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SAMMENDRAG

Bioenergi er et viktig alternativ for erstatning av petroleumsbasert drivstoff, men det er
fremdeles et stort behov for forskning og utvikling av prosesser som kan bedre dagens
teknologi. Bioenergi inkluderer blant annet biogass, biodiesel og bioetanol. Disse kan
brukes som drivstoff og kan bidra til & redusere utslippene av drivhusgass fra
transportsektoren. Utnyttelse av marin biomasse for bioenergiproduksjon er av seerlig
interesse, da det ikke avhenger av landareal og ferskvann for dyrking. Brunalger er
marine alger med hgyt innhold av karbohydrater og hgy produktivitet. De akkumulerer
karbohydratene mannitol og laminaran som opplagsnaring, og alginat er en sveert viktig
strukturkomponent i algene. Forskning viser at laminaran og mannitol kan fermenteres
til etanol, men lite er gjort for a se pa muligheter for ogsd & omdanne alginatet til
bioetanol og pa den maten gke utbyttet av prosessen. Bioenergi fra marine alger er med

dagens teknologi ikke konkurransedyktig pa grunn av hgye kostnader og lavt utbytte.

Malet med oppgaven var a finne og karakterisere alginatdegraderende bakteriestammer
med fermentativ metabolisme, og helst etanolproduksjon. Dette ble gjort ved a velge ut
bakteriestammer med stort potensial for vekst pa alginat fra isolerte og innkjgpte
stammer. Det ble videre utfgrt en rekke vekstforsgk med de utvalgte stammene pa
alginat, mannitol og glukose, med ulik begrensning av oksygentilfgrsel.
Fermenteringsprodukter og substratkonsentrasjon ble bestemt ved hjelp av
hgypresisjonsvaeskekromatografi (HPLC) og enzymatisk alginatanalyse. Det var ogsa et
gnske om a identifisere enzymer og eventuelt gener for alginatdegradering og
fermenteringsspor. Alginatdegradering og ekstracelluleere enzymer ble karakterisert
ved hjelp av hgypresisjon anionbytter-kromatografi med pulsamperiometrisk deteksjon
(HPAEC-PAD). Intracelluleere enzymer antatt involvert i alginatomsetting ble forsgkt
pavist med DNA ekstraksjon og amplifisering med polymerasekjedereaksjon (PCR).

De innledende forsgkene viste at mange av de isolerte stammene kunne utnytte alginat
som vekstmedium. Bade krakebolletarm og ratnende tare viste seg a veere gode kilder
for alginatdegraderende bakteriestammer. Alle bestilte bakteriestammene kunne
utnytte alginat. Av de utvalgte stammene som ble analysert videre hadde kun en stamme
etanolproduksjon. Denne produserte etanol fra glukose og mannitol, men ikke fra

alginat. Fra mannitol gkte etanolutbytte nar oksygentilfgrselen ble begrenset, og hgyest
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oppnadde utbytte uten optimalisering var 0,23 g/g. Arsaken til at stammen ikke
produserte etanol fra alginat var mest sannsynlig at redoksreaksjonen fra alginat til
etanol ikke er balansert. Ekstracelluleere alginat lyaser i de utvalgte stammene ble
identifisert, og HPAEC-PAD analysen viste en nedbryting til hovedsakelig di- og tirmerer
med den umettede uronsyren 4-deoxy-5-ketouronsyre som endegruppe. Videre
intracelluleert nedbrytingsspor lyktes ikke a identifisere, men nedbryting av umettede
uronsyrer og darlig vekst pa andre uronsyrer styrket hypotesen om en direkte

omdanning til 2-keto-3-deoxy-D-glukoat.

Resultatene viste at en av hovedutfordringene med produksjon av bioetanol fra tare og
alginat er & balansere nedbrytingssporet fra alginat til etanol. Mer detaljerte
fermentorforsgk med alginatdegraderende og etanolfermenterende stammer kan gi svar
pa om det er praktisk og gkonomisk mulig med en produksjon av bioetanol fra tare der
alginat inkluderes. Det vurderes na muligheter for utvikling av et bioraffineri, hvor
etanolproduksjon fra karbohydratene mannitol og laminaran kan kombineres med at
resten av materialet utnyttes, eksempelvis til biogass. Dette kan vise seg a vaere en bedre

mulighet enn fermentering av alginat til etanol.
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1 Introduksjon

1 INTRODUKSJON

1.1 BAKGRUNN FOR OPPGAVEN

Fornybar energi er et sveert aktuelt tema med dagens satsning pa en baerekraftig
utvikling og kutt i Kklimagassutslippene. Norge har store muligheter for & kunne

produsere miljgvennlig energi, fra blant annet vannkraft, vindkraft og bioenergi.

Tare er hurtigvoksende marine alger med hgyt innhold av karbohydrater. De kan derfor
benyttes som biomasse for fermentering av karbohydrater til blant annet bioetanol. Den
stgrste mengden tare langs norskekysten finner vi som brunalger. Brunalger
akkumulerer karbohydratene mannitol og laminaran som opplagsneering, og i tillegg er
polysakkaridet alginat en hovedkomponent i algene. Forskning pa brunalger viser at
karbohydratene laminaran og mannitol kan fermenteres til etanol (Horn, 2000; Adams
etal, 2009; Lee & Lee, 2011). For a fa stgrre etanolutbytte fra fermentering av brunalger

er det ogsa interessant a se pa muligheter for fermentering av alginat til etanol.

Firmaet "Seaweed Energy Solutions” (SES) vurderer na muligheter for dyrking av tare
som rastoff for energiproduksjon. Forskningsradet stgtter en rekke prosjekter, flere
innen dyrking og ett innen videre konvertering av biomassen. Det siste gjennomfgrt ved
SINTEF Materialer og Kjemi, avdeling for bioteknologi. Denne masteroppgaven er en del

av dette prosjektet.

Malet med oppgaven var a finne alginatdegraderende bakteriestammer med fermentativ
metabolisme, og helst etanolproduksjon. Det var ogsda et gnske om a karakterisere
aktuelle fermenteringsspor og produkter, samt identifisere enzymer og eventuelt gener
for alginatdegradering og fermenteringsspor. Mye forskning gjenstar for a kunne
optimalisere fermenteringsprosessen av tare til bioetanol (Adams et al.,, 2009). Dette er
derfor viktige forskningsoppgaver for a kunne utnytte tare som biomasse for bioetanol,

med et optimalt og lgnnsomt utbytte.
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1.2 BIOENERGI FRA MARIN BIOMASSE

1.2.1 BIOENERGI

Bioenergi har de siste arene fatt mye oppmerksomhet verden over da klimaendringer,
usikkerhet i forhold til fossilt brennstoff og fremtidig gkonomi skaper et behov for
alternative fornybare energikilder (Adams et al., 2009). I 2008 sto fossilt brennstoff for
88 % av det globale energiforbruket (Brennan & Owende, 2010), og det globale
markedet er sveert avhengig av petroleumsbasert drivstoff, seerlig til
transportindustrien (Kraan, 2010; Singh et al,, 2011). Det er i dag allment akseptert at
bruken av fossilt brennstoff ikke er baerekraftig pa grunn av utarming av ressurser og
akkumulering av drivhusgasser i atmosferen, og det er derfor et sterkt behov for a
forske pa alternativer (Lee & Lee, 2011; Singh et al., 2011). Biodrivstoff er en attraktiv
konkurrent til dagens petroleumsbaserte drivstoff, da det kan brukes i dagens

motorteknologi uten store endringer og er fornybart og CO2-ngytralt (Singh et al., 2011).

Eksempler pa bioenergi er biodiesel, biogass og bioetanol. Biodiesel er metylestere
produsert fra lipider, utviklet blant annet fra planteoljer og animalsk olje, og i dag brukt
hovedsakelig i transportindustrien (Chisti, 2007). Biogass produseres ved anaerob
fermentering av organisk materiale, og bestar hovedsakelig av metan (CHi) og
karbondioksid (CO2) (Lilleengen, 2009). Biogass kan utnyttes direkte til produksjon av
strgm og varme, eller prosesseres til hgyere kvalitet for bruk som drivstoff (Persson &
Wellinger, 2006). Bioetanol, hovedfokuset i denne oppgaven, produseres ved
etanolfermentering av karbohydrater og er betraktet som det reneste av
drivstoffalternativene som kan erstatte petroleumsbasert drivstoff (Lin & Tanaka,
2005). Energiutbyttet fra etanol er 68 % lavere enn for petroleumsbasert drivstoff, men
forbrenningen av etanol er mye renere fordi den inneholder oksygen (Krylova et al,

2008).

Mange stater, som Brasil, Kina, Japan og flere land i Europa, er interessert i d utvikle og
etablere sitt interne biodrivstoffmarked. Interessen skyldes blant annet gkende
oljepriser, framtidig tilgang pa olje og bekymringer om utslipp og forpliktelser i forhold
til for eksempel Kyotoprotokollen (Mussatto et al, 2010; UNFCC, 2011). I dag er det et
krav om at 3,5 % av total mengde omsatt drivstoff i Norge skal vare biodrivstoff, og

dette er foreslatt gkt til 5 % (KLIF, 2010). Det stilles strenge krav til produksjon av
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1 Introduksjon

biodrivstoff. Spesielt begrenses produksjon pa arealer som kan medfgre skade pa
biologisk mangfold eller som er viktige karbonlagre. I dag blir nesten all bioetanol
produsert fra planter som korn og sukkerrgr (Mussatto et al., 2010), vekster som krever
mye landareal og ferskvann for dyrking og er essensielle matplanter. Dette er et av de
stgrste  problemene med biodrivstoff, bruken av dyrkbar mark til
biodrivstoffproduksjon som ellers kunne vaert brukt til dyrking av matplanter (Singh et
al, 2011). Det stilles spgrsmal om hvorvidt fgrstegenerasjons biodrivstoff som korn og
sukkerrgr er samfunnsmessig og @gkonomisk beerekraftig. Oppmerksomheten rettes
derfor mot andre typer biodrivstoff basert pa barekraftig biologisk materiale som for

eksempel biologisk avfall eller marine arter (Kraan, 2010; Singh et al., 2011).

1.2.2 MARIN BIOMASSE

Marin biomasse er interessant for bioenergiproduksjon blant annet fordi den ikke
avhenger av landareal for dyrking. Det er antatt at 50 % av global biomasse genereres i
havet, og marin biomasse har gjennomsnittlig hgyere fotosyntetisk effektivitet enn

landplanter (Carlsson et al., 2007; Kraan, 2010).

Plantebiomassen i havet finnes i hovedsak i form av ulike alger. De fleste marine alger er
mikroskopiske encellede organismer, som varierer fra 1 til 10 pm i diameter. Slike
mikroalger er fotosyntetiserende organismer som konverterer CO; til karbohydrater og
potensielle biodrivstoff som lipider. Det gjgres mye forskning for a se pa muligheter for
produksjon av biodiesel fra mikroalger (Chisti, 2007; Brennan & Owende, 2010; Singh et
al, 2011). I tillegg til disse mikroalgene finnes det store mengder makroalger som bidrar
til biodiversiteten av alger i havet. Disse er bedre kjent som tang og tare, og dominerer
plantelivet i strandsonen og grunne kystlinjer (Horn, 2000; Indergaard & Jensen, 1991),
se Figur 1.1. Den stgrste mengden makroalger i Europa og langs norskekysten finnes
som brunalger (Phaeophyta). 1 tillegg er makroalger av typen grgnnalger (Chlorophyta)
og rgdalger (Rhodophyta) vanlige. Ettersom makroalger er omsluttet av vann, trenger de
ikke en indre transport av vann og nezeringsstoffer (Moen, 1997; Horn, 2000). Mange
alger har derfor en svert hgy produktivitet pa grunn av energien de sparer pa transport

av neeringsstoffer, noe som gjgr dem godt egnet for biomasseproduksjon til biodrivstoff.
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Figur 1.1: Naturlig tareskog i Trondheimsfjorden ved lavvann.

1.2.3 BRUNALGER

Brunalger, som er svert utbredt langs norskekysten, er rik pa karbohydrater og derfor
attraktiv for biologisk nedbryting (Horn, 2000; Adams et al., 2009; Kraan, 2010). Under
aerobe forhold vil biologisk nedbryting gi biomasse, COz og H20, mens anaerobe forhold
vil kunne gi metangass eller etanol (Horn, 2000). For & dpne for en industri med
produksjon av  bioetanol fra brunalger er det ngdvendig & utvikle
fermenteringsprosessen, i tillegg til utvikling av selve produksjonen. Brunalger har en
svaert sterk celleveggstruktur, noe som gjgr det vanskelig for bakterier a4 vokse pa
ubehandlet algemateriale. Det er derfor ngdvendig a finne bakteriestammer som er i

stand til 4 nyttegjgre seg av karbohydratene i rastoffet og gi hgyt etanolutbytte.

Brunalgene er en heterogen gruppe planter med hgy variasjon og kompleksitet i
struktur og oppbygging (Rgdde, 1997). De vokser i tidevannssonen og i grunne deler av
havbunnen under tidevannssonen pa atlanterhavskysten (Guiry & Blunden, 1991) og
foretrekker relativt lave vanntemperaturer sammenlignet med andre vanlige grupper av
makroalger. Hovedkomponenten i brunalger er ulik den som finns i hgyere arter som
landplanter. Landplanter har cellevegger som hovedsakelig bestar av cellulose (30-50

%), hemicellulose/pektin (30-50 %) og lignin (0-15 %), mens alginat er den
4



1 Introduksjon

dominerende strukturelle komponenten hos brunalger (Moen, 1997). Celleveggen i
brunalger bestar i tillegg av cellulose, fucoidan og protein. Brunalgeceller er omgitt av et
tredimensjonalt nettverk av alginat som holder cellene tett sammen (Figur 1.2). Alginat
utgjgr som regel rundt 30 % av det organiske materialet i algen (Haug, 1964; Draget et
al., 2006; Moen, 1997; Horn, 2000).

Figur 1.2: Forenklet illustrasjon
av  brunalgevev, med celler
omgitt av et intercelluleert
alginatnettverk. Alginatmolekyl-
ene med kalsiumbundet G-
blokker er veldig forstgrret
sammenlignet med cellene
(Tegnet selv med mal fra Moen
(1997)).

)
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Den kjemiske sammensetningen i brunalger varierer med arstidene, og mellom de ulike
artene (Haug & Jensen, 1954; Jensen & Haug, 1956). Nar brunalger utsettes for
arstidsvariasjoner, som ved norskekysten, akkumuleres laminaran og mannitol i planten
i lgpet av lyssesongen, slik at disse molekylene kan brukes som opplagsneering i
mgrketiden nar fotosyntesen avtar (Haug & Jensen, 1954; Horn, 2000). Alginatinnholdet
og kjedesammensetning i alginatet i algene varierer mellom de ulike artene. Brunalger
som stortare (Laminaria hyberborea), som vokser pa utsatte steder langs kysten, har et
hgyt innhold av guluronsyrerik alginat i stilken som gir algen en veldig sterk struktur.
Arter som vokser pd mindre veerutsatte omrader har en alginatsammensetning som gir
en mer bevegelig struktur (Draget et al, 2006). Dette er viktige faktorer som ma tas

hensyn til ved utnyttelse av brunalger til bioenergi, for a fa hgyest mulig utbytte.

I Norge hgstes enkelte brunalger som stortare kommersielt til produksjon av alginat,
men det er ingen dyrking av disse makroalgene. I Kina og enkelte andre land i Asia er det
lang tradisjon for dyrking av blant annet brunalgen Laminaria japonica, og nye

dyrkingsteknikker er etablert de siste tidrene (Kraan, 2010; Liining & Pang, 2003).
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1.2.4 FERMENTERING TIL ETANOL

Anaerob fermentering av tare kan som nevnt gi metangass eller etanol. Vellykkede
pilotstudier med fermentering av tare til metan har blitt utfgrt, men enkelte utfordringer
ma lgses fogr prosessen kan eskaleres. Resultatene viser at det kan veere vanskelig a fa
omsatt alt av karbohydrater, szrlig alginatet, i tillegg til at polyfenoler i algematerialet
kan virke hemmende pa metanogene bakterier (Hansen et al, 1987; @stgaard et al, 1993;
Moen, 1997; Horn, 2000). Erfaringer fra slike studier kan komme til nytte for
etanolfermentering, da en av utfordringene er nedbrytingen av alginatnettverket i
algeveggen. Enkelte studier pa fermentering av brunalger til bioetanol er gjort (Horn,
2000; Adams et al, 2009; Lee & Lee, 2011), men mye gjenstar for & kunne fermentere en

hgy andel av karbohydratene i algene med et hgyt etanolutbytte.

Redoksreaksjoner (reduksjon-oksidasjon) spiller en avgjgrende rolle i fermenteringen
av karbohydrater, og det vil veere umulig & opprettholde etanolproduksjon hvis ikke
redoksreaksjonen fra substratet er balansert. Fra glukose produseres etanol via
degradering av glukose til pyruvat, hvor det genereres to nikotinamid adenin
dinukleotid (redusert form, NADH + H*, videre omtalt som NADH3?), og videre reduksjon
av pyruvat til etanol med opptak av to NADH; (Moat et al., 2002). Redoksreaksjonen fra
glukose til etanol er derfor balansert. De vanligste mikroorganismene brukt til
etanolfermentering er gjeeren Saccharomyces cerevisiae og bakterien Zymomonas mobilis
(Horn, 2000). Gjeerfermentering av glukose til etanol kan oppsummeres med fglgende

reaksjonslikning (Moat et al, 2002):

C¢H,,0; +2P. + 2ADP — 2CH,CH,OH + 2CO, + 2ATP (1)

Som forklart i avsnitt 1.2.3 lagrer brunalger laminaran og mannitol som opplagsneering i
lyssesongen. Laminaran er et relativt kort polysakkarid bygd opp av glukosemonomerer
(Smidsrgd & Moe, 2008). Laminaran kan hydrolyseres relativt lett til glukose av
enzymer eller andre hydrolyserende kjemikalier, og mange mikroorganismer har slike
enzymer (Horn, 2000). Videre kan glukosemonomerene fermenteres til etanol av gjaer
eller bakterier, via glykolysen eller Entner-Doudorof sporet (Moat et al., 2002). Tidligere
studie har vist at flere mikroorganismer er i stand til & bryte ned og fermentere

laminaran til etanol (Horn et al, 2000b).
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Mannitol (C¢H1406) er en sukkeralkohol som kan omsettes via glykolysen ved oksidasjon
til fruktose, som generer NADH; (Horn, 2000; Moat et al, 2002). Sammenlignet med
glukose dannes det dermed en ekstra NADH: i nedbrytingen til pyruvat, og
redoksreaksjonen ved fermentering til etanol vil ikke vaere balansert. Mikrobiell
produksjon av etanol fra mannitol forutsetter derfor regenerering av alle NAD*. Dette
kan blant annet oppnas med oksygen tilgjengelig (Horn, 2000). Studier med S. cerevisiae
viser at flere stammer innenfor denne arten er i stand til & fermentere mannitol, men
veksthastigheten og etanolutbyttet er lavt (Quain & Boulton, 1987). Horn et al. (2000a)
har senere vist at enkelte gjeer- og bakteriestammer, ved begrenset oksygentilgang, kan
fermentere mannitol til etanol bade fra et syntetisk mannitolmedium og fra

brunalgeekstrakt.

Sammen med laminaran og mannitol utgjgr som nevnt alginat hovedkomponenten av
karbohydrater i brunalger. Det lave innholdet av cellulose og fravaret av lignin gjgr
brunalgene apenlyst attraktive for fermentering til bioetanol, men alginatet i algene
kompliserer prosessen. Opplgsning av alginat fgr fermentering er viktig bade pa grunn
av den fysiske diffusjonsbarrieren dannet av gelstrukturen, men ogsa fordi den hgye
forekomsten av stoffet kan vare et viktig potensielt substrat for etanolproduksjon.
Mange mikroorganismer er ikke i stand til 4 bryte gjennom den intercelluleere matriksen
for a nd inn til opplagsneeringen inne i cellene. For a fa et hgyt utbytte av fermenteringen
ma derfor strukturkomponentene svekkes og brytes ned (Moen et al, 1997). Flere
mikroorganismer er i stand til & bryte ned og nyttegjgre seg av alginat, men lite er gjort
for 4 se pa muligheter for d inkludere alginat i fermenteringen av tare for a gke utbyttet
av bioetanol. Dette er forklart naermere i Avsnitt 1.4. Lee & Lee (2011) har nylig
publisert en artikkel hvor de viser til fermentering av algen L. japonica. De har funnet
mikroorganismer som vokser bade pa laminaran, mannitol og alginat, og produserer
etanol ved fermentering av algeekstrakt. Studien viser imidlertid at det kun er mannitol

som gir etanolproduksjon.
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1.2.5 TEORETISK UTBYTTE AV BIOMASSE OG PRODUKT

For aerob omsetning av substrat, uten produktdannelse, kan maksimalt teoretisk

biomasseutbytte beregnes ut fra likningen
C,H,O/N, +a0, +bNH,; —cCH,O;N; +dCO, +eH,0

Der CwHxOyN; er substrat, CH«OgNs er biomasse og nitrogenkilden basert pa NHs. Hvis
det antas en gjennomsnittlig grunnstoffsammensetning for biomasse pa CH1,7900,50N0,20
(Doran, 1995), vil da utbytte fra substratene glukose, alginat og mannitol vaere som vist i
Tabell 1.1, der alginat er basert pA monomersammensetningen C¢HgOe (Avsnitt 1.3.1).

Anaerob omsetning av substrat med produktdannelse, kan beskrives av likningen
C,H,O,N, +bNH; —cCH_ O;N; +dCO, +eH,0+fCH,O/N,,

Der fCjHkOINm er produkt. Maksimum produktdannelse vil da skje nar c=0, og kan
beregnes teoretisk for kjente produkt. Teoretisk maksimalt utbytte for
fermenteringsproduktene etanol og acetat er vist i Tabell 1.1, og er basert pa at det
dannes kun ett produkt.

Tabell 1.1: Teoretisk utbytte av biomasse og produkt fra substratene glukose, mannitol og

alginat. Y star for utbytte, X for biomasse, S for substrat og P for produkt. For eksempel angir
da Yxs biomasseutbytte fra substrat.

Yxs Yxs Yes Yes
Substrat (mol biomasse/ | (g biomasse/ (g etanol/ (g acetat/
mol substrat) g substrat) g substrat) g substrat)
Glukose (CsH1206) 573 0,78 0,51 1,00
Mannitol (C¢H1406) 6,20 0,84 0,55 1,07
Alginat (CsHgOs) 4,77 0,67 0,44 0,85
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1.3 ALGINAT

1.3.1 STRUKTUR

Alginater er polymerer som bestdr av uronsyrer hvor den primaere hydroksylgruppen
(OH-6) i heksoseringen er oksidert til en karboksylgruppe. Alginat er bygd opp av to
monomerer, (1-4)-bundet 3-D-mannuronsyre (M) og a-L-guluronsyre (G). Disse er
bundet sammen i blokker av M, G eller MG, og danner en lineaer polymer (Haug et al,
1967; Smidsrgd & Moe, 2008), se Figur 1.3. Bindingen mellom monomerene Kkalles
glykosidbindinger, og kan veere aksial eller ekvatorial, avhengig av konformasjonen pa
monomerene, se Figur 1.3 b (Smidsrgd & Moe, 2008). Innholdet av M-, G- og MG-blokker
i ulike alginater varierer fra alginat til alginat, og det finnes bade enkelte bakterielle
alginater som mangler G-blokker totalt (Skjak-Brzk et al., 1986), og alginat som har G-
rike alginatkjeder med mange og lange G-blokker, som for eksempel alginat fra
stortarestilk (L. hyperborea) (Haug et al, 1974; Guiry & Blunden, 1991).
Guluronsyreenhetene i alginat introduseres i kjeden etter polymerisering ved hjelp av

ekstracellulaere C5-epimeraser (Kristiansen et al., 2009).

coo—
—O__oH —O__oH
coo-
OH OH OH OH

HO HO
(a) M G

-00C HO

f7“1r’§;j:j’% HO
HO - —O— -
—-00C HOo

() G G M M G

MMMMGMGGGGGMGMGGGGGGGEMMGMGMGGM
e — e — e ———
M-block G-block G-block MG-block

(c)

Figur 1.3: Struktur og oppbygging av alginat. (a) Monomerene mannuronat (M) og guluronat
(G). (b) Konformasjonen av monomerer i kjede, og bindingene mellom monomerene. (c)
Sammensetting av M og G i alginatkjeder, med blokker av M, G og MG. (Draget et al., 2006)
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G-blokker i alginatkjeden danner en “grop” i kjeden pa grunn av den di-aksiale
bindingen mellom to G-monomerer, se Figur 1.3b. Dette bidrar til & danne et
bindingssete for ioner, som gjgr at alginatet kan binde divalente kationer som for
eksempel Ca?* (Draget et al, 2006). Denne bindingen av ioner kalles "eggeboks-
modellen”, som illustrert i Figur 1.4. G-blokker fra ulike alginatkjeder kan assosieres ved
binding av divalente ioner, som danner grunnlaget for geldanning av alginatlgsninger
(Draget & Taylor, 2011). Binding av kationer og assosiasjon av G-blokker danner
fundamentet i det intercelluleere nettverket i brunalger, og er grunnen til at alginat kan

fungere som en strukturkomponent i algeveggen (Moen, 1997).

Figur 1.4: Eggeboksmodell for binding av divalente ioner til G-blokker i alginatkjeder. Det
gverste bildet viser to alginatkjeder bundet sammen av ioner, og det nederste bildet viser det
molekylaere grunnlaget for bindingen.

1.3.2 FOREKOMST O0G BRUKSOMRADER

[ tillegg til & veere strukturkomponent i brunalger forekommer ogsa alginat som
ekstracellulaere polysakkarider i noen bakterier. Det er antatt at bakteriene produserer
alginatet for 4 danne en beskyttende kappe som blant annet kan hindre uttgrking
(Draget et al,, 2006). Kommersielle alginater er pa ndvaerende tidspunkt kun produsert
fra alger, selv om det er teknisk mulig 4 produsere alginat fra mikroorganismer (Draget

& Taylor, 2011).

