Enzymatisk hydrolyse af hemicellulose

Reaktionsoptimering og afdakning af synergimekanismer ved brug af statistisk forsogs-
design. Resultaterne kan vaere med til at optimere den industrielle produktion af bioethanol

Af Hanne R. Sorensen'?, Anne S. Meyer?, Sven Pedersen’
"Novozymes A/S, 2 BioCentrum-DTU

Industriel produktion af bioethanol er i dag enten baseret pa
direkte geering af sukkerholdige afgrgder, is@r sukkerrgr, eller
pa brug af stivelsesholdige substrater som majs og hvede [1].
Den sidstnevnte metode bygger pa en enzymkatalyseret ned-
brydning af frghvidens stivelse til glucose og efterfglgende
gaering af glucosen til ethanol vha. bageger Saccharomyces
cerevisiae [2]. I Europa bruges der primert hvede til produk-
tion af ethanol til drikkesprit, brendselsethanol og teknisk
brug. Udnyttelsen af frghvidens stivelse og herunder stivels-
ens enzymatiske nedbrydning til forgerbart glucose er tilner-
melsesvis optimal. En mere fuldstendig udnyttelse af hve-
dens resterende frghvide kan imidlertid finde sted, hvis ogsa
frghvidens cellevegges indhold af hemicellulose og cellulose
udnyttes. S. cerevisiae kan ikke naturligt omdanne
monosaccharider sasom xylose og arabinose, der frigives fra
hemicellulose, men der arbejdes intenst pa at udvikle mikroor-
ganismer, der kan [1]. En vigtig foruds@tning for geringen er
imidlertid, at celleveegsmaterialet fgrst omdannes til et forgaer-
bart hydrolysat. En vigtig forudsa@tning for geringen er, at
cellevegsmaterialet fgrst omdannes til et forgaerbart
hydrolysat.

Enzympraparater

Pa Novozymes A/S arbejder vi sammen med BioCentrum-DTU
pa enzymkatalyseret hydrolyse af iseer hvedekorns celleveegge
mhp. substratets senere forgeering til ethanol eller andre slut-
produkter. En lang reekke mikroorganismer, primert skimmel-
svampe, producerer en vifte af enzymaktiviteter, der helt eller

formentlig ogsa i deres forskellige typer cellevegge. I endo-
spermcellevaeggene i hvede er hemicellulosefraktionen domi-
neret af arabinoxylan, der udggr ca. 70% af cellevaegspoly-
sacchariderne [3].

Enzymatisk nedbrydning af arabinoxylan

Som vist i figur 1 bestéar arabinoxylan af en hovedkade af
(1—>4)-bundne B-D-xylopyranosylenheder med a-
arabinofuranosylsubstituenter bundet enkeltvis til C(O)-3 i
xylose eller dobbeltsubstitueret til bade C(0)-2,3 i en
xylopyranosylenhed (figur 1). Arabinoxylans basale skelet er
opbygget af 5-leddede monosaccharider, dvs. pentoser. Derfor
omtales arabinoxylan - iser i lidt @ldre litteratur - ofte som
pentosan. Analogt hertil betegnes de enzympraparater, der kan
katalysere nedbrydningen af arabinoxylan, ofte som
»pentosanaser«. Xyloseenhederne i arabinoxylan kan vere
substitueret med acetylgrupper, glucuronsyre, eller med 4-O-
methyleret glucuronsyre; arabinoseenhederne kan vare
esterificeret med ferulinsyre eller p-coumarinsyre ved C-5
(ikke vist i figur 1). Arabinoxylan kan siledes betegnes som et
komplekst, substitueret heteropolysaccharid. Ligesom andre
polysaccharider kan arabinoxylan nedbrydes til monosaccha-
rider vha. syre eller enzymatisk katalyse. Ved en efterfglgende
garing af hydrolysatet har enzymkatalyseret hydrolyse den for-
del, at produktion af forbindelser, der kan hemme garingen,
minimeres [4]. Pga. arabinoxylans sammensatning krever den
enzymkatalyserede nedbrydning til monosaccharider forskel-
lige aktiviteter, dvs. enzymaktiviteter, der kan katalysere fra-

delvist kan katalysere nedbrydning af
cellevagspolysaccharider. Novozymes A/S
producerer en reekke enzympreeparater. der
kan anvendes til hydrolyse af korns celle-
vaegge (tabel 1). De i tabel 1 n@vnte enzym-
praeparater er multikomponente enzymer,
der bade har en hovedaktivitet og side-
aktiviteter. Ved udvikling af enzymer er de
primeare opgaver derfor at indkredse de rette
enzymaktiviteter, karakterisere deres hydro-
lytiske effektivitet samt kortlaegge og opti-
mere reaktionsforholdene (f.eks. pH og tem-
peratur).
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Figur 1. Udsnit af den basale struktur af arabinoxylan fra hvede.

