Sakkarose 1 72 11,200 2,416 2,066 23,97%
93,5 12,150 2,497 2,081 28,32%
96 9,680 2,270 1,989 19,97%
Sakkarose 2 72 5,560 1,716
93,5 5,280 1,664
96 5,520 1,708
Glucose 1 72 9,800 2,282 2,282
93,5 10,000 2,303 2,303
96 7,820 2,057 2,057
Glucose 2 72 0,783 -0,245
93,5 0,481 -0,732
96 0,236 -1,444
(Glucose 2-malingerne afvises. da kulturen har suget vand op)
Malinger ved stuetemperatur
Glucose 3 72 16,360 2,795 2,761 1,75%
92,78 18,000 2,890 2,879 0,55%
96 17,520 2,863 2,922 2,86%
Glucose 4 72 15,280 2,727
92,78 17,600 2,868
96 19,720 2,982
Tabel E.1: Optisk densitet af gcer i baffelkolber
4 Geer i baffelkolber .
28
- o Sakkarose v. 37°C
26 A Glucose v. 37°C
. B u Glucose v. stuetemperaur
3 |
24
22 |-
2 - .
S R R R S

85
tid (timer)

Figur E.1: Optisk densitet af geer i baffelkolber
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Ethanolkoncentration

konc. tR Areal
(% v/v) (min) (uV-s) free  gennemsnit CV%
Standard 1.1  Ethanol 2,00% 1,595 771217,6 1,399 1,408 0,76%
1-butanol  0,50% 1,757 269659,5
Standard 1.2  Ethanol 2,00% 1,6 847239,8 1,423
1-butanol  0,50% 1,762 301418,2
Standard 2.1 Ethanol 1,00% 1,595 863263,3 1,404
1-butanol  0,50% 1,756 606014,6
Standard 2.2  Ethanol 1,00 1,599 241093 1,405
1-butanol  0,50% 1,768 169310,2
Tabel E.2: Standarder til bestemmelse af ethanolkoncentration
CIS 0,50%
mL prove 0,50
Malekolbe 1,0
FE 2
Prove tid (timer) Agthanol Aibutanol  f0rt-Cgthanol  Cgthanol ~ Middelv. CV%
Malinger ved 37°C.
Sakkarose 2.1.1 72 261695,6 296176,12 0,62% 1,24% 1,24% 0,00%
Sakkarose 2.1.2 72 - - - -
Sakkarose 2.2.1 96 389434,8 282793,47 0,97% 1,94% 1,95% 1,16%
Sakkarose 2.2.2 96 821371,6 586724,35 0,99% 1,97%
Glucose 1.1.1 72 336038 174861,78 1,35% 2,70% 2,65% 2,70%
Glucose 1.1.2 72 862623,4 466365,9 1,30% 2,60%
Glucose 1.2.1 96 849761,4 351316,51 1,70% 3,40% 3,41% 0,43%
Glucose 1.2.2 96 387679,6 159317,47 1,71% 3,43%
Glucose 2.1.1 72 137871,6 189678,9 0,51% 1,02% 1,02% 0,21%
Glucose 2.1.2 72 109034,8 149569,36 0,51% 1,03%
Glucose 2.2.1 96 253113,2 320191,75 0,56% 1,11% 1,10% 1,64%
Glucose 2.2.2 96 118352,7 153235,04 0,54% 1,09%
Malinger ved stuetemperatur
Glucose 3.1.1 72 1016716,14  292106,9 2,45% 4,90% 4,90% 0,00%
Glucose 3.1.2 72 - - - -
Glucose 3.2.1 96 696878 167828,1 2,92% 5,84% 6,38% 11,81%
Glucose 3.2.2 96 813584,76 165720,93 3,46% 6,91%
Glucose 4.1.1 72 1388007,09 648817,01 1,51% 3,01% 2,99% 1,02%
Glucose 4.1.2 72 1287300,6 610515,9 1,48% 2,97%
Glucose 4.2.1 96 688203,2 171315,06 2,83% 5,65% 5,72% 1,52%
Glucose 4.2.2 96 1078905,83 262861,86 2,89% 5,78%

Tabel E.3: Prover til bestemmelse af ethanolkoncentration
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A Bestemmelse af ethanolkoncentration

7F & Sakkarose (37°C)
~~~~~~ ®------ Glucose 1 (37°C)
[ CRREREE Glucose 2 (37°C)
6 I Glucose 3 (stuetemp.)
o koo AARREEE Glucose 4 (stuetemp.)
I
S5F
"§ B
c [
al
27t
o s
2
8 LT
(63 SV
< | -
()] |
2F
[ e
T
1-...I....I....I....I....I:
75 80 85 90 95

tid (timer)

Figur E.2: Bestemmelse af ethanolkoncentration
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