Alginat utnyttes mye i industriell sammenheng pa grunn av evnen til d gi viskositet,
gelstyrke og stabilitet til lgsninger. Alginatmolekylers evne til & danne en unik neermest
temperaturuavhengig gelstruktur i kombinasjon med divalente kationer gjgr at stoffet er

sveert attraktivt, blant annet som immobiliseringsmatriks for biokatalysatorer som
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levende celler (Draget & Taylor, 2011). Alginat brukes i en rekke produkter, som i
matindustrien, til tekstiltrykk og i farmasgytisk industri. Det produseres om lag 30 000
tonn alginat arlig pa verdensbasis, noe som er antatt a utgjgre under 10 % av det

materialet som biosyntetiseres hvert ar (Draget et al, 2006).

1.4 BAKTERIELL NEDBRYTING AV ALGINAT

Glykosidbindingene i alginat er mottakelige bade for syre- og basedegradering, og
oksidering av frie radikaler (Draget et al., 2006). Ettersom alginat forekommer naturlig i
naturen, kan mange mikroorganismer og enkelte andre hgyere marine organismer
fordgye alginat. Ekstracellulaere lyaser har blitt isolert fra flere organismer og disse er i
stand til & bryte glykosidbindingen og degradere alginat (Michaud et al., 2003; Draget et
al,, 2006).

1.4.1 ALGINAT LYASER

Alginat lyaser er polysakkarid lyaser som depolymeriserer alginat via en (-
eliminasjonsreaksjon (Michaud et al, 2003). Disse enzymene ble fgrst beskrevet av
Preiss & Ashwell (1962a), og det er siden funnet alginat lyaseaktivitet i en rekke
organismer, bade bakterier og hgyere marine organismer (Haugen et al, 1990). Ulike
alginat lyaser defineres ut fra sin preferanse for glykosidbindingen mellom de ulike
monomerene. Mange alginat lyaser er substratspesifikk, og kutter kun glykosidbindinger
mellom to bestemte monomerer, som M-M eller G-G, men det finnes ogsa alginat lyaser
som kan kutte flere ulike glykosidbindinger (Haugen et al, 1990; Wong et al., 2000;
Michaud et al., 2003).

Ndr alginat lyaser kutter alginatkjeden dannes det en umettet uronsyre pa den ikke-
reduserende enden. Nar kjedene brytes helt ned til monomerer dannes dermed
monosakkaridet 4-deoxy-L-erythro-5-hexoseuloseuronsyre (ogsa kjent som 4-deoxy-5-
ketouronsyre), se Figur 1.5 (Preiss & Ashwell, 1962a; Gacesa, 1992). Dette produktet
dannes bade fra M og G, og det er derfor ikke mulig a identifisere hvilken uronsyre
sluttproduktet stammer fra. Mange av mikroorganismene som produserer alginat lyaser
er ogsa i stand til & nyttegjgre seg av det nedbrutte alginatet som karbon- og energikilde
(Wong et al, 2000). Det er noe usikkert om alginatet brytes helt ned til monomerer av

ekstracelluleere lyaser, eller til korte oligomerer med flere uronsyrer, fgr det tas opp av
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cellen. Studier tyder pa at endeproduktene fra alginat lyaser er en blanding av korte
oligomerer med ulik lengde (Boyd & Turvey, 1978; Haugen et al., 1990), men det har
blitt vist at alginat lyaser kan bryte alginatkjeder helt ned til umettede monomerer
(Preiss & Ashwell, 1962a). Mest sannsynlig vil dette variere fra organisme til organsime
avhengig av hvilke ekstracelluleere lyaser cellen produserer, da ulike lyaser vil kutte
alginatkjeden forskjellig og produsere ulike endeprodukt (Boyd & Turvey, 1978; Haugen
etal.,, 1990).

ALSiMME ACID

CO0H COOH COOH
=1
Ok O

|

CooH LO0H COnH 0=

: 0 E:r 0, H-0=R
R'un+aHa°qu 3

.I:Ha H
5a] e,
HI'I-IIH _HUEH o * i
HCH 'il'-'H

: =(] =

COOH l'.l'-WH

4DEQXY-5KETO-UROMIC ACID

Figur 1.5: Enzymatisk degradering av alginat til monomeren 4-deoxy-5-ketouronsyre (Preiss &
Ashwell, 1962a).

1.4.2 OMSETNING AV ALGINAT

Mange marine organismer kan omsette alginat aerobt (Doubet & Quatrano, 1982; Tang
etal. 2009). For a bryte ned tare og tilgjengeliggjogre neeringsstoffene inne i cellene ma
alginatnettverket i celleveggen svekkes og degraderes. Det er derfor sannsynlig at
mikroorganismer assosiert med nedbryting av tare er i stand til & degradere og
nyttegjgre seg av alginat. Krakeboller beiter pa tareskogen langs kysten, og alginat er
derfor en stor del av neeringen. Ved hjelp av bakterier i fordgyelsessystemet er
krdkebollen i stand til & bryte ned alginat og benytte seg av det som neeringskilde
(Sawabe et al., 1995). Bakterier i fordgyelsessystemet til hgyere organismer har ofte

anaerob metabolisme. Stammen Clostridium grantii, isolert fra tarmsystemet til fisken
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mulle (Mullus surmuletus), har tidligere vist 4 kunne fermentere alginat til acetat, etanol,
format og CO2 (Mountfort et al., 1994). Flere andre bakteriestammer isolert fra marine
organismer har ogsa vist seg a kunne degradere og nyttegjgre seg av alginat anaerobt
(Sawabe et al., 1995; Sawabe et al., 2003). Det er gjort flere vellykkede forsgk med aerob
og anaerob degradering av tare, i hovedsak med blandede bakteriekulturer, men ogsa
med enkeltstammer (Moen, 1997; Horn, 2000; Tang et al., 2008; Lee & Lee, 2011).

Videre vil kun anaerob omsetting bli behandlet.

Lite er kjent om hvordan nedbrytingsproduktene fra alginat omsettes i cellen for
energiproduksjon. For andre uronsyrer er nedbrytingssporene bedre kjent, eksempelvis
for glukuronsyre og galakturonsyrenedbryting er mellomprodukt og enzymapparat for
flere ulike stammer kjent (Ashwell et al, 1958; Wahaba et al., 1958; Kilgore & Starr,
1959; Ashwell et al, 1960; Hickman & Ashwell, 1960; Smiley & Ashwell, 1960).

For a kartlegge uronsyrenedbrytingen fra alginat var det a se pa nedbrytingen av disse
uronsyrene et naturlig sted a starte. En teoretisk reaksjonslikning for anaerob
omsetning av alginat til etanol, basert pA monomerene mannuronsyre og guluronsyre

(CeH1007), kan balanseres som i likning (2) kun ut fra atomene:

2
CH,,0, — ngHsOH +%CO2 (2)

Dersom enkelte monomerer forekommer i mannuronsyreform, som opprinnelig i
alginatkjeden, er det antatt at de vil kunne ga inn i samme nedbrytingsspor som
glukuronsyre via D-mannonat, og brytes ned fra 2-keto-3-deoxy-D-glukonat. Dette er
beskrevet av Farmer & Eagon (1969). De fgrste stegene i nedbrytingen er illustrert i

Figur 1.6.
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CHO CH,OH COOH
HO————H HO————H ——O
NAD(P)H NAD(P)+ H,0
HO—————H v HO————H _/‘ H——H
H OH EC1.1.1.131 H OH EC4.2.1.8 H —  OH
H—————OH H—————OH H———1——OH
COOH COOH CH,OH
D-mannuronsyre D-mannonate 2-keto-3-deoxy-
D-glukonat

Figur 1.6: Nedbryting av D-mannuronsyre til 2-keto-3-deoxy-D-glukonat som inngar i
nedbrytingen av glukuronsyre. Enzymene som katalyserer reaksjonene er vist med EC nummer.

Videre vil 2-keto-3-deoxy-D-glukonat kunne brytes ned til pyruvat og glyceraldehyd-3P
som en del av Entner-Doudoroff sporet, og glyceraldehyd-3P gar inn i Embden-Meyerhof
sporet og brytes ned til pyruvat. Dette gir totalreaksjon til pyruvat:

CsH,,0, +P, +ADP - 2C,H,0, +H,0+ ATP (3)

For guluronsyre er kandidaten ikke kjent med at et tilsvarende bakterielt

nedbrytingsspor er publisert.

Preiss & Ashwell (1962a) beskrev hvordan alginat lyaser kutter alginatkjedene ned til
umettede uronsyrer, og at bade M og G monomerer omdannes til 4-deoxy-5-
ketouronsyre. Det er derfor sannsynlig at de fleste enhetene som tas opp av cellen
forekommer i denne formen. Det eneste som skiller denne monomeren fra
mellomproduktet 2-keto-3-deoxy-D-glukonat er det ene endekarbonet som i den ene
formen er en aldehydgruppe og i den andre en alkohol, se Figur 1.7, struktur 1 og 2.
Aldehyder kan reduseres til alkoholer, og i metabolisme reduseres ofte slike grupper av
enzymer som er NADH; avhengige. Dette er likt det fgrste steget i nedbrytingen av D-
mannuronsyre vist i Figur 1.6. Det er derfor sannsynlig & anta at 4-deoxy-5-
ketouronsyre brytes ned pa en lignende mate som D-mannuronsyre. Et foreslatt spor for

nedbryting av dette molekylet til pyruvat er vist i Figur 1.7.
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Figur 1.7: Mulig nedbrytingsspor til pyruvat for 4-deoxy-5-ketouronsyre. Enzymene som
katalyserer reaksjonene er vist med EC nummer.

Dette gir fglgende totalreaksjon for nedbryting av 4-deoxy-5-ketouronsyre til pyruvat:
C.HO, + P, +ADP —» 2C,H,0, + ATP (4)

En slik nedbryting er i samsvar med det som ble foreslatt av Preiss & Ashwell (1962b)
og Forro (1987). Nedbrytingen av glyceraldehyd-3-fosfat er her vist gjennom Embden-
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Meyerhof sporet, men andre alternativ er mulig. De fleste sporene vil likevel gi den

samme totalreaksjonen (Moat et al., 2002).

Avhengig av enzymapparatet i organismen, kan ulike produkt dannes fra pyruvat, men
det er viktig at den totale redoksreaksjonen er balansert. De vanligste mikrobielle
fermenteringsproduktene er vist i Figur 1.8, blant annet to mulige spor for produksjon
av etanol. Ved fermentering av etanol dekarboksyleres vanligvis pyruvat fgrst til
acetaldehyd ved produksjon av CO2, som vist i sporet gverst til hgyre i figuren. Videre
reduseres acetaldehyd av NADH2, og det dannes etanol og NAD*. | nedbryting fra alginat
til pyruvat dannes det ingen NADH; eller NAD* totalt (likning 4), og redoksreaksjonen
fra alginat til etanol er derfor ikke balansert. Dette betyr at etanol ikke kan veere eneste
fermenteringsprodukt fra alginat. For at etanol skal kunne dannes fra alginat ma en
annen reaksjon som genererer NADH: utfgres samtidig. I en studie gjort av Mountfort et
al. (1994) ble det produsert acetat, etanol, format og CO; ved anaerobe betingelser fra
alginat. Dette kan forklares med at det fra pyruvat kan dannes acetyl-CoA og format,
hvor acetyl-CoA videre kan omsettes til acetat ved reduksjon av NAD* til NADH>. Dette
kan ogsa generere ATP som gir gkt vekstutbytte. For a regenerere NAD* kan samtidig
halvparten av pyruvatet ga til produksjon av etanol, som oksiderer NADH; til NAD".
Redoksreaksjonen vil da veaere balansert. Selv om ikke alle bakteriestammer gjgr dette
naturlig, kan det ved hjelp av metabolsk ingenigrkunst vaere mulig a pavirke
nedbrytingen av alginat. Eksempelvis ved at ugnskede spor blokkeres, eller gener for
manglende enzym settes inn. Dette kan gke utbyttet av etanol og eventuelt andre
gnskede produkt. Lignende forskning er gjort for mikroalger, hvor det bade er forsgkt a
gke lipidakkumuleringen og senke lipidkatabolismen for a gke biodieselproduksjonen
(Radakovits et al., 2010). Kartlegging av metabolske spor for alginatomsetning vil derfor
veere grunnleggende for videre arbeid pa dette omradet, og forskning innenfor felt som
systembiologi vil kunne fremskynde mulighetene for slik genmanipulering (Picataggio,

2009).
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Figur 1.8: De viktigste reaksjonsgangene for dannelse av fermenteringsprodukt fra pyruvat.
Tallene i parentes viser oksidasjonsverdien for hvert produkt beregnet ut fra antall

oksygenatom mindre enn halvparten antall hydrogenatom. Denne oksidasjonsbalansen fra
substrat til produkt ma vaere balansert totalt (Moat et al., 2002).
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1.5 MAL OG AVGRENSING

Som forklart i avsnitt 1.1 ble dette mastergradsarbeidet utfgrt som en del av et prosjekt

ved SINTEF bioteknologi, og oppgaven ble begrenset deretter.

Innenfor denne rammen, var malet 4 finne og karakterisere alginatdegraderende
mikroorganismer med fermentativ metabolisme, og helst etanolproduksjon. Arbeidet
ble begrenset til bakterier, og identifisering av utvalgte bakteriestammers
fermenteringsprodukt og alginatnedbryting. Bakteriestammer til forsgket ble enten
bestilt inn fra bakteriekultursamlinger eller isolert selv fra potensielle kilder for
alginatdegraderende mikroorgansimer. Det ble i utvelgelsen av bakteriestammer lagt
vekt pa evnen til 4 bryte ned alginat og hvilke fermenteringsprodukt som ble produsert

fra ulike substrat. Arbeidet ble utfgrti tre faser:

1. Screening av bakteriestammer for vekst pa alginat med vekstmalinger og
produktanalyser utfgrt med veeskekromatografi (HPLC).

2. Mer omfattende studier av utvalgte stammer. Analyser av alginatdegradering,
substratomsetting og produktutbytte ved hjelp av enzymatiske alginatanalyser,
viskositetsmalinger og HPLC.

3. Karakterisering og identifisering av lyaser og lyaseprodukt, intracelluleere
enzymer og fermenteringsspor med HPLC, anionbytterkromatografi med
pulsamperiometrisk  deteksjon =~ (HPAEC-PAD) og genanalyser ved
polymerasekjedereaksjon (PCR).
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2 Materialer og metoder

2 MATERIALER OG METODER

2.1 FORS@KSOVERSIKT

Som forklart i Avsnitt 1.5, ble forsgket delt i tre. Bakteriestammer ble isolert eller bestilt
inn, og det ble utfgrt et screeningforsgk for a finne stammer med god vekst pa alginat.
Enkelte stammer ble ogsa dyrket anaerobt med produktanalyse for a undersgke for
etanolproduksjon. Noen stammer ble pa bakgrunn av resultatene i disse forsgkene valgt
ut til neermere undersgkelse. I fase to ble det gjort en rekke vekstforsgk for a kartlegge
fermenteringsprodukt, utbytte og alginatdegradering. Til slutt ble det gjort en analyse
for & karakterisere og identifisere sentrale enzymer i alginatdegraderingen. Figur 2.1
viser et flytskjema med oversikt over prosessen relatert til tilhgrende kapitler i

Materialer og metodedelen og Resultat og diskusjonsdelen av oppgaven.

Kap. 2.2 Isolering av bakteriestammer Innkjgpte- og tilsendte stammer
Screening for aerob vekst Screening for aerob vekst pa
pa alginat alginat og mannitol

~— Kap.3.1

l

Screening for anaerob vekst pa
alginat, mannitol, glukose og
glukuronsyre med produktanalyser

Utvelgelse av bakteriestammer

l

Kap.2.3 —

Kap. 2.4 Forsgk med utvalgte stammer Kap. 3.2
Kap. 2.5 Genanalyse av utvalgte stammer Kap.3.3

Figur 2.1: Flytskjema med oversikt over forsgk gjort med bakteriestammene. Tilhgrende
kapittel i Materialer og metoder er vist til venstre, og i Resultater og diskusjon til hgyre.
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2 Materialer og metoder

2.2 BAKTERIESTAMMER 0OG DYRKING

2.2.1 MEDIER

Medium benyttet til dyrking ble tilpasset bakteriestammene og er angitt for hvert
forsgk. Sammensetning og produktbeskrivelse av medier brukt i vekstforsgk er vist i
Tabell 2.1 og Tabell 2.2. Tabell 2.3 viser spormetallgsning tilsatt marine medier. I tillegg
ble et ferdigkomponert medium, Marine Broth (MB-medium, Difco 2216, USA), tilsatt 5
g/L karbonkilde benyttet til isolering av bakteriestammer fra tare og krakeboller, og til
oppdyrking av ampuller for marine stammer. For ikke-marine stammer ble et
neringsmedium bestdende av 5 g/L gjerekstrakt, 10 g/L pepton og 5 g/L glukose
benyttet ved oppdyrking til ampuller. pH i alle medier ble justert til 7,5. Karbonkildene
tilsatt mediene er vist i Tabell 2.4, og hvilken karbonkilde benyttet er angitt for hvert
forsgk. Ved dyrking pa agarplater ble mediene tilsatt 15 g/L bakteriologisk agar (Oxoid,
kat.nr. LP0011) og 2 g/L karbonkilde, og overfgrt til plater etter autoklavering nar
temperaturen var sunket til 50-60 °C. Karbonkildene ble sammen med fosfat,
spormetallgsning og vitaminblanding tilsatt etter autoklavering, med unntak av alginat
som ble lgst direkte i mediet fgr autoklavering. Fosfatlgsning og karbonkilder ble

autoklavert separat, mens spormetallgsningene og vitaminblandingen ble sterilfiltrert.

Tabell 2.1: Ferskvannsmedium (FM) til ikke-marine innkjgpte stammer. Mediet ble laget i
MilliQ-vann. Spormetall og vitaminblanding er beskrevet i Vedlegg V1.

Komponent Merke Katalognr. Mengde (g/L)
Pepton Oxoid LP0037 2,00
Gjerekstrakt Oxoid LP0021 1,00
Ammoniumsulfat ((NH4)2S04) Sigma 31119 2,00
Magnesiumsulfat (MgS0.-7H20) | Sigma 13142 0,50
KalsiumkKlorid (CaC; - 2H:0) Sigma 12022 0,10
Kaliumklorid (KCI) Riedel d.H. 31248 0,20
Kaliumfosfat (K:HPO4) Sigma 4248 1,00
MOPS-buffer Sigma M1254 5,00
Karbonkilde Se Tabell 2.4 10,00
Spormetallgsning TMS-6 1 mL/L
Vitaminblanding* 2mL/L

*Kun for Paenibacillus-stammer
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2 Materialer og metoder

Tabell 2.2: Marint medium type 1 (MM1), 2 (MM2) og 3 (MM3). MM1 er et redusert medium
benyttet for isolering av alginatdegraderende bakteriestammer, MM2 et rikere medium
benyttet til Vibrio splendidus-stammer, og MM3 er tilpasset de marine innkjgpte stammene.

Mediet ble laget i MilliQ-vann.

Komponent Merke Katalognr. | MM1 MM2 MM3
(g/1) | (g/L) (g/1)

Pepton Oxoid LP0037 1,00 2,00 2,00

Gjeerekstrakt Oxoid LP0021 0,50 1,00 1,00

Ammoniumnitrat (NH4NO3) Riedel d.H. 11217 2,00 0,50 2,00

Jerncitrat (FeCsHs07) Sigma F6129 - 0,10 -

Natriumklorid (NaCl) Apotekprod. 314153 20,00 20,00 20,00

Magnesiumklorid Riedel d.H. 31413 - 5,90 -

(MgClz-6H:0)

Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich | 13142 0,50 3,24 0,50

(MgS04-7H20)

Kalsiumklorid (CaC: - 2H:0) Sigma-Aldrich | 12022 0,10 0,10 0,10

Kaliumklorid (KCI) Riedel d.H. 31248 0,20 0,55 0,10

Kaliumfosfat (K:HPO4) Sigma-Aldrich | 4248 1,00 1,00 1,00

MOPS-buffer Sigma M1254 - - 5,00

Karbonkilde Se Tabell 2.4 5,00 10,00 10,00

Spormetallgsning Se Tabell 2.3 10 mL/L | 10 mL/L

Tabell 2.3: Spormetallgsning til MM2 og MM3 medium, 10 mL/L ble tilsatt mediene.

Komponent Merke Katalog nr. Mengde (g/L)

Kaliumbromid (KBr) Fluka 60089 0,080

Strontiumklorid (SrCl; - 6H.0) Aldrich 25,552-1 0,034

Borsyre (Hz:BO3) Merck Art. 165 0,022

Natrium-metasilikat (Na;03Si-9H:0) | Sigma S-4392 0,004

Natriumfluorid (FNa) Fluka 71518 0,002

Tabell 2.4: Karbonkilder brukt i vekstforsgk.

Karbonkilde Merke Katalog nr.

Glukose Apotekproduksjon 309229

D-Mannitol Sigma-Aldrich M4125

Glukuronsyre Sigma-Aldrich G5269

Alginat GP3350 SLP 4038
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2 Materialer og metoder

2.2.2 GENERELLE TEKNIKKER

OPPBEVARING OG FORKULTURER

Alle stammer ble frosset ned i ampuller ved -80 °C for lagring under prosjektperioden.
Dette ble gjort ved a dyrke stammene aerobt i ristekolber pa glukose da de ble mottatt
eller isolert, til de nadde eksponentiell vekst. Medium er angitt i Avsnitt 2.2.1. Det ble sa
tilsatt glyserol (80 %) til 20 % konsentrasjon i kolbene, og lgsningen ble fordelt pa
ampuller etter at glyserolen var trukket godt inn i kulturen. Det ble frosset ned 15
ampuller av hver stamme, hver ampulle med 1 mL kultur. Alle stammer ble kontrollert
for kontaminasjon ved utstrykning pa agarplater og mikroskopering, fgr de ble lagret pa

ampuller.

Fagr hvert vekstforsgk i ristekolber ble det laget forkulturer pa samme medium som i
selve forsgket. Disse ble dyrket aerobt i ristekolber og tilsatt 2 % inokulum fra ampuller.
Det ble videre tatt ut 2 % inokulum til vekstforsgkene nar forkulturene var i
eksponentiell vekst. For screeningforsgkene (Avsnitt 2.3), ble forkulturene dyrket pa
glukose. I forsgk med utvalgte stammer (Avsnitt 2.4), ble inokulumet fra ampullene fgrst
dyrket pa glukose. Deretter ble det viderefgrt inokulum fra forkulturen til nye

forkulturer med den karbonkilden som skulle benyttes i selve vekstforsgket.

VEKSTMALING

Vekst i kulturene ble bestemt ved hjelp av turbiditetsmalinger av cellemassen. En
lysstrale sendt gjennom en cellesuspensjon svekkes bdade av lysspredning og
absorpsjonstap, som forklart av Madigan & Matinko (2006). Et spektrofotometer kan
detektere hvor mye av en lysstrale som skinner gjennom lgsningen, og dette males i
optisk tetthet-enheter (OD). En tett suspensjon med hgy cellekonsentrasjon vil gi en
hgyere OD enn en suspensjon med lav celletetthet. Under alle vekstforsgk ble OD malt
ved 600 nm med et UV-1700 PharmaSpec spektrofotometer (Shimadzu Europa GmbH,
Tyskland). For & gi sikre verdier bgr OD ligge innenfor 0,1-0,3. Prgver over 0,3 ble derfor

fortynnet fgr absorbansen ble malt.

For encellede organismer er OD proporsjonal med celletall innenfor visse grenser, og
kan derfor benyttes som et indirekte mal pa cellemasse. For & bestemme celleutbytte fra

ulike substrat i ulike forsgk ble det derfor laget en standardkurve for OD relatert til
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2 Materialer og metoder

tgrrvekt av cellemassen for utvalgte stammer. Dette ble gjort ved at stammene ble
dyrket aerobt i 500 mL ristekolber med 100 mL medium, og det ble tatt ut prgver pa
25 mL flere ganger i lgpet av veksten. OD ble malt av kulturen ved prgveuttak, og prgven
ble sentrifugert i en 5810 R sentrifuge (Eppendorf, Tyskland) ved maks hastighet,
4000 rpm, til all cellemassen hadde trukket ned og supernatanten fargelgs.
Supernatanten ble sd helt av, erstattet med MilliQ-vann og sentrifugert pa nytt.
Supernatanten ble igjen helt av og cellemassen overfgrt til en forhandsveid

aluminiumskal, for sa a bli tgrket til konstant vekt ved 105 °C.

DYRKINGSBETINGELSER

Alle kulturene ble dyrket i Minitron inkuberingsristeskap (Infors AG, Bottmingen) ved
kontrollert temperatur og risting, 180 rpm. Innkjgpte og tilsendte stammer ble dyrket
ved temperaturer tilpasset stammene som angitt i Tabell 2.5. Krakebolleisolat ble dyrket
ved 13 °C og tareisolat ved 17 °C. Det ble brukt ristekolber eller 50 mL sentrifugergr til
aerobe forsgk og hungatergr for anaerob vekst, som angitt for hvert forsgk i Avsnitt 2.3
og 2.4. Dyrking og sjekk av renkultur ble gjort med mikroskopering av flytende kulturer
og ved utstrykning pa agarplater.

Ved dyrking i sentrifugergr ble rgrene dpnet med jevne mellomrom for a sikre aerobt
miljg. Klargjgring av utstyr og kulturer ble gjort i sterilbenk for & unnga kontaminering.
Medium og annet utstyr, brukt under forsgk med bakteriekulturer, ble autoklavert (121
°C, 20 min) eller sterilfiltrert med Stericup Express™ PLUS 0,22 um (Millipore Corp.,
Massachusetts) fgr bruk for a sikre sterilt miljg fgr inokulering med bakteriestammene.
Medium ble i hovedsak autoklavert, med unntak av for MB-medium og medium til de
innkjgpte Paenibacillus-stammene (Avsnitt 2.2.4), da disse ikke vokser hvis

gjeerekstraktet varmebehandles (Ruijssenaars, 1999).