Frohvidens cellevagspolysaccharider:
Hemicellulose

Enzym navn

Hovedaktivitet

Side-aktiviteter Oprindelse Optimal pH* Optimal temperatur *

Cellevaggene i korns frghvide Celluclast 1.5 L Cellulase Trichoderma reesei 456.0 50-60
(endosperm) indeholder bﬁde 1_>3 1_>4_ Finizym 200 L p-glucanase - Aspergillus niger 4-5.5 60

’ Ultraflo L B-glucanase Cellulase Humicola insolens 6 40
B-D-glucan, glucomannan, cellulose, Xylanase
arabinoxylan, og arabinogalaktan foruden Arabanase

: : : : Pentosanase

lidt p rotein. »Hemlcel_lulose« fraktionen Viscozyme L B-glucanase Cellulase Aspergillus aculeatus 3.5-5.5 25-55
omfatter normalt arabinoxylan, Xylanase

arabinogalaktan og glucomannan, men ofte

Arabanase

‘ . R *For hovedaktivitet
inkluderes ogsi B-D-glucan. Substitutions- o ovedeveen

graden af arabinoxylan og arabinogalaktan
varierer markant i forskellige typer korn og
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Tabel 1. Oversigt over kommercielle enzympreeparater, der kan anvendes til nedbrydning af celleveegge
i korn. Data og informationer er taget fra Novozymes A/S’ produktdatablade.
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spaltningen af sidegrupperne og enzymaktiviteter, der kan kata-
lysere hydrolysen af xylanhovedkaden.

De enkelte typer enzymaktivitet

Det er en grundleggende antagelse, at den enzymatiske ned-
brydning af xylanhovedkaden fgrst finder sted, nar en del af
arabinosylsidegrupperne er fjernet. Den enzymkatalyserede
fraspaltning af sidegrupperne i arabinoxylan kraver, at flere
forskellige enzymer kommer i spil. Disse inkluderer: a-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), muligvis ogsa
feruloylesterase (EC 3.1.1.73), a-glucuronidase (EC 3.2.1.139)
og acetylesterase (EC 3.1.1.6). Betydningen af hver aktivitet
afth@nger af substratets molekylere sammens&tning. Relevante
enzymaktiviteter, der kan katalysere depolymeriseringen af
xylankeden, inkluderer endo-1,4-B-xylanase (EC 3.2.1.8) og
B-xylosidase (EC 3.2.1.37), hvor B-xylosidase friggr xylose fra
korte xylankader (xylo-oligosaccharider). Da arabinoxylan kan
vare sammenflettet med gvrige plantecellevegspolysaccha-
rider, herunder (3-glucan og cellulose, kan andre aktiviteter
vere pakrevede for at give de arabinoxylannedbrydende akti-
viteter adgang til deres substrat. De ekstra enzymer, der er brug
for til at lgse denne opgave, inkluderer bl.a. cellulase (EC
3.2.1.4), endo-1,3(4)-B-glucanase (EC 3.2.1.6), exo-f3-
glucosidase (EC 3.2.1.74). Adskillige af de multikomponente
enzympraparater, der er kommercielt tilgengelige til brug i
forskellige plante- eller cerealieprocesser, forventes at inde-
holde relevante sideaktiviteter, der helt eller delvist kan kataly-
sere hydrolysen af arabinoxylan (tabel 1). Da produktionen af
de kommercielle preparater samtidig er optimeret og fgdevare-
godkendt, er en evaluering af eksisterende enzympraparaters
effektivitet, alene eller i blanding, et naturligt udgangspunkt for
identifikation af relevante arabinoxylannedbrydende enzym-
aktiviteter. For at identificere effektiviteten af de tilstedevee-
rende sideaktiviteter er det dog ngdvendigt at anvende relativt
hgje enzymdoseringer ift. de niveauer enzymer normalt tilset-
tes i.