23



2 Materialer og metoder

2.2.3 ISOLERING AV BAKTERIESTAMMER

KRAKEBOLLER

Ti eksemplarer av grgnn Kkrakebolle (Drgbakkrakebolle, Strongylocentrotus
droebachiensis) ble hentet fra kysten utenfor Tromsg (69°N, 18°E), med hjelp fra
seniorforsker Sten Siikavuopio ved Nofima (Tromsg). Disse ble sendt som kjglepakke til
laboratoriet i Trondheim i lgpet av dagen 03.03.10. Krakebollene ble satt pa kjgling over

natten og bakteriestammer ble isolert fra tarmen neste morgen.

Krakebollene ble dpnet med skalpell og pinsett, og tarmene ble samlet i et sterilt 50 mL
sentrifugergr fylt med 15 mL saltvann (NaCl, 2,5 %), som beskrevet av Unkles (1977).
Prgven ble sa blandet med whirlmixer i 2 minutter, for sa a bli veid for a finne vekten av
materialet tatt ut fra krakebollene. Figur 2.2 viser noen av eksemplarene som ble

dissekert.

Figur 2.2: Grgnn krdkebolle (Strongylocentrotus droebachiensis) hentet fra kysten utenfor
Tromsg for isolering av bakterier fra fordgyelsessystemet. A viser disseksjon av en krdkebolle
og B viser en krakebolle fgr disseksjon.

TARE

Fersk sukkertare (Saccharina latissima) ble tilsendt fra SINTEF Fiskeri og havbruk, og
satt til inkubasjon ved 20 °C i tre uker. Da opplgsning av plantet startet ble prgver tatt ut
for isolering av bakterier. Til sammen ble 4 prgver fra ulike steder tatt ut; fra skallet pa
stilken, inni stilken, fra roten og fra et blad. Prgvene ble overfgrt til sterile 50 mL
sentrifugergr tilsatt 10 mL saltvann (NaCl, 2,5 %), veid og blandet ved hjelp av

whirlmixer. Figur 2.3 viser naturlige bestander av sukkertare i Trondheimsfjorden.
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Figur 2.3: Fersk sukkertare i Trondheimsfjorden. Bildet er tatt ved en senere anledning og
gjengir ikke det aktuelle prgvematerialet.

ANRIKNING OG ISOLERING AV RENKULTURER

Videre ble prgvene fra krakebollene og taren behandlet likt. Av hver prgve ble det
overfgrt 4 x 1 mL til flytende medium i 50 mL sentrifugergr. To rgr tilsatt MM1- og to
tilsatt MB-medium, begge med alginat som karbonkilde (se Avsnitt 2.2.1 for beskrivelse
av medier). Disse ble satt til inkubering pa risting i 4 dggn, ved 13 °C for krakebolleisolat
og 17 °C for tareisolat. Etter endt inkubering ble det tatt ut en prgve fra hvert rgr og
fordelt pa to agarplater, en med MM1- og en med MB-medium med alginat. Til slutt ble
enkeltkolonier valgt ut fra platene og strgket videre pd MM1 plater med alginat for a fa

renkulturer.

Fortynningsserie ble laget av de opprinnelige prgvene, fra 101 til 10-%. Fortynningene
104, 10-¢ og 10-8 ble strgket ut pd MB plater for kimtallanalyse, med tre paralleller av
hver fortynning. Dette ble gjort for a fa et bilde av mengden mikroorganismer tilstede i
prgvene. Antall kolonier pa platene ble da talt og konsentrasjonen av bakterieceller i den
opprinnelige prgven ble beregnet. Fortynningene 10-2 - 10-¢ ble strgket ut pA MM1- og
MB-plater med alginat. Alle platene ble inkubert i 4 dggn, ved 13 °C for krakebolleisolat
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og ved 17 °C for tareisolat. Etter inkuberingen ble det plukket ut tilfeldige enkeltkolonier
fra MM1- og MB-plater til videre utstryking pa nye MM1-plater med alginat. Dette ga

renkulturer som ble tatt med videre til vekstforsgk med flytende medium (Avsnitt 2.3).

2.2.4 INNKJ@PTE OG TILSENDTE BAKTERIESTAMMER

STAMMER FRA UMB

Atte fiskepatogene stammer av arten Vibrio splendidus, isolert fra fisk ved
Veterineerinstituttet for Universitetet for miljg- og biovitenskap (UMB) ble sendt til
laboratoriet i Trondheim med hjelp fra forsker Svein Jarle Horn ved UMB (As) (se
oversikt i Tabell 2.5). Fra vekstforsgk pa alginat ved UMB var anbefalingen a se videre pa
stammene 71, 78, 173, 4286 og 4361, da stammene 60 og 4294 vokste darlig pa alginat.
Stamme nummer 78 hadde vokst best (Horn, 2010).

INNKJ@PTE STAMMER

Bakteriestammer antatt & veare alginatdegraderende ble bestilt inn fra
bakteriekultursamlingene Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) og The National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria
(NCIMB).

En oversikt over stammene som ble bestilt inn eller tilsendt fra UMB er vist i Tabell 2.5.
Tabellen viser informasjon om stammene og henvisning til litteratur som var bakgrunn

for at stammene ble valgt ut.
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Tabell 2.5: Innkjgpte og tilsendte stammer brukt i prosjektet. Informasjon om egenskaper til de ulike artene er hentet fra Madigan & Martinko
(2006) og kultursamlingene stammene ble kjgpt inn fra. Enkelte av de innkjgpte stammene ble bestilt pd bakgrunn av andres lovende resultater,
som angitt i tabellen. Referanser: 1: Horn, 2010, 2: Sawabe et al., 1998, 3: Nakamura, 1987, 3: Shida et al.,, 1997, 5: Ruijssenaars, 1999, 6: opplyst
om a vere alginatdegraderende fra NCIMB.

Stamme Familie Mottatt fra | Isolert fra | Gram | Habitat Metabolisme | Dyrkings- | Ref.
+/- temperatur

Vibrio splendidus 60 Vibrionaceae UMB Fisk - Marint Fakultativ aerob 17 °C 1
Vibrio splendidus 71 Vibrionaceae UMB Fisk - Marint Fakultativ aerob 17 °C 1
Vibrio splendidus 78 Vibrionaceae UMB Fisk - Marint Fakultativ aerob 17 °C 1
Vibrio splendidus 173 Vibrionaceae UMB Fisk - Marint Fakultativ aerob 17 °C 1
Vibrio splendidus 1217 Vibrionaceae UMB Fisk - Marint Fakultativ aerob 17 °C 1
Vibrio splendidus 4286 Vibrionaceae UMB Fisk - Marint Fakultativ aerob 17 °C 1
Vibrio splendidus 4294 Vibrionaceae UMB Fisk - Marint Fakultativ aerob 17 °C 1
Vibrio splendidus 4361 Vibrionaceae UMB Fisk - Marint Fakultativ aerob 17 °C 1
Vibrio halioticoli 21474 Vibrionaceae DSMZ Abalone - Marint Fakultativ aerob 28°C 2
Paenibacillus chondroitinus 5051 Paenibacillaceae DSMZ Jord + Ikke-marint | Fakultativ aerob 28 °C 3,4
Paenibacillus alginolyticus 12517 | Paenibacillaceae NCIMB Jord + Ikke-marint | Fakultativ aerob 28 °C 3,4,5
Vibrio alginolyticus 1187 Vibrionaceae NCIMB ? - Marint Fakultativ aerob 28°C 6
Vibrio alginolyticus 1318 Vibrionaceae NCIMB ? - Marint Fakultativ aerob 28°C 6
Vibrio alginolyticus 2047 Vibrionaceae NCIMB ? - Marint Fakultativ aerob 28°C 6
Enterobacteriaceae 1994 Enterobacteriaceae NCIMB ? - Ikke-marint | Fakultativ aerob 28°C 6
Enterobacteriaceae 1999 Enterobacteriaceae NCIMB ? - Ikke-marint | Fakultativ aerob 28°C 6
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2.3 SCREENING AV BAKTERIESTAMMER

De renkulturene isolert fra krakebolletarm og tare som viste god vekst pa agarplater
med alginat ble tatt med til screeningforsgket. Disse ble dyrket frem som vist i Vedlegg
V4. Isolerte, tilsendte og innkjgpte stammer ble alle undersgkt for aerob vekst pa alginat.
De innkjgpte- og tilsendte stammene ble i tillegg dyrket aerobt pa mannitol og anaerobt
pa alginat, mannitol, glukose og glukuronsyre. Aerob vekst ble her utfgrt i 50 mL
sentrifugergr med 15 mL medium for & kunne teste et stort antall stammer samtidig.
I[solerte stammer ble dyrket pdA MM1-medium, tilsendte stammer fra UMB pa MM2-
medium, og innkjgpte marine stammer pa MM3-medium og ikke-marine stammer pa
FM-medium. Ved anaerob dyrking ble sluttprgver tatt ut fra kulturene for analyse av
fermenteringsprodukt med HPLC (Avsnitt 2.6.3). Tabell 2.6 viser en oversikt over hvilke

stammer som ble dyrket ved hvilke betingelser.

Tabell 2.6: Bakteriestammer undersgkt i screeningforsgket. Tabellen viser hvilke betingelser
de ulike stammene ble dyrket ved og bakgrunn for videre utvelgelse av stammer.

Kilde Bakteriestammer Forsgk Bakgrunn for
utvelgelse
Krakeboller | K1-K16 Aerob alginat Aerob vekst pa alginat
Tare T1-T12 Aerob alginat Aerob vekst pa alginat.
UMB Vibrio Splendidus 78 Aerob alginat og Aerob og anaerob
Vibrio Splendidus 1217 mannitol. vekst pa alginat.
Vibrio Splendidus 71 Anaerob alginat, Fermenteringsprodukt
Vibrio Splendidus 4361 mannitol, glukose | fra alle substrat ved
Vibrio Splendidus 4286 og glukuronsyre. | anaerob vekst.
Vibrio Splendidus 173
Vibrio Splendidus 4294
Vibrio Splendidus 60.
Innkjgpt Vibrio alginolyticus 1318 "gul” Aerob alginat og Aerob og anaerob
Vibrio alginolyticus 1318 "hvit” mannitol. vekst pa alginat.
Vibrio alginolyticus 2047 Anaerob alginat, Fermenteringsprodukt
Paenibacillus alginolyticus 12517 | mannitol, glukose | fra alle substrat ved
Paenibacillus chondroitinus 5051 | og glukuronsyre. | anaerob vekst.
Enterobacteriaceae 1994
Enterobacteriaceae 1999
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2.4 FORS@K MED UTVALGTE STAMMER

Pa bakgrunn av resultatene fra screeningforsgkene ble stammene Vibrio alginolyticus
2047, Paenibacillus alginolyticus 12517, Paenibacillus chondroitinus 5051 og
Enterobacteriaceae 1994 valgt ut til forsgk med analyse av vekst og omsetting i fase to
av oppgaven. Analysene er beskrevet i Avsnitt 2.6. Fgrst ble det satt opp et
dyrkingsforsgk med ulikt volum av medium i ristekolber for a gi ulik oksygentilgang
under vekst. Dette ble gjort med substratene glukose, alginat og alginat og mannitol
kombinert. Det ble benyttet 250 mL ristekolber med medievolumene 100 mL, 160 mL og
225 mL. FM-medium ble brukt for ikke-marine stammer, og MM3-medium for marine
stammer. Sluttprgver fra kulturene ble analysert med HPLC. Ved kombinasjon av
mannitol og alginat ble substratene satt sammen basert pa stammenes tidligere vekst pa
mannitol og alginat, samt forventet celleutbytte fra de to substratene. Forholdet ble
bestemt til 7 g/L alginat og 3 g/L mannitol for stammen Vibrio alginolyticus 2047, og
6 g/L alginat og 4 g/L mannitol for resten.

For stammene Vibrio alginolyticus 2047 og Enterobacteriaceae 1994 ble det videre
funnet en standardkurve for OD og cellemasse, som forklart i Avsnitt 2.2.2 under
vekstmalinger. Dette ble gjort med samme medium som i forsgket med ulik
oksygentilgang. Substratene glukose, mannitol og alginat ble brukt. Videre ble disse
stammene undersgkt med en utvidet analyse av fermenteringsutbytte ved vekst pa
alginat og mannitol med ulik oksygentilgang, her med volumene 100 mL, 160 mlL,
225 mL og 250 mL i 250 mL ristekolber. Stammen Vibrio halioticoli 21474 ble ogsa
dyrket pa alginat i dette forsgket. Det ble benyttet MM3-medium for Vibriostammene og
FM-medium for Enterobacteriaceae 1994. For kulturene dyrket pa alginat ble det tatt ut
prgver til HPLC, enzymatisk alginatanalyse og viskositetsmaling. For mannitol ble det

tatt ut prgver til HPLC underveis i vekstforsgket.

Videre ble stammene Vibrio Splendidus 78, Vibrio alginolyticus 2047 og
Enterobacteriaceae 1994 dyrket aerobt pa alginat med 50 mL medium i 250 mL
ristekolber for kartlegging av alginatdegraderingen. MM3-medium ble benyttet for
marine stammer og FM-medium for ikke-marine stammer. Det ble tatt ut prgver jevnlig
til enzymatisk alginatanalyse og viskositetsmaling, og oligomersammensetning ble

analysert ved hjelp av HPAEC-PAD.
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2.5 KARAKTERISERING AV ENZYMER

2.5.1 ANALYSE AV NEDBRYTINGSPRODUKT FRA M- OG G-BLOKK

Syrenedbrutt polymannuronat (M-blokk, DP, ca 30) og polyguluronat (G-blokk, DP, 18)
ble skaffet med hjelp fra avdelingsingenigr Wenche Iren Strand ved institutt for
bioteknologi. Disse ble brukt som substrat, og nedbrytingsproduktene ble analysert for a
karakterisere alginat lyaser fra stammene. Forsgket ble utfgrt i to deler. I fgrste del ble
supernatantprgver fra de aktuelle stammene tilsatt M- og G-blokk, og nedbrytings-
produktene ble analysert etter inkubering ved hjelp av HPAEC-PAD, se Avsnitt 2.6.4. |
det andre forsgket ble M- og G-blokk tilsatt prgver med bade supernatant og cellelysat
fra aktive kulturer, for & identifisere celluleere metabolitter i nedbrytingssporet hele
veien fra alginat til produkt, ved hjelp av HPLC, Avsnitt 2.6.3, og HPAEC-PAD.
Fremgangsmate for nedbryting av M- og G- blokk var lik for begge substrat og stammer,

og forsgket ble satt opp slik at begge stammer ble testet pa bade M-blokk og G-blokk.

OPPARBEIDING AV PROVEMATERIALE

Stammene Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus 2047 ble dyrket aerobt pa
alginat for a opparbeide en aktiv cellekultur. Medier som ble benyttet var MM3 for Vibrio
alginolyticus 2047, og FM for Enterobacteriaceae 1994. OD ble malt under dyrkingen av
kulturene. Prgve til cellelysering ble tatt nar veksten var i eksponentiell fase for a sikre
celler med en aktiv metabolisme, og supernatantprgver ble tatt ut ved maks OD fgr

stasjoneerfase for a gi en lgsning med aktivt ekstracelluleert enzym og lite alginat.

Prgver til supernatant ble tatt ut og sentrifugert i en 5810 R sentrifuge (Eppendorf,
Tyskland) ved 4000 rpm og supernatanten med ekstracellulzere alginat lyaser ble tatt
med til forsgket. Prgver til cellelysering ble sentrifugert som supernatantprgvene og
supernatanten fjernet. Cellepelletsen ble sa resuspendert i samme volum enzymbuffer
(50 mM Tris-HC], 1,5 % NaCl, pH 7,5) og lysert med en Branson Sonifier S-250 (Branson
Ultrasonics Corp., Danbury) i 10 minutt med 20 % driftssyklus og en utlesekontroll pa 5.
Cellevegg og annet fast material ble fjernet fra cellelysatet ved at prgvene ble
sentrifugert pa ny. Til inkubering av supernatant og cellelysat med G- og M- blokk ble
det benyttet en U96 DeepWell plate (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham) med

2 mL brgnner og varmeskap ved 28 °C.
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ENZYMATISK NEDBRYTING MED SUPERNATANT FOR IDENTIFISERING AV
LYASEPRODUKT

M- og G- blokk ble tilsatt supernatant med ekstracelluleere alginat lyaser for a fa en
nedbryting av polymerene uten celluleert opptak av endeprodukt. Det ble veid ut 15 mg
substrat i et 15 mL sentrifugergr og tilsatt 3 mL supernatant. Lgsningen ble blandet godt
pa whirlmixer fgr det ble tatt ut 3 prgver pa 1 mL hver. En prgve ble satt direkte pa
90 °C vannbad for reaksjonstopp, de andre to til inkubering i brgnnplate. Den ene
prgven satt til inkubering ble stoppet etter 3 timer, den andre etter 6 timer. Etter at
reaksjonen i prgvene var stoppet pa varmebad ble Igsningene filtrert med et 0,2 um GHP
Acrodisc 13 mm sprgytefilter (Pall Life Science, Ann Arbor) og frosset ned ved -20 °C.
Prgvene ble fortynnet 5 ganger fgr analysering med HPAEC-PAD.

ENZYMATISK NEDBRYTING MED SUPERNATANT OG CELLELYSAT FOR
IDENTIFISERING AV CELLULZRE METABOLITTER

M- og G-blokk ble tilsatt supernatant og cellelysat, og det ble gjort analyser over en
bestemt tidsserie for & spore mellomprodukt underveis i nedbrytingen av polymerene.
Det ble veid ut 45 mg substrat i et 15 mL sentrifugergr og tilsatt 4,5 mL supernatant og
4,5 mL cellelysat fra samme stamme. Etter blanding pa whirlmixer ble det tatt ut en
prgve pa 1 mL og satt direkte pa 90 °C varmebad for stopp av enzymreaksjonen. Atte
prgver pa 1 mL hver ble overfgrt til brgnner pa brgnnplaten. En prgve ble stoppet etter
15 minutter og en etter 30 minutter. Av de resterende 6 prgvene ble 4 prgver tilsatt
20 pL NAD*/NADH: lgsning og 20 pL ATP/ADP lgsning etter 30 minutter, slik at
konsentrasjonen i brgnnene ble 1 mM NAD*/NADHz og 5 mM ATP/ADP. Disse 4 prgvene
ble avsluttet ved 45 minutter, 1 time, 2 timer og 3 timer etter forsgksstart. De to
brgnnene uten tilsats av kofaktorer ble avsluttet etter 1 og 3 timer. Etter reaksjonstopp
pa varmebad ble prgvene filtrert med 0,2 um GHP Acrodisc 13 mm sprgytefilter (Pall
Life Science, Ann Arbor) og frosset ned til senere analyse. Prgvene ble fortynnet 5

ganger fgr analyse pd HPAEC-PAD.
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2.5.2 GENANALYSE

Pa bakgrunn av de foreslatte biokjemiske sporene presentert i Avsnitt 1.4.2 ble det gjort
et forsgk pa a pavise enkelte av de sentrale enzymene i nedbrytingen fra uronsyrer til
pyruvat. Dette ble gjort for stammen Vibrio alginolyticus 2047 og Enterobacteriaceae
1994. Gensekvenser for enzymene 2-dehydro-3-deoksyglukonokinase (EC 2.7.1.45),
mannonat dehydratase (EC 4.2.1.8) og 2-dehydro-3-deoksyfosfoglukonat aldolase (EC
4.1.2.14) ble sammenlignet for flere bakteriestammer innenfor samme familie som de
utvalgte. Det ble funnet omrader i genene som var relativt konservert og like i de ulike
stammene ved  hjelp av  dataprogrammet Clone, og primersett til
polymerasekjedereaksjon (PCR) ble designet for hvert av enzymene til hver av de to
stammene i forsgket. Det designede primersettet kan ses i Vedlegg V2. PCR ble benyttet
for & amplifisere primerproduktene, og produktene ble identifisert etter stgrrelse ved
hjelp av standarder. Stgrrelsen pa de gnskede primerproduktene var Kkjent slik at det
kunne bestemmes om de oppnadde DNA produktene var fra de aktuelle enzymene. For
enkelte av gensekvensene var det vanskelig a finne bevarte sekvenser som egnet seg til
primere. Enkelte av primerne var derfor ikke optimale med tanke pa

basesammensetning og smeltetemperatur.

DNA EKSTRAKSJON OG PCR

Bakteriestammene som ble valgt ut til analysen ble dyrket aerobt pa alginat for
opparbeidelse av prgvemateriale. Et volum pa 3 mL kultur ble tatt ut og sentrifugert i en
5810 R sentrifuge (Eppendorf, Tyskland), supernatanten helt av og cellepelleten brukt
til DNA ekstraksjon. DNA ekstraksjon ble utfgrt med DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen,
Tyskland), med noen modifikasjoner (se Vedlegg V3 for detaljert protokoll). Mengde
DNA ble malt med NanoDrop® ND-1000 spektrofotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham) ved 230 nm, og ved hjelp av konsentrasjonen som ble funnet ble DNAet

fortynnet til 100 pg/pL.

PCR reaksjonen ble kjgrt med 37 sykluser ved temperaturgradient fra 45 til 55 °C. Det
ble opparbeidet tre paralleller av hver lgsning, slik at alle prgver ble kjgrt pa PCR ved tre
temperaturer. Disse var 45, 50 og 55 °C. PCR programmet kan ses i Tabell 2.7.
Bufferlgsningen ble laget som beskrevet av Bakke et al. (2010), med 2 mM MgCl, 0,2
mM av hver dNTP, 0,3 pM av hver primer, Taq polymerase (VWR, USA) og
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reaksjonsbuffer (Qiagen, Tyskland). Det ble tilsatt 1 pL. DNA til hvert rgr med 24 pL
buffer.

Tabell 2.7: PCR program benyttet til amplifisering av primerprodukt.

Runde Temperatur (°C) Tid Forlgp

1 95 3 min Denaturering

2% 95 30 sek Denaturering

3* 45-55 30 sek Primer binding ("annealing”)
4* 72 60 sek DNA syntese ("elongation”)
5 72 30 min DNA syntese ("elongation”)
6 10 oo Oppbevaring

*Runde 2-4 ble gjentatt 37 ganger

PCR produkt ble pavist og visualisert pa agarosegel. Gelen ble laget med tilsats av 1 %
agarose i TAE buffer (2M Tris-HCI, 1M eddiksyre, 50mM EDTA), og bufferen ble varmet
til all agarosen var Igst. Det ble sa tilsatt 5 uL Gelred (Biotium, Hayward, CA, Kat.nr.
41003) per 100 mL buffer, og gelen ble stgpt i form og avkjglt. For hver prgve ble 5 uL
PCR produkt blandet med 1 pL 6x DNA loading dye (Fermentas, USA, kat.nr. #R0611), og
5 pL av denne lgsningen ble tilsatt brgnnen i agarosegelen. Standarden 1kb Plus DNA
ladder (Fermentas, USA, kat.nr. #SM1331) ble tilsatt i de ytterste brgnnene pa gelen og
brukt for a bestemme lengde pa bandene. Det ble satt en spenning pa 140 V pa geleni 1
time, og bandene pa gelen ble sa visualisert med UV-lys ved hjel av en G:Boks (SynGene,

UK) og programvaren GeneSnap.
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2.6 ANALYSER

2.6.1 ENZYMATISK ALGINATANALYSE

Alginatkonsentrasjon i fermenteringsprgver ble malt enzymatisk ved tilsats av lyaser og
absorbansmadling ved 230 nm over tid, som beskrevet av @stgaard (1992). Prgver ble
tatt ut fra kulturer dyrket pa alginat og sentrifugert ved 13 000 rpm i en Minispin
sentrifuge (Eppendorf, Tyskland). Supernatanten ble tatt av og fortynnet 15 ganger for a
unnga bakgrunnsabsorbans i analysen, 5x i MilliQ-vann og 3x i enzymbuffer. Det ble
benyttet en Costar UV-mikroplate (A. Daigger & Company, Illinois) ved absorbansmaling
og brgnnene ble tilsatt 150 puL enzymbuffer (50 mM Tris-HCI, 1,5 % NaCl, pH 7,5), 75 uL
ferdig fortynnet prgve og 20 pL lyase (10uL G-lyase, stock 1U/mL, og 10 pL M-lyase,
stock 1U/mL, begge produsert i Escherichia coli ved SINTEF). Se Tabell 2.8 for
prgveoppsett pa brgnnplate. Det ble laget standarder der prgvevolumet i brgnnene ble
erstattet med 75 uL LF-10/60 alginatstandard i ulike konsentrasjoner og blindprgver
med prgvevolum erstattet med MilliQ-vann. Det ble kjgrt tre paralleller av hver prgve.
Absorbans ble malt ved 230 nm fgr lyasetilsats og sa hvert tiende minutt i tre timer etter
lyasetilsats ved hjelp av et FLUOstar Omega spektrofotometer (BMG labtech, Tyskland).
Resultatene ble analysert med programvaren Omega, versjon 1.30.

Tabell 2.8: Oppsett pa brgnnplate for enzymatisk alginatanalyse. OE indikerer brgnner med

blindprgver, P1-P24 er prgveoppsettet med tre paralleller av hver prgve, og 0,1-0,5g/L er
brgnner med alginatstandarder.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
a| OE OE P1 P1 P1 P9 P9 P9 P17 P17 P17 OE
b| OE OE P2 P2 P2 P10 P10 P10 P18 P18 P18 OE
c| OE |0,1g/I P3 P3 P3 P11 P11 P11 P19 P19 P19 OE
d[ OE |0,2g/l P4 P4 P4 P12 P12 P12 P20 P20 P20 OE
e[| OE |0,3g/l P5 P5 P5 P13 P13 P13 P21 P21 P21 OE
fl| OE | 0,4g/l P6 P6 P6 P14 P14 P14 P22 P22 P22 OE
g| OE |0,5g/l P7 P7 P7 P15 P15 P15 P23 P23 P23 OE
h{ OE OE P8 P8 P8 P16 P16 P16 P24 P24 P24 OE
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2.6.2 VISKOSITET

For a analysere alginatdegraderingen under fermenteringsforsgkene ble det benyttet
viskositetsmalinger. Viskositetsmalinger kan benyttes som et indirekte mal pa
nedbrytingen av alginat i en prgve da viskositeten til en lgsning avhenger av stgrrelsen
og formen til makromolekylene i lgsningen (Smidsrgd & Moe, 2008). Prgver tatt ut
underveis i dyrkingsforsgkene ble sentrifugert i en 5810 R sentrifuge (Eppendorf,
Tyskland) ved maks hastighet, 4000 rpm. For a fjerne store partikler fra lgsningen ble
supernatanten filtrert med 0,2 pm Whatman FP 30 mm CA-S cellulose-acetat
sproytefilter (Whatman GmbH, Tyskland). Lgsningen ble overfgrt til en mikroubelode
viskometer type 53610/1 (Schott-Gerdate GmbH, Tyskland) og gjennomstrgmningstiden
malt ved hjelp av en styringsboks AVS 310 (Schott-Gerate GmbH, Tyskland).

2.6.3 VAESKEKROMATOGRAFI (HPLC)

Kvalitativ og kvantitativ analyse av fermenteringsprodukt og sukkerinnhold i
fermenteringsprgver ble gjort ved hjelp av hgypresisjonsveeskekromatografi (HPLC,
High Performanse Liquid Chromatography). Prgver ble tatt ut fra kulturene og
cellematerialet ble sentrifugert ned ved 13000 rpm i en Minispin sentrifuge (Eppendorf,
Tyskland). Supernatanten ble sa tatt av og filtrert med 0,2 pm GHP Acrodisc 13 mm
sprgytefilter (Pall Life Science, Ann Arbor) fgr analyse. Prgvene ble overfgrt til 1,5 mL
Eppendorfrgr for prgver pa over 0,5 mL, og til 32 x 11,6 mm Shimadzurgr (Holger
teknologi, Norge) med innsats for prgvemateriale under 0,5 mL. Prgvene ble analysert
av ingenigr Kathinka Qvenild Lystad ved SINTEF Materialer og Kjemi pa en Aminex HPX-
87-C kolonne (BioRad, Hercules, CA) eluert med 5 mM svovelsyrebuffer, 0,6 mL/min,
ved 45 °C. Det ble benyttet RI-detektor RID-6A (Shimadsu, Japan) og UV-detektor SPD-
6AV (Shimadsu, Japan) ved 210 nm for detektering av komponenter i prgvene.
Konsentrasjonen av sukker og fermenteringsprodukt ble bestemt ved & sammenligne

med kjente standarder. Se Figur 2.4 for bilde av instrumentet.
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Figur 2.4: HPLC instrument benyttet i analyser av fermenteringsprodukt og sukkerinnhold.

2.6.4 HOYPRESIS]JON ANIONBYTTER-KROMATOGRAFI MED PULSAMPERIOMETRISK
DETEKSJON (HPAEC-PAD)

Hgypresisjon anionbytter-kromatografi (HPAEC) med pulsamperiometrisk deteksjon
(PAD) ble benyttet til a analysere oligomersammensetningen i prgver med nedbrutt
alginat. HPAEC-PAD er en metode for a bestemme distribusjonen av oligosakkarider fra
polysakkarider som alginat, og er vist & kunne separere oligomerer med
polymeriseringsgrad (DP) pa opptil 50 under forholdene beskrevet nedenfor (Campa et
al., 2004; Ballance et al., 2005). Analysen ble utfgrt ved hjelp av en Dionex BioLC (Dionex
Corp, Sunnyvale, CA), bestdende av en AS50 autosampler, en ED40 elektrokjemisk
detektor med en gjenbrukbar gullelektrode og en GP50 gradientpumpe, se Figur 2.5.

Fermenteringsprgvene ble sentrifugert ved 13000 rpm i en Minispin sentrifuge
(Eppendorf, Tyskland) for & fjerne cellematerialet, og supernatanten ble tatt av og
filtrert med et 0,2 pm GHP Acrodisc 13 mm sprgytefilter (Pall Life Science, Ann Arbor).
Preparatene ble videre analysert av stipendiat Olav Andreas Aarstad ved Institutt for
bioteknologi ved NTNU. 25 pL prgve ble injisert via en 100 pL loop. Oligosakkaridene ble

separert ved romtemperatur av en gradienteluering med 0-700 mM natriumacetati 100
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mM natriumhydroksid (NaOH) i 80 minutter pd en Dionex lonPac AS4A (4 x 250 mm)
ionebytterkolonne koblet til en IonPac AG4A (4 x 50 mm) vaktkolonne.

Strgmningshastigheten ble satt til 1 mL/min med kurveform A for deteksjon.

Datatilgang og analyse ble gjort ved hjelp av Chromeleon 6.7 programvare.

Figur 2.5: HPAEC-PAD-instrument benyttet for analyse av oligomersammensetning.
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3. RESULTATER OG DISKUSJON

3.1 SCREENING AV BAKTERIESTAMMER

Et screeningforsgk ble utfgrt som forklart i Avsnitt 2.3 for a finne alginatdegraderende
bakteriestammer. Resultatene er presentert i Avsnitt 3.1.1-3.1.4 under, fulgt av

diskusjon og vurdering av bakteriestammene i Avsnitt 3.1.5.

3.1.1 BAKTERIESTAMMER ISOLERT FRA KRAKEBOLLER

Gjennomsnittlig kimtall for prgven isolert fra krakebolletarm ble bestemt til 2,1 x 108
celler per gram krakebolletarm. Isolerte renkulturer fra krakebolletarm ble tatt med i
screeningforsgket for a4 finne de stammene som vokste best pa alginat, og disse ble
nummerert K1-K16. Ved aerob dyrking pa alginat skilte enkelte stammer seg ut og
vokste raskere enn resten (nr. K4, K6, K7, K8, K9 og K10). I tillegg begynte flere andre
stammer & vokse etter en noe lengre lagfase (Figur 3.1). Da alle stammene var isolert fra
samme prgve, og tilfeldig valgt, var det ingen garanti for at ikke enkelte av de 16 utvalgte
koloniene var samme bakteriestamme. For eksempel kan en se at stamme 6 og 8 vokste
identisk. De stammene som vokste godt ble alle tatt vare pa og laget ampuller av
(stamme nr. K1, K2, K4, K6, K7, K8, K9, K10, K11, K12, K14, K15 og K16). Stamme K11
ble valgt ut pa grunn av at kulturen var lite viskgs ved avslutning sammenlignet med de

andre kulturene, noe som kan indikere god alginatdegradering.
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Figur 3.1: Vekst av 16 bakteriestammer isolert fra krakebolletarm dyrket aerobt pa alginat.
Alle stammene var renkulturer strgket ut fra enkeltkolonier pa agarplater.

3.1.2 BAKTERIESTAMMER ISOLERT FRA TARE

Resultater fra kimtallanalysen gjort av prgver isolert fra tare er vist i Tabell 3.1.
Resultatene viste en relativt jevn fordeling av bakterier i de ulike prgvene, men prgven
tatt fra massen inni stilken viste et noe lavere kimtall enn resten.

Tabell 3.1: Kimtall av prgver fra rdtnende tare. Tabellen viser de ulike prgvene og antall

dyrkbare bakterieceller funnet for hver prgve. Vekt pa prgven fgr tilsats av saltvann er oppgitt
i parentes.

Prgve (g) Celler per mL Celler per gram
Skall pa stilk (0,8) 4,4 x 107 5,5x 108
Masse inni stilk (1,4) 1,81 x 106 1,29 x 107
Rot (0,2) 1x 107 5x 108
Blad (0,3) 9x 106 3x108

Isolerte renkulturer tatt med til vekstforsgket for undersgkelse av vekst pa alginat ble
nummerert T1 - T12. Heller ikke for disse isolatene var det noen garanti for at ikke noen
av de utvalgte koloniene var samme stamme. Isolatene viste relativt stor variasjon i
vekstforlgp pa alginat. Stammer som ble tatt vare pa og frosset ned i ampuller var nr. T1,

T2, T3, T4, T5,T6,T7, T8, T9 og T11 (Figur 3.2). Stamme T4 ble i likhet med stamme K11
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fra krdkebollene valgt ut fordi sluttprgven av kulturen var veldig lite viskgs.
Alginatdegraderingen kan derfor ha vert god selv om veksten var lavere enn for de

andre stammene.
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Figur 3.2: Aerob vekst av 12 bakteriestammer isolert fra ratten tare pa medium med alginat
som Kkarbonkilde. Alle de 12 stammene var renkulturer strgket ut fra enkeltkolonier pa
agarplater.

3.1.3 BAKTERIESTAMMER FRA UMB

Vibrio splendidus-stammene fra UMB ble i vekstforsgkene navngitt med fglgende
stammenummer; 78, 1217, 71, 4361, 4286, 173, 4294 og 60. Det ble satt opp et enkelt
aerobt forsgk med MM1 medium med glukose fgr vekstforsgket, hvor inokulum ble tatt
direkte fra ampuller for d kartlegge veksten i store trekk. Dette ble gjort for at inokulum
til vekstforsgket senere kunne tas ut ved riktig tidspunkt fra forkulturene. Det ble da
observert at stammene 1217, 71 og 78 flatet ut pa mediet som ble brukt i vekstforsgket,
og oppnadde en mye lavere OD ved aerob vekst pa glukose enn nar MB medium med
glukose ble bruk ved tillaging av ampuller. Da begrensning i mediet ble antatt som
forklaring pa veksthemmingen, ble det komponert et nytt og rikere medium, MM2

(Avsnitt 2.2.1). OD ved start ble satt til 0 for alle stammer pa alle substrat. Dette er ikke
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helt riktig, da inokulum fra forkulturer var tilsatt, og OD mest sannsynlig ligger mellom

0,1 0g0,2.

AEROB VEKST

Under aerobe forhold vokste alle stammene pa alginat, og flere av stammene vokste
svert godt pa mannitol (Figur 3.3). Det var kun stamme 173 som tidlig flatet ut og ikke
viste sarlig god vekst pa mannitol. Denne stammen sd ogsa ut til & danne aggregat nar
den vokste aerobt pa alginat, da det ble observert flere sma klumper i sentrifugergret.
Aggregater vil gi en ujevn fordeling av celler i prgven, som kan pavirke OD-malingen og

resultere i ujevne vekstkurver.

Pa begge substratene, med unntak av stamme 173, sda det ut til & danne seg to
grupperinger. Den ene med stammene 4361, 4286 og 60 som kom tidlig i gang med
veksten, og den andre med stammene 78, 1217, 71 og 4294 som hadde en noe lengre
lagfase. En mulig forklaring kan vare inokulumet tilfgrt de ulike kulturene, men OD i

forkulturene var stort sett lik og det var ingen stor forskjell mellom gruppene.
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Figur 3.3: Aerob vekst av atte Vibrio splendidus stammer. a) viser vekstforlgp pa alginat, og b)
viser vekstforlgp pa mannitol. Aksene er lik for begge grafene, og stammene er angitt til hgyre.
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ANAEROB VEKST

De anaerobe forsgkene ble satt opp for a undersgke om stammene hadde fermentativ
metabolisme, og hvilke fermenteringsprodukt som ble produsert fra de ulike
substratene. Hensikten med & undersgke for vekst pa glukuronsyre var at det muligens
omsettes av det samme eller liknende enzymkompleks som uronsyrene i alginat (Avsnitt
1.4.2). Dersom enkelte stammer selv ikke var i stand til & bryte ned alginat, var det
likevel en mulighet for at de kunne omsette lyaseproduktene. Mannuronsyre og
guluronsyre er ikke tilgjengelig kommersielt, og stammene kunne derfor ikke bli dyrket

direkte pa disse.

Den anaerobe veksten var noe variert for de ulike substratene (Figur 3.4). Ingen av
stammene vokste pa glukuronsyre, men alle viste tegn til vekst pa alginat, mannitol og
glukose. I de fgrste timene kan noe oksygen ha veert tilgjengelig i mediet, noe som kan

vaere arsaken til at enkelte stammer viste noe vekst i starten og flatet tidlig ut.
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Figur 3.4: Anaerob vekst av Vibrio splendidus. a) viser vekstforlgp pa alginat, b) pd mannitol, c)
pa glukose og d) pa glukuronsyre. Aksene er lik for alle grafene, og stammene er angitt med
nummer til hgyre. Noen av stammene ble avsluttet da de ennd var i vekst pd grunn av at det var
lite prgve igjen i rgrene, og sluttprgvene skulle tas videre til analyse.
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SUBSTRATOMSETNING OG PRODUKTDANNELSE

HPLC-analyser av sluttprgver fra anaerob fermentering pa glukose viste at samtlige av
stammene produserte acetat. I tillegg viste alle stammene en topp ved retensjonstiden
13,7, som var omlag 100 ganger stgrre enn toppen for acetat. | stamme Vibrio splendidus
60 ble det observert en topp med retensjonstid 18,49, noe som ikke ble sett i de andre
stammene. Toppen med retensjonstid 18,49 stemte ikke med noen av standardene som
ble analysert under dette forsgket, og er derfor ikke identifisert og kvantifisert. Toppene
med retensjonstid 13,7 kommer ut likt med format, men arealet under toppen var sa
stort at det umulig kan skyldes format alene. Pa substratene alginat og mannitol ble det
ikke observert noe acetat. Her ble det imidlertid observert topper ved retensjonstidene
13,3 og 18,5. Disse toppene stemte heller ikke overens med noen standarder. Det ble
ikke analysert sluttprgver fra glukuronsyre da ingen av stammene vokste pa dette

substratet.

Figur 3.5 viser konsentrasjonen av acetat og glukose i kulturer dyrket anaerobt pa
glukose. Resten av HPLC resultatene er vist i Vedlegg V5. Den lave konsentrasjonen av
acetat gjgr at det blir stor usikkerhet i beregningene, noe som gjgr det vanskelig a si noe
sikkert om forskjellen mellom stammene. Mediet ble laget med 10 g/L glukose, men det
ble ikke malt ngyaktig konsentrasjon i det ferdige mediet. Startkonsentrasjonen er

derfor ikke kjent, men var lik i alle kulturer.

0,36 12
W Acetat

10 ® Glukose

Acetat (g/L)
Glukose (g/L)

60 4361 1217 78 4286 173 71 4294

Figur 3.5: Konsentrasjon av acetat og glukose i sluttprgver fra Vibrio Splendidus-stammer
dyrket anaerobt pa glukose. Feilfelt angir standardavvik for standarder av samme stoff med
kjent konsentrasjon analysert fem ganger (Vedlegg V5).
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3.1.4 INNKJ@PTE BAKTERIESTAMMER

De innkjgpte stammene ble i likhet med UMB-stammene dyrket bdde aerobt og
anaerobt. Fgr forsgket ble det komponert medium for de ulike stammene for a sgrge for
optimal vekst. Stammen Vibrio alginolyticus 1187 vokste ikke pad noen av mediene som
ble prgvd ut, og ble derfor ikke tatt med videre til selve forsgket. Vibrio halioticoli 21474
ble mottatt pa marin agar, men det var ikke mulig & fa noen vekst fra prgven. Stammen
ble bestilt inn pa nytt, men ble ikke med i screeningforsgkene. Alle stammene ble strgket
ut pa agarplater for & sjekke renkultur fgr det ble laget ampuller, og det viste seg at
stammen Vibrio alginolyticus 1318 ikke var ren, men besto av to ulike stammer. Disse
ble derfor dyrket opp hver for seg og kalt Vibrio alginolyticus 1318 "gul” og Vibrio
alginolyticus 1318 "hvit” etter utseende pad koloniene. Stammene ble i vekstforsgkene
angitt med forkortet stammenavn og nummer. De undersgkte stammene var Vibrio
alginolyticus (V.a.) 1318 gul, V.a. 1318 hvit, V.a. 2047, Paenibacillus alginolyticus (P.a.)
12517, Paenibacillus chondroitinus (P.c.) 5051, Enterobacteriaceae (E.). 1994 og E. 1999.

AEROB VEKST

Alle de innkjgpte stammene vokste aerobt pa alginat og mannitol, men veksthastigheten
varierte (Figur 3.6). Stammene Paenibacillus alginolyticus 12517 og P. chondroitinus
5051 skilte seg fra resten med at de hadde en lengre lagfase fgr de kom opp i god vekst.
Stammen Enterobacteriaceae 1994 oppnadde hgyest OD pa substratet alginat, og
stammen Vibrio alginolyticus 2047 oppnadde hgyest OD pa mannitol.
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Figur 3.6: Vekstforlgp for aerob vekst pd a) alginat og b) mannitol for innkjgpte stammer.
Stammene er angitt til hgyre i figuren, og har samme farge og symbol pd kurven i begge
grafene.

ANAEROB VEKST

Vekstforlgp for de innkjgpte stammene dyrket anaerobt pa de ulike substratene er vist i
Figur 3.7. Alle stammene vokste anaerobt pa de fleste substratene, men kun stammen
Vibrio alginolyticus 2047 viste tegn til & vokse pa glukuronsyre. Pa alginat var det
stammene Vibrio alginolyticus 2047 og Enterobacteriaceae 1994 som oppnadde hgyest
OD. Ogsa for anaerob vekst skilte stammene Paenibacillius alginolyticus 12517 og
Paenibacillus chondroitinus 5051 seg fra resten, ved at de hadde en lengre lagfase fgr de

kom opp i god vekst.
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Figur 3.7: Vekstforlgp for anaerob vekst pa a) alginat, b) glukuronsyre, c¢) mannitol og d)
glukose for innkjgpte stammer. Veksten pa de ulike substratene var sa ulik at ikke alle grafene
har like akser, men aksene er lik for de a) og b) og for c) og d).
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SUBSTRATOMSETNING OG PRODUKTDANNELSE

Det ble tatt ut sluttprgver fra alle anaerobe stammer pa alle substrat til HPLC analyse.
Standarder for acetat og etanol ble analysert sammen med prgvene, mens standarder for
succinat, laktat og format ble analysert ved et senere tidspunkt. Identifikasjonen av disse

stoffene er derfor noe usikker.

For glukuronsyre var det kun stammen Vibrio alginolyticus 2047 som viste tegn pa
omsetning av substratet, og det ble registrert i underkant av 0,12 g/L acetat i
sluttprgven. Ingen andre produkt ble pavist. Fra vekst pa glukose og mannitol ble det
registrert produktdannelse i sluttprgvene for alle stammene, unntatt Paenibacillus
alginolyticus 12517 og P. chondroitinus 5051 (Figur 3.9). Som det kommer frem av
figurene produserte begge Enterobacteriaceae-stammene etanol fra mannitol og
glukose. Det ble i tillegg registrert succinat, laktat, format og acetat i prgvene. Stammene
Enterobacteriaceae 1994 og 1999 hadde hgyest omsetning av substratene (Figur 3.8), og

hgyest konsentrasjon av fermenteringsprodukt.

Fra vekst pad alginat var det i hovedsak stammene Vibrio alginolyticus 2047 og
Enterobacteriaceae 1994 som viste produktdannelse. Det ble ikke malt ngyaktig
startkonsentrasjon av substrat i mediene, men alle medier ble laget med 10 g/L substrat.
Enterobacteriaceae-stammene ble dyrket pa samme medium, og hadde derfor samme
startkonsentrasjon av substrat. [ sluttprgvene fra kulturene dyrket pa mannitol ble det
registrert 3,7 g/L mannitol og 1,4 g/L etanol i Enterobacteriaceae 1994 kulturen, og 1,7
g/L mannitol og 0,6 g/L etanol for Enterobacteriaceae 1999. Enterobacteriaceae 1994
produserte mer etanol fra en mindre mengde mannitol og hadde derfor hgyest

etanolutbytte. Ingen av stammene produserte etanol fra alginat.
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Figur 3.8: Substratkonsentrasjon i sluttprgver av stammer dyrket anaerobt pa glukose og
mannitol. Feilfelt angir standardavvik for prgver med kjent konsentrasjon analysert tre-fem

ganger (Vedlegg V5).
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Figur 3.9: Produktdannelse i de ulike kulturene dyrket anaerobt pa a) alginat, b) mannitol og c)
glukose. Feilfelt angitt for acetat og etanol er standardavvik i paralleller av standarder av

samme stoff analysert fem ganger (Vedlegg V5).
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3.1.5 BAKGRUNN FOR VIDERE VALG AV BAKTERIESTAMMER

Bakteriestammer ble isolert fra krdkeboller fordi det tidligere har veert rapportert om
funn av alginatdegraderende fermentative bakteriestammer isolert fra krakebolletarm.
Sawabe et al. (1995) rapporterte at av bakteriestammer isolert fra krakebollene
Strongylocentrotus intermedius og S. nudus var 70-100 % alginatdegraderende, og at de
fleste omsatte glukose fermentativt. Av de 16 bakteriestammene isolert fra
Strongylocentrotus droebachiensis i denne oppgaven viste minst 12 (75 %) vekst pa
alginat. En stamme viste i tillegg tydelig degradering av alginat pa tross av darlig vekst
(Figur 3.1). Antall dyrkbare kolonier fra krakebolletarmene var 2,1 x 108 per gram tarm,

noe som er i overkant av tidligere funn (Sawabe et al., 1995).

Det er tidligere vist at alginatdegraderende bakterier er assosiert med nedbryting av
tare (Ivanova et al., 2002) og bakteriestammer ble derfor isolert fra ratnende tare. Det
ble funnet rundt 107 - 108 dyrkbare kolonier per gram prgve, noe som samsvarer med
hva som tidligere er rapportert (Ivanova et al, 2002; Tang et al., 2008). Det er antatt at
alginatdegraderende bakterier er involvert i den tidlige prosessen for nedbrytingen av
tare, og at andre bakteriestammer vil komme til etter hvert (Ivanova et al., 2002).
Stammene ble isolert etter tre ukers inkuberingstid ved romtemperatur, og 11 av 12

isolerte stammer viste da ulik grad av vekst pa alginat (Figur 3.2).

Det ble ved isolering av bakteriestammer bade fra krakebolletarm og tare benyttet
agarplater med alginat. Andel alginatdegraderende bakteriestammer er derfor ikke
ngdvendigvis representativ for hele utvalget av dyrkbare kolonier i prgven, da disse vil
veere favorisert allerede fra prgveuttak. Grunnen til at de isolerte stammene i fgrste
omgang kun ble dyrket aerobt pa alginat, var at det var sveert tidkrevende a sette opp
dyrkingsforsgk med sa mange stammer. Hensikten var, allerede etter dyrking pa alginat,

a kunne velge bort de stammene som ikke viste god vekst.

Alle Vibrio splendidus-stammer fra UMB og innkjgpte stammer vokste aerobt pa alginat
(Figur 3.3 og Figur 3.6). For disse stammene ble veksten pa flere andre substrat ogsa
undersgkt. Dette var substrat som er aktuelle i forhold til omsetting av tare, som forklart
i Avsnitt 1.2.3. Hvis det kun skal benyttes én organisme til & fermentere tare for
produksjon av bioetanol, burde denne vere i stand til & fermentere bade alginat,

mannitol og glukose. Ettersom malet med oppgaven var a finne bakteriestammer som
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kunne omsette disse substratene med en fermentativ metabolisme, ble de hovedsakelig
dyrket anaerobt. Det ble ikke benyttet anaerobt medium ved anaerob dyrking, og det vil

derfor veere litt oksygen tilgjengelig ved start.

Pa mannitol ble stammene dyrket bade aerobt og anaerobt. De fleste stammene viste
god vekst aerobt, og vokste ogsa anaerobt selv om celleutbyttet da var kraftig redusert,
se Figur 3.4 og Figur 3.7. Horn et al (2000a) gjorde et lignende forsgk hvor en
etanolfermenterende stamme ble dyrket aerobt og anaerobt pa medium med mannitol.
Her ble det rapportert om ingen vekst ved anaerobe forhold, som fglge av forstyrrelse av
redoksbalansen. Som forklart i Avsnitt 1.2.4 kan det veere vanskelig & produsere etanol
fra mannitol anaerobt, fordi redoksreaksjonen ikke er balansert. I forsgkene utfgrt med
innkjgpte stammer, viser produktanalysen at etanol har blitt produsert fra mannitol i de
anaerobe rgrene, samt andre produkt som laktat og format. Dette kan skyldes at noe
oksygen var tilstede i rgrene, eller at stammene har andre metoder for a regenerere

NAD*.

Det viste seg at Vibrio alginolyticus 2047 var den eneste stammen som viste tegn til a
vokse pa glukuronsyre (Figur 3.7), mens alle stammene dyrket pa glukuronsyre viste
vekst pa alginat. Det ser derfor ut til at uronsyrene i alginat kan omsettes uten
essensielle enzym for omsetting av glukuronsyre. Farmer & Eagon (1969) fant det
uventede resultatet at ingen av de alginatdegraderende bakteriene de hadde isolert
vokste pd mannuronat, som antas a ga inn i nedbrytingssporet til glukuronsyre. Dette
styrker teorien om at alginat brytes ned til umettede uronsyrer, som videre reduseres til
2-keto-3-deoxy-D-glukonat og gar direkte inn i for eksempel Entner-Doudoroff sporet

(Avsnitt 1.4.2).

Fra Vibrio splendidus-stammene var det i hovedsak produktet acetat som ble funnet ved
anaerob vekst, se Figur 3.5. Acetat kan ogsa produseres ved aerob omsetting fra acetyl-
CoA (Berg et al, 2007), og er derfor ikke et sikkert tegn pd fermentativ metabolisme.
Enkelte av stammene vokste likevel over en lengre periode anaerobt pa substratene, og
selv om ikke mediene var anaerobe ved start, vil ikke tilgjengelig oksygenet ha vart
lenge nok til at observert vekst kun var aerob. Det ble ogsa observert andre topper i
kromatogrammet som ikke ble identifisert. Disse kan ha vzrt andre

fermenteringsprodukt.