Statistisk forsogsdesign i vurdering af enzymreaktioner
Enzymers aktivitet og stabilitet pavirkes pa forskellige mader
af reaktionsforholdene, is@r af temperatur og pH. Forskellige
andre faktorer, f.eks. tilstedevarelsen af inhibitorer, kan ind-
virke pa enzymaktiviteten. For at vurdere effektiviteten af en
rekke forskellige enzympraparater og samtidig kortlegge
reaktionsparametrenes betydning for enzymernes hydrolytiske
effektivitet er en rationel tilgang til forsggsplanlegning ngd-
vendig.

Netop her har statistisk designede forsgg, bl.a. i forskellige
responsfladedesign, varet effektive redskaber til hurtigt at eva-
luere enzympraparaters ydeevne og samtidig kortlegge betyd-
ningen af reaktionsparametrene for enzymaktiviteten. Frem for
at vurdere indflydelsen af f.eks. enzymdoseringen, reaktionsti-
den, pH og temperatur ved at variere én parameter ad gangen,
designes en raekke forsgg, hvor forskellige kombinationer af
enzymdosering og reaktionsparametre testes pa én gang i flere
niveauer. Resultatet af hver reaktionskombination sammenlig-
nes derefter med multivariat regression (valget af regressions-
metode afhenger af design). Nar mere end to reaktionsparame-
tre skal undersgges i samme forsggsrekke, anskues forsggsop-

AAS - ICP/MS
UV-VIS - LC/MS
GC/MS - FT-IR/NIR

- Sa er det ogsa os!

Figur 2. Central Composite a b
Design (a) samt et fladecentre-
ret central composite design
(b). Punktet i midten er |

centerpunktet. X1, X2 og - o ’;

X3 er akserne i det centrale
composite design.

s@tningen i en tredimensional kvadratisk struktur (figur 2a-b).

Simple faktorforsgg kan designes pa to mader:

i) som et centralt composite design (CCD), hvor midterniveau-

erne er aksiale punkter, der nar uden for selve kvadraten (figur

2a) eller

ii) som en variant af det centrale composite design, sakaldte

fladecentrerede CCD, hvor de testede faktorers midterniveauer

er rykket ind pa kvadratens flader (figur 2b). En deltaljeret gen-

nemgang af forskellige varianter af CCD-designet kan findes i

Montgomery [5].

Fordele og begransninger

De fladecentrerede design er bedst til at evaluere enzymatisk
hydrolyse. Det skyldes bl.a., at det ikke er muligt at tilsette
»negativ« enzymdosering (vil CCD krave, hvis centerpunkt-
doseringen gnskes ret lav). Resultaterne, kaldet responserne,

analyseres med multivariat regressionsanalyse, og analysen re- »

Prove Dosis index Tid pH Temperatur
(timer) (°C)
1 1 2 4 40
2 10 6 6 40
3 10 2 4 60
4 10 6 4 40
5 55 4 5 50
6 1 6 4 60
7 55 6 5 50
8 55 4 5 50
9 10 2 6 60
10 1 2 6 60
11 10 2 6 40
12 55 4 6 50
13 55 4 5 40
14 55 4 4 50
15 55 4 5 60
16 1 6 4 40
17 55 4 5 50
18 1 2 6 40
19 1 6 6 40
20 1 6 6 60
21 55 2 5 50
22 1 2 4 60
23 10 6 4 60
24 10 6 6 60
25 10 2 4 40
26 10 4 5 50
27 1 4 5 50

Tabel 2.Fladecentreret Centralt Composite Design (CCD) med faktorerne
dosis, tid, pH og temperatur, i alt 27 kombinationer.

Ny FT-IR?
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Figur 3. Responseflademodeller for
b frigivelsen af arabinose (a) og
xylose (b) ved enzymatisk hydrolyse
af hvedearabinoxylan med hhv.
Ultraflo L og Celluclast 1.5 L.

med en kombinationstil-
setning af Ultraflo L og
Celluclast 1.5 L, som foregar
ved pH 5.0 og 50°C. Spgrgs-
malene er herefter:

1) om tils@tning af endnu et
enzympraparat til en blan-
ding af de to preparater kan
@gge den hydrolytiske effekt

sulterer i den model, der bedst beskriver data. Forsggsdesignet
og malingernes kvalitet pavirker de resulterende modellers vali-
ditet. De resulterende modeller kan afbildes pa forskellige ma-
der. Den flade, modellen beskriver, kaldes en responsflade. Det
er klart, at faktorforsgg ikke kan bruges til at udlede kinetiske
konstanter eller til direkte at sammenligne forskellige reaktioners
forlgb. Men erfaringen viser, at resultaterne af designede
responsfladeforsgg hurtigt kan give grundlag for valg af opti-
male reaktionsparametre til videregaende enzymforsgg ved en-
zymatisk hydrolyse af hvede frghvide eller andre bioressourcer.