51



3. Resultater og diskusjon

For de innkjgpte stammene ble det registrert sikre fermenteringsprodukt som laktat og
etanol (Figur 3.9). Det er tidligere rapportert om produksjon av bade laktat, acetat og
format fra fermentering av alginat (Sawabe et al., 2003). I tillegg har den obligat
anaerobe stammen Clostridium grantii i en studie vist 8 kunne omsette alginat til acetat,
etanol, format og CO2 (Mountfort et al, 1994). I screeningforsgkene gjort i denne
oppgaven ble hovedsakelig acetat produsert fra alginat, og noe laktat og format. Dette
viser at det er mulig & omsette alginat fermentativt. I tillegg ble succinat observert i
prgvene, men dette er ikke et endeprodukt i noe fermenteringsspor. Som forklart i
Avsnitt 1.4.2, kan acetat produseres fra pyruvat ved reduksjon av NAD* til NADHo. |
likhet med ved produksjon av etanol, oksideres NADH: til NAD* ved fermentering av
laktat fra pyruvat (Maicas et al, 2002). Hvis halvparten av pyruvatet danner acetat, og
andre halvdel laktat, vil redoksreaksjonen vaere balansert. Det kan se ut til at dette skjer
i stammen Enterobacteriaceae 1994 ved fermentering av alginat, hvor det ble observert
acetat og laktat. Det vil i sa fall bety at stammen foretrekker a regenerere NAD* ved
laktatfermentering i stedet for ved etanolfermentering. Blant de innkjgpte stammene
var det Vibrio alginolyticus 2047 og Enterobacteriaceae 1994 som viste tydelig
produktdannelse ved vekst pa alginat. To av de innkjgpte stammene produserte etanol
ved vekst pd mannitol og glukose, men av disse var det kun Enterobacteriaceae 1994
som vokste godt pa alginat. Lee & Lee (2011) har ogsa vist at stammer innenfor denne

familien har etanolproduksjon og vokser pa alginat.

Det var store forskjeller i veksthastighet mellom de ulike gruppene av analyserte
bakteriestammer, noe som delvis kan forklares av ulike dyrkingstemperaturer. Det er en
sammenheng mellom hvor fort en stamme vokser og hvor hgy temperatur den er dyrket
pa. Hgyere temperatur gir hgyere veksthastighet opp til et visst punkt (Ratkowsky,
1982). Grunnen til at stammene ble dyrket ved ulike temperaturer var at de kommer fra
ulike habitat. Marine bakteriestammer fra for eksempel fordgyelsessystemet til
krdkeboller er tilpasset de temperaturene man finner i havet langs norskekysten, mens
stammer fra mer eksotiske havomrader eller andre ikke-marine miljg er tilpasset hgyere
temperaturer. Samtidig som temperatur er en viktig faktor for veksthastighet, er det
tydelig at det ogsa er forskjell mellom stammene. Bakteriestammer isolert fra tare
vokste opp omtrent fem ganger raskere enn UMB-stammene dyrket ved samme
temperatur (Figur 3.2 og Figur 3.3). Det var ogsa store forskjeller individuelt innenfor
hver gruppe. For eksempel brukte to av de innkjgpte stammene 80 timer pa a nd samme
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OD som andre brukte i underkant av 15 timer pa (Figur 3.6). Noe av forklaringen kan
veere stammenes evne til a bryte ned og tilgjengeliggjgre alginatet for omsetning, eller
deres evne til d tilpasse seg vekst pa nye substrat. Utforsking av om enkelte av
bakteriestammene dyrket ved lave temperaturer kan ha evne til a tilpasse seg hgyere
dyrkingstemperaturer ville krevd flere dyrkingsforsgk, noe som ligger utenfor rammene

av dette arbeidet.

Totalt sett viste screeningforsgkene at mange av de undersgkte bakteriestammene
kunne utnytte alginat, og at bade krakebolletarm og nedbrutt tare er gode Kkilder for
alginatdegraderende bakteriestammer. Det ble pavist fermentering av alginat, men ikke
med etanolproduksjon. Pa grunn av de store forskjellene i veksthastighet, var det kun
innkjgpte stammer som ble valgt ut til videre arbeid i denne studien. Hgy veksthastighet
henger som regel sammen med en hgy produktivitet, og er derfor gnskelig i en
industriell prosess. Dette pa tross av at flere stammer i de andre gruppene viste god
vekst pa alginat, og at i alle fall bakteriestammer fra krdkebolletarm med stor
sannsynlighet hadde en fermentativ metabolisme. Ettersom det kun ble funnet en
stamme som kunne produsere etanol, Enterobacteriaceae 1994, ble det besluttet a ga
videre med de beste alginatdegraderende stammene. Dette var Paenibacillus
alginolyticus 12517, Paenibacillus chondroitinus 5051 og Vibrio alginolyticus 2047. Selv
om metabolismen ikke var av gnsket karakter, kan det vaere interessant a finne stammer
som kan degradere alginat godt. Dette fordi det er mulig & benytte genteknologi og

kombinere gener fra ulike stammer for a fa de produktene man gnsker.
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3.2 FORS@K MED UTVALGTE STAMMER

Som forklart i Avsnitt 2.4 ble stammene valgt ut i screeningforsgket undersgkt videre i
flere forsgk, for & kartlegge omsetning av og produktdannelse fra ulike substrat.
Stammene ble vurdert fortlgpende, og hvilke stammer som er undersgkt er oppgitt i

hvert forsgk. En vurdering av forsgkene med utvalgte stammer er gitt i Avsnitt 3.2.5.

3.2.1 VEKST MED ULIK OKSYGENTILGANG

Produktutbyttet ved ulik grad av oksygentilgang under vekst ble analysert for stammene
Enterobacteriaceae 1994, Paenibacillus alginolyticus 12517, Paenibacillus chondroitinus
5051 og Vibrio alginolyticus 2047. For a variere oksygentilgangen ble det tilsatt ulikt
volum av medium i kolbene. Dette vil kunne gi en indikasjon bade pa nar stammene
vokser best, og hvordan produktsammensetning endrer seg nar oksygentilfgrselen

begrenses.

Stammene ble dyrket pa glukose, i tillegg til alginat, da ulike substrat kan brytes ned
gjennom ulike fermenteringsspor. Selv om ikke stammene produserte etanol fra alginat,
var det interessant & undersgke hvilke fermenteringsspor de brukte fra andre substrat.
Hensikten med a kombinere mannitol og alginat var a se hvordan kombinasjonen av
disse substratene pavirket veksten og produktutbyttet ved ulik grad av oksygentilgang,

da begge forekommer naturlig i tare.

VEKSTFORL@P

Vekstkurvene viser tydelig at stammene generelt vokser minst like godt pa alginat som
glukose. Alle stammene oppnddde hgyest OD pa substratene nar volumet av medium i
kolben var 100 mL. Enterobacteriaceae 1994 oppnadde en mye hgyere OD verdi enn
resten av stammene (Figur 3.13), seerlig pd mediet med alginat og mannitol i
kombinasjon. Paenibacillus-stammene brukte lengst tid pa & vokse opp (Figur 3.11 og
Figur 3.12), og Paenibacillus alginolyticus 12517 ble avsluttet for tidlig ved vekst pa
alginat og mannitol kombinert. Det kommer derfor ikke frem av vestkurven nar denne
flatet ut. Vibrio alginolyticus 2047 flatet tidlig ut pa alle substratene, og nadde en mye
lavere OD enn det som tidligere hadde veaert observert. Serlig var veksten pa alginat og

mannitol i kombinasjon lav (Figur 3.10).
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Figur 3.10: Vibrio alginolyticus 2047 vekst pa a) glukose, b) alginat og c) alginat og mannitol
kombinert. Stammen ble dyrket pa hvert substrat med tre ulike volum av medium i kolben. Bla
kurve viser vekst med 100 mL medium, rgd kurve med 160 mL medium og grgnn kurve med
225 mL medium
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Figur 3.11: Paenibacillus alginolyticus 12517 vekst pd a) glukose, b) alginat og c) alginat og
mannitol kombinert. Stammen ble dyrket pd hvert substrat med tre ulike volum av medium i
kolben. Bla kurve viser vekst med 100 mL medium, rgd kurve med 160 mL medium og grgnn
kurve med 225 mL medium.
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Figur 3.12: Paenibacillus chondroitinus 5051 vekst pa a) glukose, b) alginat og c) alginat og
mannitol kombinert. Stammen ble dyrket pd hvert substrat med tre ulike volum av medium i
kolben. Bla kurve viser vekst med 100 mL medium, rgd kurve med 160 mL medium og grgnn
kurve med 225 mL medium.
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Figur 3.13: Enterobacteriaceae 1994 vekst pa a) glukose, b) alginat og c) alginat og mannitol
kombinert. Stammen ble dyrket pa hvert substrat med tre ulike volum av medium i kolben. Bla
kurve viser vekst med 100 mL medium, rgd kurve med 160 mL medium og grgnn kurve med
225 mL medium.

56



3. Resultater og diskusjon

SUBSTRATOMSETNING OG PRODUKTDANNELSE

Analyse av sluttprgver fra kulturene viste produksjon av flere ulike
fermenteringsprodukt, der acetat dominerte i flere av prgvene (Figur 3.15). Det var ogsa
store forskjeller mellom substratkonsentrasjon i prgvene, noe som kommer frem av
Figur 3.14. Da alginat ikke kan detekteres av HPLC-metoden, er kun konsentrasjoner for
glukose og mannitol vist. Paenibacillus-stammene og Vibrio alginolyticus 2047 viste en
klar trend for hgyere substratomsetning i et mer aerobt miljg, bade for glukose og
mannitol. For Enterobacteriaceae 1994 var det kun kulturen med 100 mL

glukosemedium som ikke hadde omsatt alt substratet.

Identifikasjonen av succinat, laktat og format er noe usikker da retensjonstidene
varierer mye innen samme Kjgring, og standardene ikke ble analysert samtidig som
prgvene. Etanol ble kun funnet i prgver fra stammen Enterobacteriaceae 1994, i
kulturene dyrket pa glukose og mannitol og alginat i kombinasjon. Stammen ga en
gkende etanolproduksjon jo lavere oksygentilfgrsel kulturen ble dyrket ved. For Vibrio
alginolyticus 2047 var konsentrasjonen av produktene hgyest i kolbene med 100 eller
160 mL medium, men selv ndr det tas hensyn til mengde omsatt substrat er
produktutbytte hgyere ved anaerobe forhold. Paenibacillus-stammene ga i mange av

prgvene lite eller ingen produkt, mens laktat eller acetat dominerte der produkt ble

pavist.
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Figur 3.14: Substratkonsentrasjon i sluttprgver fra de ulike kulturene delt inn etter stamme og
medievolum. De bla sgylene viser konsentrasjon av glukose i sluttprgver fra kulturer dyrket pa
glukose. De rgde sgylene viser konsentrasjon av mannitol i sluttprgver av kulturer dyrket pa
alginat og mannitol kombinert. Feilfeltene angitt viser standardavvik for standarder med kjent
konsentrasjon av samme stoff analysert minst fem ganger (Vedlegg V5).
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Figur 3.15: Produkt fra vekst pa a) glukose, b) alginat og c) alginat og mannitol kombinert.
Feilfeltene angitt for acetat og etanol viser standardavvik for standarder med Kkjent

konsentrasjon av samme stoff analysert fem ganger (Vedlegg V5).
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3.2.2 VEKSTUTBYTTE OG VEKSTHASTIGHET

Basert pa forsgk med redusert oksygentilfgrsel ble stammene Enterobacteriaceae 1994
og Vibrio alginolyticus 2047 valgt ut som de mest interessante stammene. Maksimal
veksthastighet og celleutbytte fra substratene glukose, mannitol og alginat ble derfor

funnet for de to stammene ved opparbeidelse av en standardkurve for OD og tgrrvekt.

Vekstforlgp pa de tre substratene og forholdet mellom OD og tgrrvekt for de to
stammene er vist i Figur 3.16 og Figur 3.17. Begge stammene oppnadde hgyest OD pa
mannitol, og lavest pa alginat. Generelt nadde Vibrio alginolyticus 2047 en hgyere OD
enn Enterobacteriaceae 1994 pa alle substrat.. For begge stammene ga veksten pa de
ulike substratene tilnaermet like forhold mellom OD og tgrrvekt. Det er derfor beregnet
en felles likning som angir forholdet mellom OD og tgrrvekt for hver stamme, uavhengig

av substrat. Forholdet mellom OD og tgrrvekt ble senere brukt til 4 beregne celleutbytte

i kulturer.
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Figur 3.16: Til venstre: Enterobacteriaceae 1994 vekst pa glukose, mannitol og alginat. Feilfelt
viser standardavvik mellom tre paralleller. Til hgyre: Forhold mellom OD og tgrrvekt for alle
substrat. I likningen angir y tgrrvekt malti g/L, og x OD malt ved 600 nm.
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Figur 3.17: Til venstre: Vibrio alginolyticus 2047 vekst pa glukose, mannitol og alginat. Feilfelt
viser standardavvik mellom tre paralleller. Til hgyre: Forhold mellom OD verdier og tgrrvekt
for alle substrat. I likningen angir y terrvekt malti g/L, og x OD malt ved 600 nm.

Den eksponentielle delen av hver vekstkurve ble brukt til & beregne maksimal
veksthastighet (u). Utregninger av veksthastighet ble gjort som forklart i Vedlegg V6.
Tabell 3.2 viser veksthastighetene for stammene pa de ulike substratene. Generelt hadde
Vibrio alginolyticus 2047 en hgyere veksthastighet enn Enterobacteriaceae 1994, men fa
punkt i det eksponentielle omradet gjorde resultatene usikre. Veksthastigheten pa
alginat var lavere enn for de andre substratene, og forskjellen var stgrre for

Enterobacteriaceae 1994 enn for Vibrio alginolyticus 2047.

Tabell 3.2: Maksimal veksthastighet (u) for Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus
2047 ved vekst pad glukose, mannitol og alginat.

Stamme Substrat Veksthastighet p (h'1)
Enterobacteriaceae 1994 Glukose 0,64
Mannitol 0,61
Alginat 0,51
Vibrio alginolyticus 2047 Glukose 0,95
Mannitol 0,96
Alginat 0,90
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3.2.3 FERMENTERING AV ALGINAT OG MANNITOL

Det ble gjort et utvidet forsgk med vekst pa alginat og mannitol med ulik oksygentilgang
for stammene Vibrio alginolyticus 2047 og Enterobacteriaceae 1994. Det ble tatt ut
prgver underveis i dyrkingen for analyse av substratomsetting og produktutbytte, for a
fa et mer detaljert bilde av fermenteringen av substratene. I tillegg til de utvalgte
stammene ble Vibrio halioticoli 21474 tatt med i dyrkingen pd alginat. Den virket
lovende med tanke pa alginatdegradering fra litteratursgk (Avsnitt 2.2.4), og ble derfor
etterbestilt og dyrket.

Alle mediene ble laget med 10 g/L substrat, men resultatene viste likevel at den faktiske
substratkonsentrasjonen varierte noe mellom stammene. Det er noe usikkert hva dette
skyldes, men det kan komme av feil i analysen. Ved hjelp av likningen som angir
forholdet mellom OD og cellemasse, ble det beregnet celleutbytte (Yxs) og spesifikk
produktivitet (qp) for stammene Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus 2047.
Produktutbytte og veksthastigheten under eksponentiell vekst ble ogsa beregnet for de
ulike kulturene. Formler for utregninger er vist i Vedlegg V6. Veksten var ikke

eksponentiell i et saerlig stort omrade, noe som gjgr resultatene usikre.

FERMENTERING AV ALGINAT

Figur 3.18 viser vekstforlgp for de tre stammene pa alginat og alginatkonsentrasjon i
kulturene under vekst. Stammen Enterobacteriaceae 1994 kom opp i hgyest OD for alle
medievolumene, mens Vibrio halioticoli 21474 vokste darligst. Enterobacteriaceae 1994
viste bedre vekst pa substratet nar forholdene var litt mer anaerobe, og oppnadde
hgyere OD i kolben med 160 mL enn i kolben med 100 mL medium. De andre stammene
foretrakk begge et aerobt miljg. Selv om celleutbyttet av Vibrio alginolyticus 2047 var
lavere enn veksten av Enterobacteriaceae 1994 omsatte den alginatet i den mest aerobe
kolben raskere. Metoden for a beregne alginatkonsentrasjon, enzymatisk alginatanalyse,
er noe usikker ndr konsentrasjon av alginat neermer seg 0. Dette forklarer at noen av
prgvene viser negative verdier i Figur 3.18. Usikkerheten kommer av at alginat er en
gruppe polymerer med stor heterogenitet, og standarden er ikke helt lik substratet i
prgvene. Startkonsentrasjonen for Enterobacteriaceae 1994 250 mL avvek mye fra
resten, og er mest sannsynlig feil. Dette vil mest sannsynlig ha innvirkning pa

produktutbyttet da beregning baseres pa et underestimert substratopptak.
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Figur 3.18: De tre gverste grafene viser vekst pa alginat og de tre nederste grafene viser
alginatkonsentrasjonen for (a/d) Enterobacteriaceae 1994, (b/e) Vibrio alginolyticus 2047 og
(c/f) Vibrio halioticoli 21474. Feilfelt viser standardavvik mellom tre paralleller.

Viskositetsmalinger ble ogsa utfgrt for a gi et bilde av alginatkonsentrasjonen i prgvene
(Figur 3.19). Det viste seg a ikke alltid veere samsvar mellom viskositetsmalingene for de
ulike stammene og alginatkonsentrasjonen i prgvene malt med enzymatisk
alginatanalyse. Viskositetsmadlingene ble utfgrt som en ekstra kontroll, og da kun pa
prgver fra stammene Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus 2047, og kolbene
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med volum 100 mL og 250 mL. Forholdet mellom kolbene med ulikt volum var som
forventet, der viskositeten gikk raskere ned i kolben med 100 mL enn i kolben med 250
mL. Mellom stammene var det, noe uventet, stor forskjell i viskositet. Vibrio alginolyticus
2047 ga mye hgyere viskositet enn Enterobacteriaceae 1994. Alle sluttprgvene hadde en
viskositet litt hgyere enn MilliQ-vann, som var utgangspunktet for mediene fgr tilsetting
av alginat. For a unnga at volumet av medium i kolbene skulle endres for mye ble antall

prgveuttak begrenset. Det ble blant annet ikke tatt ut prgve til viskositet ved start.

2500
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'g 1000 T V.a. 2047 100 mL
e —>—V.a.2047 250 mL
c
g 500 Ny \\ —— MQ-vann
(U] y
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0 5 10 15 20 25 30 35
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Figur 3.19: Viskositet i prgver fra Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus 2047, fra
kolber med 100 mL og 250 mL medium. Feilfelt viser standardavvik mellom tre paralleller.

Analyse av fermenteringsprodukt viste at acetat dominerte som produkt i alle kulturene
(Figur 3.20, Figur 3.21 og Figur 3.22). Analysene i forsgket ble benyttet til & beregne
veksthastighet, celleutbytte og produktutbytte fra substrat (Tabell 3.3). Beregningene
viste at produktutbyttet fra substrat var hgyest for Enterobacteriaceae 1994, og da i
kolben med 250 mL medium. Dette ser ut til & stemme pa tross av underestimering av
substratopptak, da konsentrasjonen av acetat i prgven var veldig hgy (Figur 3.20). For
de to andre stammene var produktutbyttet fra substrat stgrst i kolbene med 160 mL
medium. Celleutbyttet fra substrat var hgyere for Enterobacteriaceae 1994 enn for
Vibrio alginolyticus 2047. Dette ble ikke beregnet for Vibrio halioticoli 21474, da
forholdet mellom OD og cellemasse ikke var funnet for denne stammen. Maksimal
veksthastighet ble funnet for stammene, men det eksponentielle omradet var sveert lite,
og beregningene er derfor noe usikre. Vibrio alginolyticus 2047 hadde lavest

veksthastighet.
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Figur 3.20: Produkt fra Enterobacteriaceae 1994 dyrket pa alginat. Produktkonsentrasjon i
kulturene er vist ved timer etter inokulering, og for fire kolber med ulikt volum av medium.
Kromatogrammet for prgven ved 28,5 timer i kolben med 250 mL medium var ikke lesbart.
Usikkerhet i konsentrasjon er utelatt for & gke lesbarheten, men for acetat er standardavviket
for prgver med kjent konsentrasjon 0,11 g/L.
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Figur 3.21: Produkt fra Vibrio alginolyticus 2047 dyrket pa alginat. Produktkonsentrasjon i
kulturene er vist ved timer etter inokulering, og for fire kolber med ulikt volum av medium.
Usikkerhet i konsentrasjon er utelatt for & gke lesbarheten, men for acetat er standardavviket
for prgver med kjent konsentrasjon 0,11 g/L (Vedlegg V5).
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Figur 3.22: Produkt fra Vibrio halioticoli 21474 dyrket pa alginat. Produktkonsentrasjon i
kulturene er vist ved timer etter inokulering, og for fire kolber med ulikt volum av medium.
Usikkerhet i konsentrasjon er utelatt for & gke lesbarheten, men for acetat er standardavviket
for prgver med kjent konsentrasjon 0,11 g/L (Vedlegg V5).

Tabell 3.3: Beregning av veksthastighet (p), biomasseutbytte (Yxs) og produktutbytte fra
substrat (Yps) ved vekst pa alginat. Veksthastighet er beregnet fra OD. Produktutbytte er kun
beregnet for acetat, da dette var hovedproduktet i alle kulturer. utbytte fra alginat er basert pa
monomervekten, C¢HgOs.

Medium i Yxs Ys
Stamme Kolbe Veksthastighet (g celler/ (acetat/ alginat)
(mL) () g alginat) g/g mol/ mol
E. 1994 100 0,42 0,17 0,01 0,04
160 0,43 0,24 0,13 0,37
225 0,40 0,12 0,17 0,51
250 0,30 0,13 0,37 1,09
V.a. 2047 100 0,36 0,09 0,06 0,19
160 0,27 0,05 0,10 0,28
225 0,18 0,03 0,08 0,23
250 0,18 0,02 0,08 0,23
V.h. 21474 100 0,40 - 0,15 0,44
160 0,43 - 0,18 0,52
225 0,40 - 0,12 0,35
250 0,30 - 0,09 0,27
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For de kulturene av Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus 2047 med hgyest
produktutbytte ble det beregnet spesifikk acetatproduktivitet (qp) (Tabell 3.4).
Beregningene viste at Enterobacteriaceae 1994 hadde hgyest produktivitet i vekstfasen,
mens Vibrio alginolyticus 2047 hadde klart hgyest produktivitet i den eksponentielle
vekstfasen. Vibrio alginolyticus 2047 oppnadde hgyest qp, av de to stammene, men i et
lite omrade av vekstkurven. Enterobacteriaceae 1994 opprettholdt en hgyere

produktivitet over et stgrre omrade av vekstkurven.

Tabell 3.4: Spesifikk acetatproduktivitet (q,) for kolbene av Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio
alginolyticus 2047 med hgyest produktutbytte.

Tid Enterobacteriaceae 1994 Vibrio alginolyticus 2047
(timer) 250 mL q; (g/g-h) 160 mL q;, (g/g-h)
0-3 0,24 0,95

3-5 0,30 0,70

5-9,5 0,35 0,15

9,5-14 0,24 0,14

14-21 0,15 0,00

FERMENTERING AV MANNITOL

Fra kulturer dyrket pa mannitol ble det utfgrt analyser av substratomsetting og
produktdannelse. Stammen Enterobacteriaceae 1994 oppnadde hgyest cellemasse i
kolben med 160 mL medium, og det var ogsa omsatt mer substrat i denne kolben
sammenlignet med de andre (Figur 3.23). Mannitolomsettingen og veksten for Vibrio
alginolyticus 2047 var lavere enn for Enterobacteriaceae 1994, og veksten flatet tidlig ut

for begge stammene.
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Figur 3.23: De to gverste grafene viser vekst pd mannitol, og de to nederste omsetting av
mannitol for a)/c) Enterobacteriaceae 1994 og b)/d) Vibrio alginolyticus 2047. Feilfelt viser
standardavvik for prgver med kjent konsentrasjon.
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Produktanalyser av kulturene viste at begge stammene produserte flere ulike produkt i
alle kolbene. For Enterobacteriaceae 1994 dominerte etanol og laktat, og
etanolkonsentrasjonen var hgyest i kolben med 160 mL (Figur 3.24). For Vibrio
alginolyticus 2047 dominerte acetat i alle kulturene, men konsentrasjonen av laktat og
format var nesten like hgy som acetat i de mer anaerobe kolbene (Figur 3.25). Ogsa i
disse analysene var det kun standarder for acetat og etanol som ble kjgrt sammen med

prgvene. Identifisering av de andre produktene er derfor noe usikker.

Selv om det var tydelig at Enterobacteriaceae 1994 oppnadde hgyest cellemasse pa
mannitol (Figur 3.23), var den maksimale veksthastigheten hgyere for Vibrio
alginolyticus 2047 (Tabell 3.5). Produktutbyttet fra Enterobacteriaceae 1994 ble
beregnet for etanol, og fra Vibrio alginolyticus 2047 for acetat. For Enterobacteriaceae
1994 var produktutbyttet per gram celler hgyest i kolben med 250 mL medium, og fra
substrat hgyest i de to mest anaerobe kolbene. For Vibrio alginolyticus 2047 var
produktutbyttet per gram celler hgyest i kolben med 160 mL medium. Utbyttet fra

substrat var hgyest i kolben med 250 mL medium.

2
1,8
16
1,4 —
1,2 —

1 _——
08 +— 1
0,6 - + +1+ +1
04 +— —t -ttt

Konsentrasjon (g/L)

0,2 - SRR . Ny 0000 . JENNRNRR
B Succinat 0 - I

0
2
5
8
11
14

Format
M Acetat ‘

B Laktat ola|in|w| dlst|in|o|la|m|o|w|s|no| |||«
— | HH‘\I‘ — |
o

22,
22,5

Etanol 100 mL

160 mL ‘ 225mL 250 mL

Figur 3.24: Produkt fra Enterobacteriaceae 1994 dyrket pad mannitol. Usikkerheten i
konsentrasjon er utelatt for & gke lesbarheten, men for etanol er standardavviket for prgver
med kjent konsentrasjon 0,12 g/L (Vedlegg V5).
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Figur 3.25: Produkt fra Vibrio alginolyticus 2047 dyrket pa mannitol. Kromatogrammet for
prgven ved 8 timer i kolben med 160 mL medium var ikke lesbart. Usikkerheten i
konsentrasjon er utelatt for 4 gke lesbarheten, men for acetat er standardavviket for prgver

med kjent konsentrasjon 0,11 g/L (Vedlegg V5).

Tabell 3.5: Beregning av veksthastighet (p), biomasseutbytte (Yxs) og produktutbytte fra
substrat (Ypx) ved vekst pd mannitol. Veksthastighet er beregnet fra OD. Produktutbytte er for
stammen Enterobacteriaceae 1994 beregnet for etanol, og for stammen Vibrio alginolyticus

2047 beregnet for acetat.

Yes
Medium i Yxs (produkt/
Veksthastighet
Stamme kolbe (g celler/ mannitol)
(mL) h () g mannitol)
g/g mol/ mol

E. 1994 100 0,48 0,11 0,12 0,46
160 0,39 0,11 0,21 0,82
225 0,25 0,09 0,23 0,90
250 0,26 0,08 0,23 0,89
V.a. 2047 100 0,37 0,09 0,13 0,39
160 0,25 0,08 0,17 0,53
225 0,22 0,12 0,25 0,76
250 0,28 0,16 0,34 1,02
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Spesifikk produktproduktivitet (qp) ble beregnet for den kolben av hver stamme med
hgyest produktutbytte (Tabell 3.6). Vibrio alginolyticus 2047 viste en sveert hgy
produktivitet i den eksponentielle fasen, men flatet sa helt ut. Enterobacteriaceae 1994
viste, som pa alginat, en jevnere produktivitet over hele vekstfasen.

Tabell 3.6: Spesifikk etanolproduktivitet (qp) for kolben av Enterobacteriaceae 1994 med

hgyest produktutbytte, og spesifikk acetatproduktivitet for kolben av Vibrio alginolyticus 2047
med hgyest produktutbytte.

Tid Enterobacteriaceae 1994 Vibrio alginolyticus 2047
(timer) 250 mL q; (g/g-h) 160 mL q;, (g/g-h)
0-2 0,00 3,00

2-5 0,26 0,01

5-8 0,36 0,00

8-11 0,21 0,00

11-14 0,18 0,00

14-22 0,08 0,00
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3.2.4 NEDBRYTING AV ALGINAT

For & analysere og kartlegge nedbrytingen av alginat for de utvalgte stammene ble
Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus 2047 dyrket aerobt pa alginat med
prgveuttak underveis i inkuberingen til en rekke alginatanalyser. I tillegg ble en UMB
stamme tatt med, Vibrio splendidus 78, bade fordi denne stammen viste interessante

trekk, og for a kunne sammenlikne de utvalgte stammene med et stgrre utvalgt.

Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus 2047 vokste begge temmelig likt som
ved tidligere aerob dyrking i ristekolber (Avsnitt 3.2.2). Vibrio alginolyticus 2047
oppnadde hgyest OD av alle de tre stammene (Figur 3.26). Vibrio splendidus 78 flatet
tidlig ut, og vokste bade saktere og oppnadde lavere cellemasse enn de to andre
stammene. Det ble beregnet veksthastighet for det eksponentielle omradet av
vekstkurven (Tabell 3.7). Veksthastigheten for Vibrio alginolyticus 2047 var betydelig

hgyere enn for de andre stammene.
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Figur 3.26: a) Vekst av stammene Enterobacteriaceae 1994, Vibrio alginolyticus 2047 og Vibrio
splendidus 78 aerob pa alginat. b) Viser den sammen grafen men med logaritmisk y-akse for a
fremheve det eksponentielle omradet av vekstkurvene hvor stigningstallet tilsvarer
veksthastigheten.
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Ogsa i dette forsgket var det noen forskjeller mellom startkonsentrasjonen i mediene,
selv om alle medier ble laget til en konsentrasjon pa 10 g/L alginat. Det var ogsa lite
samsvar mellom den enzymatiske alginatanalysen og viskositetsmadlinger av prgvene,
som i Avsnitt 3.2.3 (Figur 3.27). Det ble ikke funnet en forklaring pa hvorfor kulturene
ga sa ulik viskositet, men fenomenet virket & veere reproduserbart. Enzymatisk
alginatanalyse av kulturene viste at Vibrio splendidus 78 ikke hadde degradert noe av
alginatet, og det ble derfor ikke malt viskositet av denne stammen. Utbytte av biomasse
ble funnet basert pa maksimal oppnadd OD og omsatt alginat. Utbyttet var hgyest for
stammen Vibrio alginolyticus 2047 (Tabell 3.7).

a) 11 —o—E. 1994 b 1600 —o— E. 1994
10 * ——V.a. 2047 ——\.a. 2047
. _ V.s.78 1400 MQ-vann
Ay 1 +
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= |\ s ||
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g ° \ *
E : E 800
E 1\ :
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E_ \ § 600
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< @ 400
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1 200 | N
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0 ||
L,.I—I 0
40 3 10 15 P F 0 5 10 15 20 25

Tid (timer) Tid (timer)

Figur 3.27: a) Alginatkonsentrasjon i prgver av stammene Enterobacteriaceae 1994, Vibrio
alginolyticus 2047 og Vibrio splendidus 78 dyrket aerobt pd alginat. b) Viskositet malt av
Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus 2047. Feilfelt viser standardavvik mellom
parallellene analysert.

Tabell 3.7: Maksimal veksthastighet og biomasseutbytte (Yxs) for stammene Enterobacteriaceae
1994, Vibrio alginolyticus 2047 og Vibrio splendidus 78.

Omsatt Yxs
Stamme Veksthastighet p (h'1)
alginat (g) (g celler/g alginat)
Enterobacteriaceae 1994 0,51 9 0,15
Vibrio alginolyticus 2047 0,89 8,1 0,38
Vibrio splendidus 0,28 0 -
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Det ble tatt ut prgver underveis i fermenteringen til HPAEC-PAD for a fa et bilde av
hvordan kjedelengden og oligomersammensetningen i prgvene endret seg over tid.
Toppene ble identifisert ved hjelp av standarder (Vedlegg V7), og er merket i
kromatogrammene med sekvenser av monomerene M og G, eller A som angir en umettet
ende. Grunnen til at det ogsa kan forekomme noen tidlige topper i prgven som ble tatt
ved 0 timer, skyldes at inokulumet ble tatt fra forkulturer i eksponentiell vekst, og
deretter dyrket pa alginat. Ettersom salttoppen som kommer ut etter litt over ett minutt
var sd stor, var det ikke mulig a identifisere noen monosakkarider i prgvene.
Monosakkarider kommer vanligvis ut etter omtrent 2 minutt, og vil derfor vere skjult av
denne salttoppen. HPAEC-PAD er i prinsippet en kvantitativ metode, men oppnadde
resultater er i hovedsak av kvalitativ karakter da mangel pa rene uronsyrestandarder
begrenser analysen. Resultatene er derfor behandlet kvalitativt for & kunne fglge
stgrrelsesordenen av oligosakkarider, og det er kun sett pad endring av areal i topper
over tid for a kunne si noe om endringen i konsentrasjon. For Vibrio splendidus 78 viste
vekstkurven lite vekst, samtidig som den enzymatiske analysen ikke viste nedgang i
alginatkonsentrasjon. Ogsa HPAEC-PAD analysen bekreftet at alginatet ikke ble brutt
ned. Kromatogrammet er gitt i Vedlegg V7.

Enterobacteriaceae 1994 viste store forskjeller i alginatsammensetning mellom
starprgve og etter 13 timer inkubering (Figur 3.28). Som en kan lese ut fra antall topper
i figuren var det mye materiale i prgvene, noe som gjgr det vanskelig & identifisere
toppene. Hvis en fglger toppene merket AG og AGG er det tydelig at arealet under
toppene blir stgrre fra starten av fermenteringen og frem til prgven tatt ut etter 9 timer.
Deretter forsvinner toppene helt i prgven tatt ut etter 13 timer. Ved 13 timer var det
fortsatt mye alginat igjen i prgven, uten at det lyktes a identifisere de toppene som stod
igjen. For stammen Vibrio alginolyticus 2047 gir HPAEC-PAD kromatogrammet et godt
bilde av nedbrytingen av alginat (Figur 3.29). Det var tydelig at alle de lange kjedene blir
brutt helt ned, da toppen rundt 70 minutter var forsvunnet helt etter ca 6 timer. En kan
folge nedbrytingen ved a se pa prgven tatt etter 4 timer, som viser et stort intervall av
kjeder med ulik lengde. Etter 6 timer gjensto kun korte oligomerer, og den lengste som
ble identifisert bestar av 6 monomerer (AMMMMM). Ved avslutning av forsgket var alle

oligomerer tatt opp av organsimen.
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Figur 3.28: HPAEC-PAD analyse av hydrolysat fra fermentering med

Enterobacteriaceae 1994. Prgver ble tatt ut ved start (svart kurve), etter 6 timer (rosa kurve),
etter 9 timer (brun kurve) og ved avslutning da vekstkurven flatet ut (grgnn kurve). Korte
kjeder sees som topper tidlig i analysen, og lange kjeder ved et senere tidspunkt.
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Figur 3.29: Resultat fra HPAEC-PAD analyse av hydrolysat fra fermentering med stammen
Vibrio alginolyticus 2047. Prgver ble tatt ut ved start (svart kurve), etter 2 timer (bld kurve), 4
timer (rosa kurve), etter 6 timer (brun kurve) og ved avslutning da vekstkurven flatet ut
(grgnn kurve). Korte kjeder sees som topper tidlig i analysen, og lange kjeder ved et senere

tidspunkt.
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3.2.5 VURDERING AV UTVALGTE STAMMER

Malet med forsgkene med utvalgte stammer var a kartlegge produktsammensetning,
utbytte og alginatdegradering. Substrat og produktkonsentrasjon ble malt ved hjelp av
HPLC. Usikkerheten i HPLC resultatene var ikke kjent, noe det ma tas hensyn til ved
tolkning av resultatene. Bakgrunn for usikkerheten er vist i Vedlegg V5. Pa grunn av noe
darlig separasjon og usikkerhet i standarder er det sannsynlig at denne var relativt stor.
For & undersgke hvordan produktsammensetning og utbytte avhenger av
oksygentilgang ble stammene dyrket med ulikt volum av medium i kolbene pa ulike
substrat. Et stgrre volum av medium i kolben vil redusere forholdet mellom volum og
overflateareal, og dermed oksygenoverfgringen til veesken. Dette er ikke en god kontroll
pa oksygenopptak, men resultatene viste klare forskjeller i konsentrasjon av ulike
produkt i sluttprgvene og celleutbytte mellom de ulike kolbene. For hvert substrat
kunne det observeres en gkning i celleutbytte med minkende volum av medium, noe
som tyder pa at oksygenbegrensningen har pavirket veksten. Dette er i samsvar med hva
som ble rapportert av Horn et al. (2000a), som utfgrte lignende forsgk med
fermentering av mannitol. Metoden egner seg derfor til a skaffe oversikt over hvordan
dyrkingen kan optimaliseres. Dersom det skulle blitt gjort forsgk for a se pa
omsetningen i detalj, med stgkiometribalanser og totalutbytte, burde stammene veert
dyrket i fermentorer. Dette ville gitt mulighet til 4 kontrollere konsentrasjon av oksygen

og karbondioksid, samt kontroll av pH i vekstmedium.

AEROB OMSETNING AV ALGINAT

Ved aerob vekst (Avsnitt 3.2.2), stemte celleutbyttet med det som var forventet ut fra
teoretiske verdier for de ulike substratene, med stgrst celleutbytte fra mannitol, og
lavest fra alginat (Avsnitt 1.2.5). Aerob vekst pa alginat ble kartlagt for
Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio alginolyticus 2047. Vibrio splendidus 78 ble tatt med
for sammenligning, men stammen viste sveert darlig omsetning av substratet, og var

derfor uegnet til alginatdegradering.

Vibrio alginolyticus 2047 vokste svert godt aerobt pad alginat, og viste bade hgyest
veksthastighet og biomasseutbytte ved aerob vekst pa alginat. Analyse av
oligomersammensetningen ved alginatnedbryting viste at alt alginatet var brutt ned og

tatt opp (Figur 3.29). Alle identifiserte topper hadde en umettet ende, noe som bekrefter
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nedbryting av lyaser til umettede uronsyrer (Avsnitt 1.4.1). Badde veksthastigheten og
celleutbyttet av Enterobacteriaceae 1994 var mye lavere enn for Vibrio alginolyticus
2047 ved aerob vekst (Tabell 3.7). Dette kan tyde pa at Enterobacteriaceae 1994 ikke
kunne utnytte alginatet i like stor grad. Analyse av oligomersammensetningen viste at
det var mye alginat igjen i kolben, noe som bekrefter at stammen ikke hadde utnyttet alt
substratet. Det gjenstdende alginatet fra Enterobacteriaceae 1994 sa ut til a danne et
mgnster i kromatogrammet, med en jevn fordeling av toppene (Figur 3.28). Da alle korte
oligomerer bestod kun av G-monomerer, var det en mistanke om redusert omsetning av

M-sekvenser, uten at dette ble bekreftet.

ULIK OKSYGENTILF@RSEL

De to Paenibacillus-stammene, P. alginolyticus 12517 og P. chondroitinus 5051, vokste
begge pa alginat (Figur 3.11 og Figur 3.12). Veksten ble kraftig redusert med gkende
medievolum i kolbene, noe som tyder pa darlig vekst og omsetning av substrat ved
anaerobe forhold. Det ble funnet noe produkt i kulturene fra alle substrat, men
konsentrasjonen var lav sammenlignet med de to andre stammene. Fra fermenteringen
av mannitol og alginat kombinert var det ogsa mye mannitol igjen ved avslutning (Figur
3.14). Resultater fra Nakamura (1987) viser at isolater av P. alginolyticus og P.
chondroitinus kan degradere alginat og fermentere mannitol med syreproduksjon, men
ogsa her ble det rapportert om negative resultater ved anaerob vekst. Det ble derfor

besluttet a ikke gjgre flere forsgk med disse stammene.

Vibrio halioticoli 21474 ble tatt med i fermenteringen av alginat fordi den ikke ble testet
i screeningforsgkene. Veksten sa ut til & avta tidlig, noe som kan skyldes begrensinger i
mediet. Aktiviteten ble ogsa redusert etter omtrent ti timer da veksten flatet ut.
Stammen produserte acetat og laktat, og i tillegg format i kolben med lavest
oksygentilgang. Produktutbyttet gkte med gkende oksygentilgang, noe som samsvarer
med tidligere forsgk med Vibrio halioticoli (Sawabe et al., 2003). Sammenlignet med de
andre stammene var veksten anaerobt ganske lik som Vibrio alginolyticus 2047, men

darligere aerobt. Det ble ikke gjort noen videre forsgk med denne stammen.

Ved fermentering av alginat med stammene Enterobacteriaceae 1994 og Vibrio
alginolyticus 2047, var acetat hovedprodukt fra begge stammer uavhengig av

oksygentilgang, men ingen produserte etanol. Dette kan trolig forklares med at

76



3. Resultater og diskusjon

etanolfermentering fra alginat er vanskelig fordi redoksreaksjonen ikke er balansert, og
andre produkt derfor foretrekkes (Avsnitt 1.4.2). For acetatproduksjon viste Vibrio
alginolyticus 2047 hgyest spesifikk acetatproduksjon tidlig i den eksponentielle veksten,
mens Enterobacteriaceae 1994 viste en mer jevn produktivitet over hele vekstfasen. Det
samme ble observert for vekst pd mannitol. Ved en eventuell fermenteringsprosess for
produksjon av produktet er dette viktige observasjoner for a vite hvilket vekststadig

cellene burde holdes i for @ oppna hgyest produktivitet og produktutbytte.

Oppnadd cellemasse for Vibrio alginolyticus 2047 ved vekst pa alginat sank med en gang
oksygennivaet ble begrenset, og ogsa substratomsetningen ble kraftig redusert ved
lavere oksygentilfgrsel. Produktutbyttet var stgrst ved 160 mL medium i kolben,
0,10 g acetat/ g alginat, noe som tilsvarer et relativt oksygenrikt miljg. Dette var ogsa
den eneste kolben hvor andre produkt enn acetat ble observert. Utbyttet var lavt
sammenlignet med teoretisk maksimalt utbytte pa 0,85 g/g (Avsnitt 1.2.5). Normalt
forventes det at fermenteringsutbyttet gker og biomasseutbyttet synker nar forholdene
blir mer anaerobe. Selv om sistnevnte kunne observeres (Tabell 3.3), hadde altsa
produktutbyttet en topp ved 160 mL. Ettersom det ble observert store begrensninger i
vekstutbytte for stammen ved begrenset oksygentilgang, bade pa alginat og mannitol,
indikerer dette at stammen fungerer darlig i et anaerobt miljg. Dette samsvarer ikke
med hva som tidligere er rapportert om Vibrio alginolyticus (Graevenitz & Currington,
1973). Det er kjent at organiske syrer som acetat kan ha en inhiberende effekt pa
mikrobiell vekst (Blom & Mgrtvedt, 1991). Dette kan veere en arsak til at
veksthastigheten ble kraftig redusert etter fa timer, men konsentrasjonen var lavere enn

for flere andre stammer, sa det er lite sannsynlig.

For Enterobacteriaceae 1994 dyrket pa alginat gkte produktkonsentrasjonen jo stgrre
volumet av medium var i kolben (Figur 3.15 og Figur 3.20). Resultatene for
biomasseutbytte var noe avvikende mellom forsgkene beskrevet i Avsnitt 3.2.1 og
Avsnitt 3.2.3. [ det fgrste forsgket viste stammen de samme tendenser som de andre
stammene, med hgyest cellemasse i den mest aerobe kolben (Figur 3.13). I det siste
forsgket derimot oppnddde stammen en hgyere celletetthet og et stgrre
biomasseutbytte i kolben med 160 mL enn i kolben med 100 mL (Figur 3.18). Denne
tendensen bekreftes av forsgkene hvor stammen ble dyrket helt aerobt pa alginat, og

kom opp i en OD i underkant av 5 (Figur 3.16 og Figur 3.26). Dette er lavere enn for bade
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kolben med 100 mL og kolben med 160 mL i forsgket med fermentering av alginat, enda
alginatkonsentrasjonen ved start var lavere i sistnevnte forsgk enn ved aerob dyrking.
Dette tyder pa at stammen foretrekker et miljg med begrenset oksygentilfgrsel. Ved mer
begrenset oksygentilfgrsel sa det ut til at nesten alt alginatet var omsatt ved
stasjonzaerfase for kolbene med 100 og 160 mL medium (Figur 3.18), noe det ikke ble ved
helt aerob dyrking.

Ved fermentering av mannitol med ulik oksygentilfgrsel viste bade Enterobacteriaceae
1994 og Vibrio alginolyticus 2047 lav omsetning av mannitol, og kun kulturen med 100
mL medium for Enterobacteriaceae 1994 omsatte alt mannitolet (Figur 3.18). Veksten
flatet tidlig ut for Vibrio alginolyticus 2047, og substratomsetning og produktdannelse
ble da ogsa redusert. Ogsa produktutbyttet var lavt sammenlignet med teoretiske
verdier (Avsnitt 1.2.5), og verdier oppnadd med andre stammer ved etanolfermentering
av mannitol (Horn et al., 2000a; Horn et al., 2000b). Etanol var hovedproduktet fra
Enterobacteriaceae 1994 i de to mest oksygenrike kolbene, og laktat var hovedprodukt
nar oksygentilgangen ble mer begrenset. Produktutbyttet av etanol fra substrat var
hgyest i den mest oksygenbegrensede kolben. Reduksjon av vekst pd mannitol ved mer
oksygenbegrensede miljg kan skyldes forstyrrelse av redoksbalansen (Avsnitt 1.2.4).
Ved fermentering av pyruvat til bade laktat og etanol genereres det ett mol NAD* per
mol produkt. Redoksreaksjonen er derfor ikke balansert, da det dannes to mol pyruvat
og tre mol NADH; fra ett mol mannitol. Ved tilgang pd oksygen kan alle NAD+

regenereres, men uten oksygen ma dette gjgres pa en annen mate.

Kombinasjonen av alginat og mannitol ble gjort for & undersgke hvordan veksten og
produktdannelsen ble pavirket ved kombinasjon av substratene. I likhet med vekst pa
alginat var acetat hovedproduktet for bade Vibrio alginolyticus 2047 og
Enterobacteriaceae 1994, men etanol ble i tillegg produsert fra Enterobacteriaceae 1994.
Etanolproduksjon sd ut til & vaere favorisert ved mer oksygenbegrensede betingelser,
som vist ved omsetning av glukose. Stammen hadde omsatt alt mannitol i kolben med
225 mlL, ca 4 g/L, og produserte ca 0,7 g/L etanol. Dette gir et produktutbytte pa 0,18 g
etanol/ g alginat. Utbyttet var en del lavere enn ved vekst pa kun mannitol som ga 0,23
g/g i de senere forsgkene (Tabell 3.5). Det sa derfor ikke ut til at alginat og mannitol
kombinert ga et hgyere etanolutbytte. Det var noe uventet at Vibrio alginolyticus 2047

viste redusert vekst ndar mannitol ble tilsatt (Figur 3.10), ettersom det teoretiske
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celleutbyttet fra mannitol er hgyere enn fra alginat (Avsnitt 1.2.5). I de siste forsgkene
med begrenset oksygentilgang hvor stammen ble dyrket pa alginat og mannitol separat
var biomasseutbyttet hgyere fra mannitol. Dette kan bety at stammen foretrekker
mannitol, og nar bade mannitol og alginat er tilgjengelig vokser den kun pa mannitol.
Ettersom det var 3 g/L mannitol i mediet med mannitol og alginat, vil dette gi lav vekst

sammenlignet med andre forsgk hvor substratkonsentrasjonen var 10 g/L.

OPPSUMMERING

Totalt sett var det viktigste funnet fra forsgkene med utvalgte stammer at
bakteriestammer med etanolfermentering, som kan degradere og utnytte alginat, ikke
produserer etanol fra alginat. I denne oppgaven er dette vist med stammen
Enterobacteriaceae 1994, noe som samsvarer med andre studier (Lee & Lee, 2011).
Dette viser at en av hovedutfordringene med produksjon av bioetanol fra tare og alginat
er a balansere nedbrytingssporet fra alginat til etanol, og ikke a finne bakteriestammer
med gnskede enzym. Studien viste ogsa at etanolproduksjon fra glukose og mannitol
gker nar oksygentilfgrselen begrenses, og at det varierte fra stamme til stamme hvilke

forhold alginatomsetningen var mest effektiv ved.
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3.3 KARAKTERISERING AV ENZYMER

En karakterisering av enzymaktivitet i stammene Vibrio alginolyticus 2047 og
Enterobacteriaceae 1994 ble gjort som forklart i Avsnitt 2.5, for a fa gkt forstdelse av
nedbrytingen av alginat. Resultatene er vist i Avsnitt 3.3.1 og 3.3.2, etterfulgt av
diskusjon i Avsnitt 3.3.3.

3.3.1 ANALYSE AV NEDBRYTINGSPRODUKT FRA ALGINAT

IDENTIFISERING AV LYASEPRODUKT

For & finne ut hvilke sekvenser av nedbrutt alginat som ble tatt opp av cellen ble alt
cellematerialet fjernet fra en kultur dyrket pa alginat, slik at kun ekstracelluleere enzym
gjenstod (Avsnitt 2.5.1). Ved tilsats av alginat vil dette i teorien kunne gi en nedbryting
tili de monomerene/oligomerene som normalt tas opp av cellen. Ettersom alt av
cellemateriale og intracelluleere enzymer er fjernet skal man kunne se en oppsamling av
disse produktene i et HPAEC-PAD-kromatogram. Identifiserte topper er merket i
kromatogrammene med monomersekvensen, og de samme betingelsene gjelder her som

i Avsnitt 3.2.4.

Da supernatant fra Enterobacteriaceae 1994 ble tilsatt M-blokk skjedde det lite eller
ingen endring i lgpet av de 6 timene prgven ble inkubert (Figur 3.30). For G-blokk
derimot ble det observert en tydelig endring av oligomersammensetning over tid. Det
ble observert bade umettede og mettede kjeder, og en gkning av alt fra dimerer til
heptamerer de fgrste tre timene. De siste tre timene ble det hovedsakelig observert en
gkning av di-, tri- og tetramerer (Figur 3.31). Ettersom det ble benyttet supernatant fra
kulturer dyrket pa alginat som lyasekilde, vil det kunne veere noe alginat fra

supernatanten i prgvene ved start, og ikke bare ren M- eller G-blokk.

80



3. Resultater og diskusjon

\
|
\l
\,‘ T 1994Me6t
‘l" | T -
ul"‘\ I —
nC "I ) Iy
30,0 )
1994 M 3t
20,0
n
10,9|
1994 M Ot
I
: T T T T T 1 T T T T T 1 T T T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 8 8 90 95 100

min

Figur 3.30: Enterobacteriaceae 1994 supernatant tilsatt M-blokk. Det nederste
kromatogrammet (bld) viser startprgve fgr inkubering, det midterste (svart) viser prgven etter
3 timer og det gverste (rosa) viser prgven etter 6 timer.
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Figur 3.31: Enterobacteriaceae 1994 supernatant tilsatt G-blokk. Det nederste
kromatogrammet (svart) viser prgven ved start, det midterste (bla) viser prgven etter 3 timer
og det gverste (rosa) viser prgven etter 6 timer.
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Supernatant  fra  Vibrio  alginolyticus 2047 ga  store  endringer i
oligomersammensetningen for bade M- og G-blokk. Det ble ogsa for disse prgvene
observert bade mettede og umettede kjeder. For prgven tilsatt M-blokk gkte mengden
trimerer sveert mye de fgrste 3 timene (Figur 3.32). P4 grunn av den store toppen for
AMM etter 13 minutter kan det veere vanskelig a se endringer i de andre toppene, da
disse blir veldig sma. Etter 6 timer ble den store toppen for AMM betydelig redusert,

men det ble ikke observert en vesentlig gkning i dimerer.