Enzymatisk frigivelse af arabinose og xylose

For at vurdere effektiviteten af sideaktiviteter i forskellige
enzympraparater til nedbrydning af arabinoxylan blev der ud-
fort et fladecentreret CCD med faktorerne tid, dosis, pH og
temperatur (tabel 2). Som indikatorer for nedbrydnings-
effektiviteten blev arabinose- og xylosefrigivelsen malt.
Celluclast 1.5 L og Ultraflo L indeholdt de mest relevante (og
bedste) sideaktiviteter: En analyse af de udfgrte responsflade-
forsgg viste, at de to enzympreparater responderede forskelligt
pa pH: Arabinosefrigivelsen blev bedst katalyseret af Ultraflo L
og var hgjest ved stigende pH med maksimum frigivelse mel-
lem pH 5.5 og pH 6.0 (figur 3a). En detaljeret dataanalyse af-
slgrede, at maksimum var ved pH 5.8. Der var ikke en statistisk
signifikant effekt af temperaturen inden for det testede
temperaturinterval. Ultraflo L-tilsetning gav kun minimal
xylosefrigivelse (data ikke vist). Omvendt gav Celluclast 1.5
L-tilseetning tilnermelsesvis ingen arabinosefrigivelse (data
ikke vist), men katalyserede frigivelsen af noget xylose fra sub-
stratet. Frigivelsen af xylose, katalyseret af Celluclast 1.5 L,
var gradvist bedre med faldende pH, ned til pH 4.5 (figur 3b).
En detaljeret evaluering af data viste, at det optimale pH for
xylosefrigivelsen i forsggsrammen var 4.5. Temperaturen
havde ikke nogen signifikant effekt pa xylosefrigivelsen inden
for det testede temperaturinterval. Faktorforsggene afslgrede
derfor to problemer:

1) At frigivelsen af hhv. arabinose og xylose fra arabinoxylan
blev katalyseret bedst af to forskellige enzympraparater.

2) At katalysen af hhv. arabinose og xylosefrigivelse var mak-
simal ved forskelligt pH.

En detaljeret dataanalyse samt en redeggrelse for hvilke
enzymaktiviteter i de to preparater, der er ansvarlige for at ka-
talysere frigivelsen af hhv. arabinose og xylose, er presenteret
andetsteds [6].

Mixture-design

For at arabinose- og xylosefrigivelsen kan katalyseres i samme
reaktion, er det ngdvendigt, at flere forskellige enzym-
reaktioner foregar samtidig. Vi har derfor fundet et kompromis

dansk kemi, 86, nr. 3, 2005

og
2) hvilket indbyrdes blandingsforhold, der giver optimalt ud-
bytte.
Ternzre mixture-design er velegnede til at besvare begge
spgrgsmal. Vha. et tertieert diagram kan udbytter ved blanding
af tre enzymer/enzympraparater i forskellige forhold sammen-
lignes. Siden enzympreaparatet Finizym 200 L ogsa effektivt
kan katalysere frigivelsen af arabinose fra arabinoxylan (data
ikke vist) blev Finizym 200 L, Celluclast 1.5 L, og Ultraflo L
kombineret i forskellige forhold. Udbyttet af hhv. arabinose og
xylose blev bestemt for hvert af disse delforsgg. De opnéede
udbytter modelleres som responsflademodeller, de forskellige
mixturemodeller, der kan anvendes er beskrevet i Montgomery
[6]. Data kan afbildes grafisk som konturplots og kan bruges
direkte til at bestemme optimum. I tilfaeldet arabinose- og
xylosefrigivelse fra systematiserede kombinationer af de tre
valgte enzympraparater viste de opnaede data, at den optimale
arabinosefrigivelse blev katalyseret ved et blandingsforhold pa
ca. 90:10 Ultraflo L:Celluclast 1.5 L (figur 4a), mens den opti-
male xylosefrigivelse var ved en ca. 50:50 blanding af Ultraflo
L:Celluclast 1.5 L og helt uathengig af tilstedeverelse af
Finizym 200 L (figur 4b).
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Figur 4. Responseflademodeller af terticere mixture-design for frigivelsen af
arabinose (a) og xylose (b) ved enzymatisk hydrolyse af hvedearabinoxylan
med 66 forskellige kombinationer af Ultraflo L, Celluclast 1.5 L og Finizym
200 L i 24 timer. Tallene i cirklerne angiver den enzymatiske hydrolyse i
procent. Total hydrolyse = 100%. Enzymdoseringerne er angivet i relativ % af
den samlede enzymdosering.