[ prgven tilsatt G-blokk var det en mye jevnere stgrrelse pa toppene, og derfor lettere a
folge flere kjedelengder (Figur 3.33). Ogsad her ble det de fgrste tre timene observert
stgrst gkning i de noe lengre oligomerene, fra trimerer og opp. I de siste tre timene gkte

mengden dimerer tydeligere, og det ble observert stor variasjon i antall sekvenser.
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Figur 3.32: Vibrio alginolyticus 2047 supernatant tilsatt M-blokk. Det nederste
kromatogrammet (svart) viser prgven ved start, det midterste (bla) viser prgven etter 3 timer
og det gverste (rosa) viser prgven etter 6 timer.
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Figur 3.33: Vibrio alginolyticus 2047 supernatant tilsatt G-blokk. Det nederste
kromatogrammet (svart) viser prgven ved start, det midterste (bld) viser prgven etter 30
minutt og det gverste (rosa) viser prgven etter 3 timer.

IDENTIFISERING AV MONOSAKKARIDER OG CELLULARE METABOLITTER

[ tillegg til identifikasjon av lyaseprodukter var det ogsda av interesse a fglge
nedbrytingen av oligomerene videre. M- og G-blokk ble derfor tilsatt en prgve med bade
ekstracelluleere og intracelluleere enzymer (Avsnitt 2.5.1). Noen prgver ble ogsa tilsatt
NAD+/NADH og ATP/ADP i et forsgk pa a gke enzymaktiviteten. Det viste seg a vaere en
del alginat igjen i prgvene fra kulturene, og det kan derfor veere vanskelig a skille
prgvene med M- og G-blokk. Dette kom av at enzymprgver ble tatt fra kulturen ved
eksponentiell vekst, fgr alt alginatet var omsatt, for a veaere sikker pa a fa med celler med

en aktiv metabolisme.

For stammen Enterobacteriaceae 1994 tilsatt G-blokk ble det ikke observert noen
vesentlig endring over tid i kromatogrammene fra HPLC analysen. I prgven tilsatt M-
blokk ble det observert en ny topp etter 3 timer ved 19,3 minutter pa kromatogrammet,
bade i prgven tilsatt NAD+/NADH og ATP/ADP og i prgven uten tilsats. Det er usikkert
om denne toppen kun er en "hale” etter toppen ved 18,3 minutter som skyldes

komponenter i mediet, eller om dette er et produkt av en enzymreaksjon i lgsningen.
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Retensjonstiden samsvarer ikke med noen standarder analysert i forsgket, og toppen ble
derfor ikke identifisert og kvantifisert. Resultat fra analysen kan ses i Vedlegg V5. Fra
HPAEC-PAD analysen ble det observert noe endring i oligomersammensetning i prgvene
over tid. Ogsa her er resultatene i hovedsak av kvalitativ karakter da mangel pa
standarder gjorde det vanskelig a bestemme kvantitet av komponentene, men en gkning
av areal under en topp over tid indikerer ogsd en gkning i konsentrasjon av
komponenten i prgven. For begge prgvene ble det observert en gkning av AM ved tilsats
av kofaktorer, men ikke uten (Figur 3.34 og Figur 3.35). Det var liten endring i
oligomersammensetning i prgven tilsatt M-blokk over tid. For prgven tilsatt G-blokk ble
det observert en gkning i korte oligomerer bade i prgven med og uten tilsats av
kofaktorer. Kjeder med to til fire monomerer gkte mest over tid. Bade for prgven tilsatt
M-blokk og prgven tilsatt G-blokk sa det ut til at tilsats av kofaktorer pavirket
separasjonen av toppene. For a undersgke om dette skjedde med en gang ble i tillegg en
prgve tatt ut ved 45 minutter analysert. 0gsa denne viste darlig separasjon av toppene

mellom 10 og 20 minutter.
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Figur 3.34: HPAEC-PAD kromatogram for Enterobacteriaceae 1994 supernatant og cellelysat
tilsatt M-blokk. Den nederste kurven (svart) viser prgven ved start, den midterste kurven (bla)
viser prgven tilsatt NAD+/NADH og ATP/ADP etter 3 timers inkubering, og den gverste kurven
(rosa) viser prgven uten tilsatt NAD+/NADH og ATP/ADP etter 3 timers inkubering.
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Figur 3.35: HPAEC-PAD kromatogram for Enterobacteriaceae 1994 supernatant og cellelysat
tilsatt G-blokk. Den nederste kurven (svart) viser prgven ved start, den midterste kurven (bla)
viser prgven tilsatt NAD+/NADH og ATP/ADP etter 3 timers inkubering, og den gverste kurven
(rosa) viser prgven uten tilsatt NAD+/NADH og ATP /ADP etter 3 timers inkubering.

For stammen Vibrio alginolyticus 2047 ble det funnet en gkning av bade pyruvat, format
og acetat i HPLC kromatogrammene. Dette viste at substratet var omsatt videre til
endeprodukt som for en normal aktiv celle. Figur 3.36 viser konsentrasjonen av stoffene
i prgvene over tid. Bdde i prgven med M-blokk og prgven med G-blokk ble det funnet
mer pyruvat i prgvene tilsatt NAD+/NADH og ATP/ADP enn i prgvene uten tilsats, mens
det ble funnet mindre acetat. Mengden av de ulike stoffene i prgvene var sa liten at
utsikkerheten i den beregnede konsentrasjonen blir stor. Som vist i Figur 3.36 var det

ikke signifikant forskjell av acetat i prgvene etter 180 minutt.
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Figur 3.36: Produkt fra Vibrio alginolyticus 2047 supernatant og cellelysat tilsatt M-blokk og G-
blokk. Figuren viser konsentrasjon av produkt ved mintutter etter inokulering, med og uten
tilsats av NAD+/NADH og ATP/ADP (vist med U). Feilfelt angir standardavvik av prgver med
kjent konsentrasjon (Vedlegg V5).

Fra HPAEC-PAD analysen av Vibrio alginolyticus 2047 var det tydelig at alt langkjedet
alginat var brutt ned under inkuberingen. Begge prgvene viste en blanding av M og G
oligomerer, som fglge av alginatet i prgven fgr tilsats av M- og G-blokk. I prgven tilsatt G-
blokk ble det observert en betydelig gkning av trimeren AGG, seerlig i prgven uten tilsatt
kofaktor (Figur 3.38). Kromatogrammene tyder ogsa pa at alginatet ble mer nedbrutt i
prgvene uten tilsats etter 3 timer, enn i prgvene med tilsats. For prgven tilsatt M-blokk
ble det observert stgrst gkning av korte oligomerer i prgven uten tilsats av kofaktorer,
og da mest av trimeren AMM (Figur 3.37). Ogsa her var toppene i prgven med tilsats

darligere separert, som for Enterobacteriaceae 1994.
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Figur 3.37: HPAEC-PAD kromatogram for Vibrio alginolyticus 2047 supernatant og cellelysat
tilsatt M-blokk. Den nederste kurven (svart) viser prgven ved start, den midterste kurven (bla)
viser prgven tilsatt NAD+/NADH og ATP/ADP etter 3 timers inkubering, og den gverste kurven
(rosa) viser prgven uten tilsatt NAD+/NADH og ATP/ADP etter 3 timers inkubering.

AGG
AMG
GGG
AMM
AG /
AM
GG ‘
2047 lysat G 180 U
GGG
AGG
nC I
130,
AG
| AM
100 2047 lysat G 180
|
50| ||
| 1
' ‘ ' ! I 2047 lysat G 0
| \ \ A
5 | | o ' ' ol | | vl v ! ' o ! ! tol
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 60,0 65,0 70,0
min

Figur 3.38: HPAEC-PAD kromatogram for Vibrio alginolyticus 2047 supernatant og cellelysat
tilsatt G-blokk. Den nederste kurven (svart) viser prgven ved start, den midterste kurven (bla)
viser prgven tilsatt NAD+/NADH og ATP/ADP etter 3 timer inkubasjon, og den gverste kurven
(rosa) viser prgven uten tilsatt NAD+/NADH og ATP/ADP etter 3 timer inkubasjon.
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3.3.2 GENANALYSE

Ut fra fermenteringssporet foreslatt i Avsnitt 1.4.2, Figur 1.7, ble det gjort en genanalyse
for a forsgke a pavise tre av de essensielle enzymene i fermenteringssporet, mannonate
dehydratase (E.C. 4.2.1.8), 2-dehydro-3-deoksyglukonokinase (E.C. 2.7.1.45) og 2-
dehydro-3-deoksyfosfoglukonat aldolase (E.C. 4.1.2.14). Ettersom genomet til de to
aktuelle stammene ikke var kjent, ble primere designet basert pa enzymsekvenser for
enzymene fra andre stammer i neer slekt. Det ble derfor laget flere alternative primere.
Prgvene som ble analysert, samt lengde pa gnsket primerprodukt kan ses i Tabell 3.8.

Tabell 3.8: Prgver til PCR reaksjon for de tre enzymene og stammene Enterobacteriaceae 1994

og Vibrio alginolyticus 2047, angitt med henholdsvis E og V. Tabellen viser hvilken brgnn pa
gelen som hgrer til prgven og lengden pa det forventede primerproduktet.

Brgnnummer | Prgve Lengde pa primerprodukt
1 Standard

2 4.2.1.8E 522
3 4.2.1.8 E Negativ

4 4.2.1.8V 534
5 4.2.1.8 V Negativ

6 2.7.1.45 E alt.1 496
7 2.7.1.45 E alt.1 Negativ

8 2.7.1.45 E alt.2 496
9 2.7.1.45 E alt.2 Negativ

10 2.7.1.45V 221
11 2.7.1.45 V Negativ

12 4.1.2.14 E alt.1 297
13 4.1.2.14 E alt.1 Negativ

14 4.1.2.14 E alt.2 297
15 4.1.2.14 E alt.2 Negativ

16 4.1.2.14V 198
17 4.1.2.14 V Negativ

18 Standard

Hvis primerne hadde fungert og bundet kun til det gnskede genet, ville hver prgve vist
ett band pa agarosegelen. Det viste seg at PCR-reaksjonen ga en rekke produkt, med
band i mange ulike lengder (Figur 3.39). Noen av bandene stemte med den lengden som
var forventet for det gnskede produktet (avmerket i figuren), eksempelvis E.C. 4.2.1.8
for begge stammene. Disse bdndene kan komme fra genene i det aktuelle
fermenteringssporet, men dette kan ikke bekreftes uten en sekvensering av produktet
og sammenligning med en kjent sekvens. Det ble besluttet d ikke sende bandene inn til
sekvensering for identifisering av produktene, da resultatet var sdpass usikkert. Ingen

av negativene ga utslag pa agarosegelen.
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Figur 3.39: Agarosegel med PCR-produkt fra 55 °C reaksjon og 37 sykluser. Prgvene er
nummerert etter primersett gverst, som kan ses i Tabell 3.8. Merkede band har riktig
bandlengde i forhold til forventet produkt, og lengde pad standardband (rad 1 og 18) er merket
til venstre.

3.3.3 VURDERING AV ENZYMKARAKTERISERING

Supernatantprgver fra Vibrio alginolyticus 2047 viste god nedbryting av bade M- og G-
blokk (Figur 3.32 og Figur 3.33). Som forklart i Avsnitt 1.4.1 er de fleste lyaser spesifikke
for M- eller G-blokker i alginatkjeden. Dette bekrefter at stammen har ekstracellulaere
alginat lyaser som kan bryte ned bade M- og G-kjeder. Det ble identifisert kjeder sa korte
som dimerer, men etter 6 timers inkubering var det fortsatt stor variasjon av oligomerer
i prgvene, serlig for prgven tilsatt G-blokk. M-blokkprgven hadde opprinnelig stgrre
gjennomsnittlig lengde pa kjedene enn G-blokken, likevel sa denne prgven ut til & veere
mer nedbrutt etter 6 timer enn G-blokkprgven. En mulighet kan veere hgyere aktivitet av
M-lyaser i supernatanten. En annen uventet endring av M-blokkprgven var at toppen for
AMM fgrst vokste sveaert mye de tre fgrste timene, for deretter a reduseres kraftig etter 6
timer, uten at noen stor gkning av dimerer ble observert. Den store veksten av trimeren
kan tyde pa at de ekstracelluleere lyasene hovedsakelig kuttet kjedene ned til trimerer,
og kortere kjeder da kun var biprodukt. Reduksjonen av toppen kan bety at det kan ha
veert noe celleaktivitet i prgven, pa tross av at alle celler ble forsgkt fjernet fra

supernatanten. Dette kan ogsa forklare hvorfor enzymaktiviteten var hgyere i M-
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blokkprgven enn G-blokkprgven, da nye lyaser vil ha blitt produsert av de aktive cellene.
Ogsa i prgven tilsatt supernatant og cellelysat ble det observert kjeder ned til dimerer
for Vibrio alginolyticus 2047 (Figur 3.37 og Figur 3.38). Det var noe overraskende at det
var brutt ned mer alginat i prgvene uten tilsats av kofaktorer enn i prgvene med tilsats,
da det ikke var forventet at kofaktorene skulle ha noen pavirkning pa lyasene. Det kan
derfor se ut til at kofaktorene enten direkte eller indirekte har hemmet eller redusert
aktiviteten til lyasene, for eksempel ved a ha gkt aktiviteten til andre enzym som kan ha
pavirket alginatet eller lyasene. Ved HPLC-analyse av de samme prgvene ble det
observert bade pyruvat og acetat, noe som viste at nedbrytingsproduktene fra M- og G-
blokk var omsatt. Det ble observert mer pyruvat i prgvene tilsatt kofaktor, noe som kan
tyde pa gkt enzymaktivitet av intracelluleere enzym. Det var dessverre ikke mulig a
identifisere andre mellomprodukt med denne metoden pa grunn av mangel pa
standarder. Det ble opprinnelig planlagt & analysere prgvene med massespektrometri
for a identifisere flere intracelluleere metabolitter, men dette ble ikke gjennomfgrt pa

grunn av darlig tid.

For Enterobacteriaceae 1994 var det stgrre forskjeller mellom supernatantprgvene. For
supernatant tilsatt M-blokk ble det ikke observert noen endring av verken
konsentrasjon eller ssmmensetning av oligomerer i prgven (Figur 3.30). For den samme
supernatanten tilsatt G-blokk, ble det derimot observert en tydelig nedbryting til korte
oligomerer av ulik lengde, og da i hovedsak di- og trimerer (Figur 3.31). Dette viser at
Enterobacteriaceae 1994 ikke har aktive ekstracelluleere M-lyaser, noe som ogsa kan
forklare mgnsteret observert i HPAEC-PAD-kromatogrammet av stammen ved aerob
dyrking pa alginat. Ogsa i prgvene tilsatt cellelysat ble det i hovedsak observert korte
oligomerer av G, og kun noen korte oligomerer med M. Dette kan enten bety at cellene
produserer M-lyaser, men at disse er assosiert med cellen, eventuelt at G-lyase er i stand
til & kutte mellom M og G, GM og/eller MG. Intracelluleer lyaseaktivitet har tidligere blitt
rapportert for stammer i denne familien (Lange et al., 1989), og som forklart i Avsnitt
1.4.1 har det blitt isolert lyaser som kan kutte flere ulike monomersammensetninger.
Ved begrenset oksygentilfgrsel ble det i Avsnitt 3.2. observert fullstendig omsetning av
alginat ved maling av alginatkonsentrasjon med enzymatisk alginatanalyse. Dette kan
skyldes usikre resultater fra metoden ved lav alginatkonsentrasjon, og det er mulig at
det ogsad her var M-blokker igjen ved avslutning. En interessant observasjon var at for
begge prgvene ble det observert AM ved tilsats av kofaktorer, men ikke uten tilsats.
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Genanalysen av de to stammene viste at primerne var for uspesifikke til a gi et entydig
resultat. Dette var ikke uventet da primerne ble designet basert pa gener fra andre
stammer. [ tillegg var flere av basene uspesifikke, og kodet for mer enn ett nukleotid.
Selv om enkelte av bandene pa gelen kunne passet med de gnskede produktene ved
sammenligning med standarder, var resultatene sa avvikende fra det optimale at det ble
besluttet a ikke bruke tid og ressurser pa a fglge opp disse. For at resultatene skulle blitt
mer entydige kunne for eksempel primerne blitt designet pa nytt ut fra sammenligning
av flere og naermere beslektede stammer. Selve PCR reaksjonen kunne ogsa blitt
optimalisert med tilsats av for eksempel dimetyl sulfoksid (DMSO), som tidligere har vist

a gjgre primere mer spesifikke (Bachmann et al, 1990).

Enzymet EC 4.2.1.8 ble valgt fordi det inngar i nedbrytingen av mannuronsyre, og EC
1.1.1.131 er ikke sekvensert og kunne derfor ikke analyseres (Avsnitt 1.4.2). EC 2.7.1.45
inngar i det foreslatte sporet fra 4-deoxy-5-ketouronsyre og ble valgt siden det fgrste
steget ikke er kjent, og EC 4.1.2.14 inngar i Entner-Doudoroff sporet som svart mange
bakterier har. Tanken med analysen var a se om stammene hadde essensielle enzym i
nedbrytingen fra mannuronsyre og 4-deoxy-5-ketouronsyre. Et negativt resultat ville
tyde pa at sporet ikke var i bruk, mens et positivt resultat kunne styrket teorien. EC
4.1.2.14 skulle fungere som en kontroll, slik at et negativt resultat for denne ville gjgre
sikkerheten i resultatene lav. Vibrio alginolyticus 2047 viste i screeningforsgkene a
kunne utnytte glukuronsyre. Alle enzymene undersgkt i genanalysen inngar i
nedbrytingen av glukuronsyre (Ashwell et al, 1958). Det er derfor sannsynlig at
stammen har enzymene, uavhengig av om det er aktivt under alginatdegradering. Dette
gjor at analysen uansett ikke vil kunne gi svar pa om disse enzymene var tilknyttet

alginatdegradering for denne stammen.

Totalt sett viste resultatene at stammen Vibrio alginolyticus 2047 produserte bade
ekstracelluleere G- og M-lyaser, mens Enterobacteriaceae 1994 produserte kun
ekstracelluleer G-lyase. Begge stammene viste hovedsakelig en oppsamling av di- og
trimerer, som tyder pa at det er i denne formen cellene tar opp nedbrytingsproduktene.
Dette ligner resultater fra tidligere rapporter, der alginatkjedene kuttes ned til trimerer,
noe som igjen har en inhiberende effekt pa lyasene (Boyd & Turvey, 1978; Lange et al,
1989). Videre intracelluleere nedbrytingsspor ble ikke identifisert.
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3.4 SAMLET VURDERING

Madlet med oppgaven var a finne alginatdegraderende bakteriestammer, og
karakterisere fermenteringsspor og alginatnedbryting i utvalgte stammer.
Screeningforsgk av en rekke bakteriestammer viste at mange av stammene kunne
utnytte alginat, men med sveert ulik veksthastighet. Badde krakebolletarm og ratnende
tare var gode kilder til alginatdegraderende bakteriestammer, og potensialet for
stammer som kan fermentere alginat ser ut til 4 veere stort, ogsa utenfor de stammene
som ble valgt ut i denne oppgaven. Flere stammer ble valgt ut for a undersgke utbytte og
vekst pa alginat, samt noen forsgk med glukose og mannitol. Av disse ble to interessante
bakteriestammer funnet. Den ene, Vibrio alginolyticus 2047, hadde hgy veksthastighet
og degraderte alginat sveert godt aerobt. Den andre, Enterobacteriaceae 1994,
degraderte alginat og produserte etanol fra glukose og mannitol. For begge stammene

var hovedproduktet fra alginat acetat.

Isolater av Vibrio alginolyticus har tidligere vist & kunne fermentere bade mannitol og
glukose (Schmidt, 1979), og det har blitt isolert flere alginat lyaser fra arten (Tseng et al.,
1992). Stammen som ble undersgkt i denne oppgaven, Vibrio alginolyticus 2047, kunne
bdde degradere og nyttegjgre seg av alginat. Stammen vokste generelt darlig nar
oksygentilfgrselen ble begrenset. Stammen viste likevel en fermentativ metabolisme,
men hadde ikke etanolproduksjon. Det ble pavist bade M og G spesifikke alginat lyaser i
supernatant fra aerob kultur, og veksthastigheten aerobt pad alginat var sveert hgy
sammenlignet med andre stammer. Den gode degraderingen og utnyttelsen av alginat
gjgr stammen interessant, selv om den ikke har etanolfermentering. En mulighet for
utnyttelse av tare kan veere kombinasjon av flere stammer, og eventuelt a utnytte alginat

til andre formal. For eksempel metanproduksjon fra alginat nedbrutt til acetat.

Det har tidligere vert rapportert at fa stammer innenfor familien Enterobacteriaceae
kan degradere alginat (Davies & Ewing, 1964). | senere tid har derimot alginat lyaser
blitt isolert og pavist fra flere stammer innenfor familien, blant annet innenfor slektene
Klebsiella og Enterobacter (Lange et al, 1989; Lee & Lee, 2011). Stammen som ble
undersgkt i denne oppgaven, Enterobacteriaceae 1994, vokste godt pa alginat, og hadde
etanolproduksjon fra glukose og mannitol, men ikke alginat. Etanolutbyttet gkte ved mer
begrenset oksygentilfgrsel. Maksimalt etanolutbytte oppnadd fra mannitol var 0,23 g/g
uten optimalisering, som er lavere enn tidligere rapportert fra andre stammer, 0,38 g/g
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3. Resultater og diskusjon

(Horn et al, 2000a). Analyser av alginatdegradering viser at stammen produserte
ekstracellulaere G-lyaser, men ikke M-lyaser. Dette er det samme resultatet som tidligere

er rapportert om Klebsiella-stammer (Boyd & Turvey, 1977; Lange et al, 1989).

Nedbrytingsspor fra alginat ble forsgkt karakterisert, bade i forhold til hvilke
momomerer/oligomerer som ble tatt opp av cellen, og hvordan disse videre ble brutt
ned. Supernatantprgver med aktivt ekstracelluleert enzym fra stammene ble inkubert
med polymannuronat og polyguluronat, og i flere av prgvene ble det observert en
oppsamling av trimerer ved endt inkubering. Det har tidligere blitt rapportert om lyaser
som blir inhibert av triguluronat og ikke bryter ned oligomeren lengre (Boyd & Turvey,
1978; Lange et al, 1989), noe som sa ut til a gjelde ogsa for enzymene undersgkt i denne
oppgaven. Videre intracelluleert nedbrytingsspor ble ikke identifisert, men ved
nedbryting av langkjedet alginat hadde toppene identifisert en umettet ende. Dette
bekrefter en nedbryting til umettede uronsyrer, som forklart i Avsnitt 1.4.1, og styrker
hypotesen om alginatdegradering til den umettede uronsyren 4-deoxy-5-ketouronsyre
og videre omdannelse til 2-keto-3-deoxy-D-glukonat (Avsnitt 1.4.2). Stammen som
produserte etanol fra bade mannitol og glukose, og degraderte og vokste godt pa alginat,
kunne likevel ikke produsere etanol fra alginat. Dette tyder pa at det ligger en utfordring
i & fullfgre sporet alginat-pyruvat-etanol. Arsaken til at det er vanskelig & fa produsert
etanol fra alginat er mest sannsynlig at redoksbalansen ikke gar opp, som forklart i

Avsnitt 1.4.2.

Screeningforsgkene resulterte i flere interessante bakteriestammer som en kunne ga
videre med, men forsgket kunne gitt mer informasjon dersom flere stammer hadde blitt
undersgkt for fermentativ metabolisme og fermenteringsprodukt. Et forsgksoppsett
med en mer effektiv testing av flere stammer burde derfor veert utviklet. HPLC metoden
som ble benyttet ga resultater med en ukjent og sannsynligvis stor usikkerhet i
konsentrasjon, men er en enkel metode for d pavise ulike fermenteringsprodukt, som
beskrevet av Ehrlich et al. (1981). Vekstforsgkene med ulik oksygentilfgrsel i kulturene
ga indikasjoner pa hvordan vekst og produktutbytte kunne optimaliseres, men
resultatene var noe usikre og tvetydige. For & fia mer detaljert informasjon om
fermentering av alginat, kunne det veert interessant a utfgre vekstforsgk i fermentorer.
Identifiseringen av nedbrytingsproduktene fra alginat fungerte svaert godt med HPAEC-

PAD metoden, og denne metoden anbefales til videre forskning innenfor feltet.

93



4 Konklusjon og videre arbeid

4 KONKLUSJON OG VIDERE ARBEID

4.1 KONKLUSJON

To interessante alginatdegraderende stammer ble funnet i denne oppgaven. Den ene,
Vibrio alginolyticus 2047, hadde hgy veksthastighet og degraderte alginat sveert godt
aerobt, men hadde ikke etanolfermentering. Den andre, Enterobacteriaceae 1994,
produserte ekstracelluleere G-lyaser og kunne utnytte alginat. Den vokste bedre nar
oksygentilfgrselen ble begrenset og produserte etanol fra mannitol og glukose. Begge

stammene er interessante, men til ulike formal.

Det ble vist at alginatdegraderende bakteriestammer, med etanolproduksjon fra glukose
og mannitol, ikke produserte etanol fra alginat. Dette viser at en av hovedutfordringene
ved fermentering av alginat vil veere a fa balansert og gjennomfgrt det biokjemiske
sporet fra alginat til etanol, ikke & finne bakteriestammer som har de involverte

enzymene.

4.2 VIDERE FORSKNING

For aktuelle stammer vil det, som tidligere nevnt, veere av interesse med mer
kontrollerte fermentorforsgk, med analyser av kulturene underveis. Dette vil kunne gi
bedre innsikt i hvordan det nedbrutte alginatet tas opp og omsettes av cellene.
Nedbrytingsspor burde kartlegges bedre og standarder lages for lettere a kunne
identifisere intracelluleere metabolitter. Andre metoder enn HPLC bgr ogsa vurderes.
For eksempel kan massespektrometri veere en mer egnet metode for sikrere resultat. En
bedre forstdelse av alginatdegraderingen og de ulike fermenteringssporene kan gi
grunnlag for utvikling av fermenteringsprosessen og muligheter innenfor genetisk

manipulering.