I dette arbejde, der er en del af et ph.d.-studium, har forskellige
statistiske forsggsdesign vist sig at vere effektive til at under-
spge og sammenligne individuelle »multikomponente« enzym-
praeparater og systematiske kombinationer af sadanne enzym-
praeparater. Det har ogsa vist sig, at brug af responsfladeforsgg
er velegnede til at vurdere nye enzymers effektivitet og robust-
hed, herunder monokomponente enzymer, dvs. enzymprapara-
ter med en enzymaktivitet. Disse data har givet inspiration til
en ny enzymdoseringsmetode med sekventiel tils@tning af
kommercielle enzympraparater og monokomponente enzymer.
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Nar de mest effektive enzymaktiviteter og reaktionsbetingelser
er identificeret, kan det betale sig detaljeret at undersgge og
modellere kinetikken.
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Ph.d.-projekt

Ruthenivm-carben-metatese —
struktur, applikationer og syntese

Projektet har omhandlet en serlig reaktion inden for metalorga-
nisk kemi, der anvendes til at bytte bindinger (metatese) i mo-
lekyler med to kulstof-kulstof-dobbeltbindinger. Herved kan et
acyklisk molekyle med to dobbeltbindinger omdannes til et
cyklisk molekyle med en dobbeltbinding under fraspaltning af
ethylen. Til reaktionen bruges specielle homogene ruthenium-
katalysatorer, der bl.a. indeholder en 5-ledet heterocyklisk li-
gand (substituent).

Det har veret formalet med projektet at studere strukturen af
disse katalysatorer, designe nye katalysatorer og anvende dem i
organisk syntese. Krystalstrukturen af to metatesekatalysatorer
er blevet bestemt ved rgntgenkrystallografi. Pa basis af struktu-
rerne blev der designet en ny og mere reaktiv katalysator, hvor
den 5-ledede heterocykliske ligand blev erstattet med en tilsva-
rende 6-ledet ligand. Fgrst blev den nye heterocykliske forbin-
delse fremstillet ved en cykliseringsreaktion. Noget overra-
skende blev der ogsa dannet en 16-ledet forbindelse i denne re-
aktion. Betingelserne blev optimeret til at give enten 6-ringen
eller 16-ringen, og strukturen af begge forbindelser blev be-
kreftet ved rgntgenkrystallografi. Det lykkedes desvarre ikke
at fremstille den gnskede katalysator, da det ikke var muligt at
paseatte den nye heterocykliske ligand. I det eksterne ophold
blev det forsggt at fastggre metatesekatalysatoren til en poly-
mer, der ville ggre det nemmere at oprense reaktionen, da kata-
lysatoren i sa fald blot skal frafiltreres. Det lykkedes at frem-
stille den centrale byggeblok, der blev forsggt polymeriseret.
Desvearre var det ikke muligt at oprense og isolere den frem-
stillede polymer. Metatesereaktionen er ogsa blevet anvendt i
syntesekemi. Vinsyre er blevet forlenget med fire kulstofato-
mer i form af to dobbeltbindinger. Disse derivater af vinsyre er
derefter blevet ringsluttet til 6-ledede carbocykliske forbindel-
ser, kaldet conduritoler, vha. metatesereaktionen.

Andreas Lundtang Paulsen, Kemisk Institut, DTU
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(_Nyi om...

...heptaziner

Linus Pauling dgde i 1994. Han var den toneangivende ke-
miker i 1900-tallet. P4 hans kontor var der ved hans dgd en
skrivetavle. P4 tavlen var

opbygningen af et N3
heptazinmolekyle tegnet.

I molekylet var indfgrt N
2-hydroxyl og 1-azid. Se
figur.

Opdagelsen af heptazi-
ner kan fgres tilbage til
omkring 1830, hvor Jons
J. Berzelius udfgrte for-
sgg med opvarmning af
kviksglvthiocyanat. De
fremstillede stoffer var inerte, og det var umuligt for Ber-
zelius at komme ret langt med projektet.

I de seneste ar er der vha. moderne forskningsteknik
kommet megen ny viden om heptaziner og andre stoffer
med grafit- og diamantlignende strukturer.
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Litteratur: Elizabeth K. Wilson: Old molecules, new chemistry. Long-
mysterious heptazines are beginning to find use in making carbon nitride
materials Chemical & Engineering News. 31. maj 2004.
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