Det lyktes ikke & produsere etanol fra alginat i denne studien, og resultatene tyder pa at
dette vil veere en utfordring. Det er tidligere rapportert om etanol som et av flere
produkt fra alginat ved anaerobe betingelser fra stammen Clostridium grantii
(Mountfort et al, 1994). Denne stammen ble bestilt inn, men pa grunn av studiens
tidsramme ikke analysert. En kartlegging av stammens metabolisme, som forklart over,

kan gi viktige svar for videre arbeid med etanolproduksjon fra tare.
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4 Konklusjon og videre arbeid

Selv om de undersgkte stammene vokste godt i et alginatmedium, vil det veare av
interesse a undersgke om de kan utnytte alginat direkte fra tare. Som forklart i Avsnitt
1.2.3 er det intercelluleere nettverket i tareveggen svert sterkt, og det kan veere
vanskelig for mikrober & vokse pa ubehandlet materiale. Noen studier har blitt gjort pa
fermentering av tare, med ulik forbehandling (Horn et al., 2000b; Adams et al., 2009). 1
motsetning til disse studiene, er stammene undersgkt i denne oppgaven valgt ut pa
bakgrunn av evnen til & degradere alginat, noe som kan gjgre dem bedre egnet til dette

formalet.

Hvis det viser seg & veere for vanskelig eller lite lgnnsomt a utnytte alginat til
etanolfermentering, vil det likevel vere en fordel ved fermentering av tare at de
involverte stammene kan degradere alginat for a gjgre naeringsstoffene laminaran og
mannitol tilgjengelige for etanolfermentering. En mulighet er a se pa alternativer for a
kombinere kulturer av alginatdegraderende og etanolfermenterende stammer, for a
kunne senke kostnadene forbundet med forbehandling og ekstrahering, og gke
etanolutbytte. En attraktiv mulighet er ogsad utvikling av et bioraffineri, hvor
etanolproduksjon fra tilgjengelige karbohydrater kan foregd i kombinasjon med at

resten av materialet utnyttes pa andre mater, som ved produksjon av biogass.
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VEDLEGG V1: MEDIER

Ferskvannsmediet beskrevet i Avsnitt 2.2.1 ble tilsatt spormetallgsningen TMS-6, og
innhold i denne er vist i Tabell V.1. Nar mediet ble brukt til Paenibacillusstammene ble

det i tillegg tilsatt en vitaminblanding, og innhold i denne er vist i Tabell V.2.

Tabell V.1: TMS-6 spormetallgsning tilsatt FM-medium.

Stoff Konsentrasjon (g/L)
FeS04-7H20 50

CuSO04-5H20 3,9

ZnS04-7H.0 4,4

MnS04-Hz0 1,5

Na:Mo04-H20 0,1

CoCl;-6H:0 0,2

Konsentrert HCI 50 mL/L

Destillert vann Til 1000 mL

Tabell V.2: Vitaminblanding tilsatt FM-medium.

Stoff Firma Konsentrasjon (mg/L)
Pyridoxine-HCl Sigma 10
Thiamine-HCl Sigma 5
Riboflavin Sigma 5
Niacinamide Sigma 5
D-Ca-pantothenate Sigma 5
p-amino-benzoic acid Sigma 5
NA-lipoic acid Sigma 5
Biotin Sigma 2
Folic acid Sigma 2
Vitamin B Sigma 5
2-Mercaptoethane sulfonic acid MP Biochemicals 5
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VEDLEGG V2: PRIMERE

Primere til PCR reaksjonen ble bestilt inn til tre ulike enzymer pa bakgrunn av
fermenteringssporene funnet i Avsnitt 1.4.2. Enzymene som ble undersgkt var
Mannonate dehydratase (EC 4.2.1.8), 2-dehydro-3-deoksyglukonokinase (EC 2.7.1.45)
og 2-dehydro-3-deoksyfosfoglukonat aldolase (EC 4.1.2.14). Da genomene til de aktuelle
stammene benyttet i denne oppgaven ikke var kjent, ble primersekvensene laget etter
en sammenligning av flere ulike stammer i samme familie/slekt. For Vibrio alginolyticus
2047 ble alle eller noen av stammene Vibrio vulnificus CMCP6, Y]JD16 og M06-24/o,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Vibrio splendidus og Vibrio sp. Ex 25
sammenlignet, og for Enterobacteriaceae 1994 ble alle eller noen stammene Vibrio sp. Ex
25, Vibrio splendidus, Enterobacter cloaceae ATCC 13047, Escherichia coli K12 MG1655,
Eriwinia amylovora ATCC 49946 og Enterobacter sp. 638 sammenlignet. Gensekvenser
ble funnet i genomdatabasen til DOE Joint Genome Institute. Sekvensene ble
sammenlignet og primere designet ved hjelp av programvaren Clone. Primersekvenser

for de tre genene er vist i Tabell V.3, Tabell V.4 og Tabell V.5.

Tabell V.3: Primersekvenser til Mannonate dehydratase.

EC 4.2.1.8 Mannonate dehydratase

Smeltetemp.

(§Y)

Stamme Base nr. Sekvens

Enterobacteriaceae 1994 Forward | 547-567 GYGCDGAAGARGGYTACACS | 66,0

Enterobacteriaceae 1994 Reverse 1049-1068 | GCCTRGTGCCDGTRGTYTAC 57,2

Vibrio alginolyticus 2047Forward 67-86 CRGGYGCAACAGGCATTGTG | 70,4

Vibrio alginolyticus 2047Reverse 573-592 GGTTCGCGTTGAGCTRGCGA | 69,3

Tabell V.4: Primersekvenser til 2-dehydro-3-deoksyglukonokinase.

EC 2.7.1.45 2-dehydro-3-deoksyglukonokinase

Smeltetemp.

(Y]

Stamme Base nr. | Sekvens

Enterobacteriaceae 1994 Alt. 1 Fwd. | 31-50 GGTGAAGCSATGGCRATGTT 58,8

Enterobacteriaceae 1994 Alt. 1 Rev. 507-526 | GTTRRACGCGGGCCACGACT 64,7

Enterobacteriaceae 1994 Alt. 2 Fwd. | 31-50 GGCGAATGYATGRTKGAGCT | 59,5
Enterobacteriaceae 1994 Alt. 2 Rev. 507-526 | ATTGRASGCRGGCYMCRAST | 64,0
Vibrio alginolyticus 2047 Fwd. 97-116 CTBAAYRCBGCRSTKTAYCT | 51,9
Vibrio alginolyticus 2047Rev. 298-317 | GCRTSGAAGRWRATRACCGC | 52,9
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Tabell V.5: Primersekvenser til 2-dehydro-3-deoksyfosfoglukonat aldolase.

EC 4.1.2.14 2-dehydro-3-deoksyfosfoglukonat aldolase

Smelte-
Stamme Base nr. | Sekvens

temp. (°C)
Enterobacteriaceae 1994 Alt. 1 Fwd. | 93-112 GATGGCRAAAGCGYTGGTTG 68,2
Enterobacteriaceae 1994 Alt. 1 Rev. | 370-389 | CCRTACCTGATGCCARACTT 58,4
Enterobacteriaceae 1994 Alt. 2 Fwd. | 93-112 MYTRGSMMARGYRCTGRTTG | 44,6
Enterobacteriaceae 1994 Alt. 2 Rev 370-389 | CGTTACCTTTACCCRGAMGC 65,5
Vibrio alginolyticus 2047 Fwd. 347-366 | TRGTTGARCAAGCRATGGAA 48,7
Vibrio alginolyticus 2047 Rev. 525-544 | MACACCRCAATGMACCTACC 45,7
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VEDLEGG V3: DNA EKSTRAKSJON

Modifisert protokoll fra Qiagen DNeasy Blood & Tissue kit (250)

3 mL kultur dyrket pa alginat ble sentrifugert og supernatanten fjerne. Pellet ble frosset

ned for lagring over natten og DNA ekstrahert pa fglgende mate neste morgen.

180 pL enzymatisk lysisbuffer ble tilsatt prgven for resuspendering av pelletsen. Prgven
ble sa inkubert ved 37 °C i 30 minutter. 40 pL Proteinase K og 180 uL ATL buffer ble sa
tilsatt prgven og blandet med en Vortex 3 (IKA®, Tyskland) og inkubert ved 55 °Ci 30
minutter. 200 pL AL buffer ble deretter tilsatt og lgsningen ble igjen blandet med vortex
og inkubert ved 70 °C i 10 minutter.

Etter siste inkubasjon ble 300 pL 96 % etanol tilsatt lgsningen og blandet inn med
vortex som over. Hvis prgven ikke var fullstendig lysert etter tilsats av etanol ble ulgst

materiale sentrifugert ned og supernatanten tatt videre.

Prgven ble sa overfgrt til en DNeasy kolonne plassert i et 2 mL rgr, og sentrifugert ved
8000 rpm i 1 minutt. Filtratet ble fjernet. 500 uL. AW 1 buffer ble tilsatt kolonnen og
prgven ble pa nytt sentrifugert ved 8000 rpm i 1 minutt. Filtratet ble fjernet.

500 uL. AW 2 buffer ble sa tilsatt kolonnen og prgven ble sentrifugert ved full hastighet
(15000 rpm) i 3 minutter. Kolonnen ble deretter overfgrt til et eppendorfrgr og tilsatt
100 pL DNA fritt vann. Prgven ble inkubert ved romtemperatur i 1 minutt fgr den ble
sentrifugert ved 8000 rpm i 1 minutt. Kolonnen ble fjernet og DNA ekstraktet i

eppendorfrgret ble kvantifisert med Nanodrop.
Lgsninger benyttet:

e Enzymatisk lysis buffer; 20 mM Tris, 10 mM EDTA, 1,2 % Triton. Buffer ble tilsatt
20 mg/mL lysozym (EC 3.2.1.17) like fgr brukt.

e QUIAGEN Proteinase K, Lot nr. 136234707

e ATL buffer (Tissue lysis buffer), Lot nr. 130170222

e AL buffer (lysis buffer), Lot nr. 130171976

e AW 1 buffer (wash buffer), Lot nr. 124115068

e AW 2 buffer (wash buffer), Lot nr. 124116545
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VEDLEGG V4: TABELLER FRA BAKTERIEISOLASJON

KRAKEBOLLER

Renkulturer fra bakteriestammene isolert fra kradkebolletarm som ble tatt videre til et
aerobt dyrkingsforsgk pad alginat er vist i Tabell V.6. Tabellen viser hvordan
renkulturene ble dyrket frem. Kimtall av tarmprgven ble beregnet ved utstrykning pa
Marine-Broth agarplater, og etter 4 dager inkubering ved 13 °C ga fortynningen 10-¢ 74,
70 og 53 kolonier pa de 3 platene.

Tabell V.6: Stammer isolert fra krakebolletarm og dyrkingsmetoden benyttet for a isolere de.

Tabellen viser ogsa hgyeste oppnadde OD verdi ved vekst pa flytende MM1 medium med
alginat, og tidspunkt denne verdien ble oppnadd ved i timer etter inokulering,

Stamme | Dyrkingsmetode Maks OD Tid
1 MB-flytende (rgr2) --> MB plate --> renkultur MM plate 1,83 167,5
2 MB-flytende (rgrl) --> MB plate --> renkultur MM plate 1,59 188
3 MB-flytende (rgr2) --> MB plate --> renkultur MM plate 0,75 51,5
4 MM-flytende (rgrl) --> MM plate --> renkultur MM plate 3,00 94
5 MM-flytende (rgrl) --> MM plate --> renkultur MM plate 0,82 188
6 MM-flytende (rgrl) --> MM plate --> renkultur MM plate 3,08 94
7 MM-flytende (rgr2) --> MM plate --> renkultur MM plate 2,70 94
8 MM-flytende (rgr2) --> MM plate --> renkultur MM plate 3,12 94
9 Fortynning 10-2 --> MM plate --> renkultur MM plate 3,38 94
10 Fortynning 10-3 --> MM plate --> renkultur MM plate 3,56 94
11 Fortynning 10-4 --> MM plate --> renkultur MM plate 0,53 94
12 Fortynning 10-6 --> MM plate --> renkultur MM plate 1,66 167,5
13 Fortynning 10-6 --> MM plate --> renkultur MM plate 0,73 188
14 Fortynning 10-4 --> MB plate --> renkultur MM plate 2,86 188
15 Fortynning 10-6 --> MB plate --> renkultur MM plate 1,93 94
16 Fortynning 10-6 --> MB plate --> renkultur MM plate 1,23 188
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TAREISOLASJON

Renkulturer isolert fra tare tatt med i et dyrkingsforsgk pa flytende medium med alginat

er vist i Tabell V.8. Prgve 1 er fra skallet pa stilken, prgve 2 fra inni stilken, prgve 3 fra

roten og prgve 4 fra bladet. Tabell V.7 viser kimtall av de ulike prgvene.

Tabell V.7: Kimtall av prgver fra ratten tare. Tabellen viser de ulike prgvene og antall kolonier
og derav celler funnet for hver prgve.

Prgve (g) Antall kolonier | Fortynning | Celler per mL | Celler per gram
Skall pa stilk (0,8) 44 10-6 4,4x 107 55x108
Masse inni stilk (1,4) 181 104 1,81 x 106 1,29x 107
Rot (0,2) 10 10-6 1x107 5x108
Blad (0,3) 9 106 9x 106 3x108

Tabell V.8: Stammer isolert fra tare og dyrkingsmetode benyttet for isolering. Tabellen viser
ogsa hgyeste oppnadde OD verdi ved vekst pa flytende MM1 medium med alginat, og tidspunkt
denne verdien ble oppnddd ved i timer etter inokulering,

Stamme | Dyrkingsmetode Maks | Tid
oD
1 Prgve 3 --> Fortynning 10-2 --> MM plate --> renkultur MM plate 1,86 72
2 Prgve 1 --> Fortynning 10-4 --> MM plate --> renkultur MM plate 2,84 44
3 Prgve 2 --> MM-flytende (rgr 2) --> MM plate --> renkultur MM plate 2,92 102
4 Prgve 4 --> MM-flytende (rgr 2) --> MM plate --> renkultur MM plate 1,10 22
5 Prgve 1 --> Fortynning 10-4 --> MB plate --> renkultur MM plate 1,76 102
6 Prgve 3 --> MM-flytende (rgr 1) --> MM plate --> renkultur MM plate 2,12 72
7 Prgve 1 --> MM-flytende (rgr 2) --> MM plate --> renkultur MM plate 2,09 72
8 Prgve 1 --> MM-flytende (rgr 1) --> MM plate --> renkultur MM plate 3,20 44
9 Prgve 4 --> Fortynning 10-2 --> MB plate --> renkultur MM plate 2,07 102
10 Prgve 3 --> Fortynning 10-2 --> MB plate --> renkultur MM plate 1,29 102
11 Prgve 2 --> Fortynning 10-2 --> MM plate --> renkultur MM plate 1,92 102
12 Prgve 2 --> Fortynning 10-6 --> MB plate --> renkultur MM plate 0,60 44
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VEDLEGG V5: HPLC DATA

o

Vaeskekromatografi (HPLC) ble benyttet til 4 analysere substratkonsentrasjon og
fermenteringsprodukt i oppgaven. Figur V.1 og Figur V.2 viser eksempler pa HPLC
kromatogram. Figur V.1 viser et bra kromatogram med tydelig separerte topper. Det er
da liten usikkerhet i identifiseringen og kvantifiseringen av de ulike toppene. Figur V.2
viser et Kkromatogram hvor toppene var darlig separert. Fordi mange av
kromatogrammene var slik som vist i Figur V.2 er usikkerheten i resultatene fra HPLC

analysen ganske stor.

.
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837 | | [ — = e - -B37
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870 I . )  ra— —_———— e —— DIOPSYTR/1H,70
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28 p—, ) —= E1OH21.83

Figur V.1: HPLC kromatogram med godt separerte topper.
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Figur V.2: HPLC kromatogram med darlig separerte topper.
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Standarder analysert med hgytrykks veeskekromatografi (HPLC) er oppsummert i Tabell
V.9. Tabellen viser standardavvik i konsentrasjon beregnet ut fra flere analyser med
samme prgve.

Tabell V.9: Standarder med Kkjent konsentrasjon analysert pa HPLC. Tabellen viser

gjennomsnittlig retensjonstid og areal for flere analyser av samme prgve, samt standardavvik
mellom prgvene. Standardavvik ble ikke beregnet for laktat, succinat, format og pyruvat.

Stoff (g/L) Retensjonstid Areal Standardavvik
(min) areal/konsentrasjon (g/L)

Etanol (8,00) 21,72 1022,7 | 15,4/0,12

Acetat (2,03) 15,20 337,1 18,7/0,11

Glukose (5,00) 9,07 1577,8 | 44,2/0,14

Mannitol (4,41) 10,04 1662,7 | 123,0/0,33

Laktat (2,70) 12,50 451,3 Ikke funnet

Succinat (2,90) 11,65 576,6 Ikke funnet

Format (2,00) 13,70 196,7 Ikke funnet

Pyruvat (1,80) 9,35 2749 Ikke funnet

HPLC analyser av UMB-stammer dyrket i Avsnitt 3.1 er visti Tabell V.10 og Tabell V.11.
Tabellene viser sluttprgver av Vibrio splendidus stammer dyrket pd mannitol og alginat.
For kulturene dyrket pa mannitol ble sluttprgver av alle stammene analysert, mens for
alginat ble kun stammene 78, 1217, 71 og 173 analysert. Videre er HPLC analyser av
supernatant og cellelysatprgver fra Enterobacteriaceae 1994 tilsatt M- og G-blokk,
analysert i Avsnitt 3.3.1, vist i Tabell V.12 og Tabell V.13. For de toppene som ble
identifisert er konsentrasjon er beregnet ut fra standarder. Andre HPLC-data vist i

Avsnitt 3 er tilgjengelig ved etterspgrsel.
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Tabell V.10: HPLC analyse av Vibrio splendidus fra UMB dyrket pa mannitol.

Prgve Retensjonstid (min) Stoff Areal Konsentrasjon prgve (g/L)
6,57 8334,53
VS 60 anaerob 8,34 352,6
. 9,03 213,4
mannitol
10,04|mannitol 3454,87 8,81
13,34 72,32
6,58 8667,66
VS 4361 anaerob 835 364,03
. 9,04 191,37
mannitol -
10,04|mannitol 3513,23 8,95
13,35 53,4
6,57 8409,44
8,36 374,72
VS 1217 anaerob 9,03 179,93
mannitol 10,03|mannitol 3704,81 9,44
13,34 88,19
18,56 51,57
6,57 8392,19
8,36 377,06
VS 78 anaerob 9,04 175,78
mannitol 10,03|mannitol 3637,82 9,27
13,36 72,22
18,55 50,4
6,57 8301,77
VS 4286 anaerob 835 363,48
- 9,04 203,04
mannitol -
10,04|mannitol 3451,82 8,80
13,33 90,34
6,57 8295,2
8,35 525,9
VS 173 anaerob 10,04{mannitol 3357,83 8,56
mannitol 13,37 88,17
15,21|acetat 44,98 0,26
18,97 728,33
6,58 8427,33
8,36 377,27
VS 71 anaerob 9,05 179,56
mannitol 10,04|mannitol 3693,98 9,42
13,32 68,04
18,54 46,56
6,57 8316,06
8,35 363,79
VS 4294 anaerob
. 9,03 184,7
mannitol -
10,04|mannitol 3414,5 8,70
13,32 68,06
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Tabell V.11: HPLC analyse av Vibrio splendidus fra UMB dyrket pa alginat

Prgve Retensjonstid (min) Stoff Areal Konsentrasjon prgve (g/L)

5,54 85,85

6,57 9158,92

VS 71 anaerob 8,37 442,85

alginat 9,01 429,84

18,54 45,15

5,68 39,24

6,56 9500,31

VS 173 anaerob 8,36 823,54

alginat 13,32 27,15
15,3|acetat ikke reg.

5,61 60,71

6,58 9354,04

VS 78 anaerob 8,38 389,13

alginat 9,04 358,11
13,3 ikke reg.

18,55 52,38

5,64 60,59

6,58 9232,35

VS 1217 anaerob 8,37 379,44

alginat 9,03 342,73
13,3 ikke reg.

18,55 48,09
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Tabell V.12: HPLC analyser av supernatant og cellelysat fra Enterobacteriaceae 1994 tilsatt M-
blokk. Noen prgver ble tilsatt NAD*/NADH og ADP/ATP for & gke enzymaktiviteten, og dette er

merket med "med tilsats” i tabellen.

Retensjonstid
Prgve (mjin) Stoff Areal Konsentrasjon prgve (g/L)

6,19 3359,68
0 7,41 110,12
8,03 66,34
18,5 770,9
6,16 3283,63
15 7,39 65,19
8,02 66,87
18,46 764,38
6,15 3475,49
30 7,38 121,03
8,02 74,75
18,4 794,83
6,14 3454,26
45 med 7,02 10,85
. 7,36 51,55

tilsats
8,02 422,9
18,37 789,62
6,13 3276,3
Enterobacteriaceae 60 med 7,37 47,72
1994 tilsats 8,02 665,64
Supernatant+cellelysat 18,36 742,54
M-blokk 6,13 3296,15
120 med 7,36 92,7
tilsats 8 636,87
18,33 736,73
6,12 3181,83
180 med 7,35 106,89
. 8 630,33

tilsats
18,33 705,24
19,3 50
6,12 3292,64
60 uten 7,35 94,61
. 7,98 74,08

tilsats
18,32 685,04
19,27 51,31
6,11 2657,17
7,33 114,62

180 ut - -

18,3 673,68
19,27 51,68
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Tabell V.13: HPLC analyser av supernatant og cellelysat fra Enterobacteriaceae 1994 tilsatt G-
blokk. Noen prgver ble tilsatt NAD*/NADH og ADP/ATP for & gke enzymaktiviteten, og dette er

merket med "med tilsats” i tabellen.

Retensjonstid Konsentrasjon
Prove i Stoff Areal
(min) prove (g/L)

6,17 3669,4

0 7,38 48,44

8,01 72,29

18,45 848

6,18 4352,48

15 7,38 76,64

8,03 85,82

18,46 967,35

6,18 4026,8

30 7,38 64,05

8,02 82,32

18,45 917,76

45 med 6,18 3660,7

. 8,05 804,25
tilsats

18,43 915,67

Enterobacteriaceae 6,17 3562,13
60 med

1994 . 8,04 623,47
tilsats

Supernatant+cellelys 18,43 869,33

at G-blokk 6,17 3774,16

120 med 7,41 59,31

tilsats 8,04 688,8

18,41 862,32

6,17 3400,72

180 med 7,4 70,44

tilsats 8,03 551,68

18,44 730,48

6,17 3846,31

60 uten 7,38 81,06

tilsats 8 74,53

18,41 807,33

6,18 4047,67

180 uten 7,41 137,04

tilsats 8,02 85,76

18,48 786
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VEDLEGG V6: UTREGNINGER

Ved behandling av resultater fra bakteriedyrking ble det gjort noen utregninger for a
kunne si mer ut fra resultatene. Fra vekstkurver ble det beregnet eksponentiell
veksthastighet, og ut fra produkt- og substratkonsentrasjoner malt underveis pa
vekstkurven ble celleutbytte (Yxs), produktutbytte (Yps) og spesifikk produktivitet (qp).

Disse ble beregnet som forklart under.

Veksthastighet (n)
Det eksponentielle omradet pa vekstkurvene ble funnet ved at y-aksen ble satt til
logaritmisk skala, og de punktene som la pa en rett linje ble tatt ut. For disse punktene

ble det satt inn en eksponentiell trendlinje, som gir forholdet:

y = yoe'*
Der y er tgrrvektverdiene i g/L, yo krysningspunktet ved x-aksen, p spesifikk

veksthastighet og x tiden i timer.

Celleutbytte (Yxs)

Celleutbytte fra substrat ble beregnet ut fra formelen:

g biomasse produsert

YXS
g substrat omsatt

Produktutbytte (Yps)
Produktutbytte fra substrat ble beregnet ut fra formelen:

g produkt produsert

PS> g substrat omsatt
Spesifikk produktivitet (q;)
Spesifikk produktivitet (qp) basert pa cellemasse ble beregnet for produktene acetat og

etanol ut fra formelen:

AP
/AT

X
Der AP er mengde produkt i g/L produsert i tidsintervallet AT, og X er gjennomsnittlig

4, =

cellemasse i det samme tidsintervallet.
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VEDLEGG V7: HPAEC-PAD

Hgypresisjon anionbytter-kromatografi (HPAEC) med pulsamperiometrisk deteksjon
(PAD) ble benyttet for a analysere oligomersammensetningen i prgvene. For a
identifisere topper i kromatogrammet ble standarder benyttet (Figur V.3 og Figur V.4).
Standardene var korte topper av G- og M-blokker brutt ned med alginat lyaser eller syre.
A angir en umettet ende pa kjeden. Dimerer som AG og AM vises som topper pa
kromatogrammet etter henholdsvis 5 og 7 minutter. Videre kommer trimerer etter ca 10

minutter, og tetramerer etter ca 15 minutter.

Standarder

AG AGG

nC

65,04

50‘0_7‘{ 1R I o e e

I Y

25,04

2 9% polyM+Mlyase

12,54

Figur V.3: Standard for korte oligomerer av G og M-blokker med umettet ende, A.
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Figur V.4: G-blokk brutt ned med G-lyase (gverst) og syre (nederst).

Som substrat i analysen av ekstracellulaere lyaser gjort i Avsnitt 3.3.1 ble det benyttet M-
og G-blokk. Fordelingen av kjedene i hver prgve er vist i Figur V.5. M-blokken har en
lengre gjennomsnittslengde pa kjedene enn G-blokk, og fordelingen er derfor skjgvet

mer mot hgyre.

’ ‘ (Wi M-blokk

nC
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Figur V.5: Syrenedbrutt M- og G-blokk brukt som substrat til nedbryting med ekstracellulaere
lyaser.
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| analysen av aerob alginatnedbryting med HPAEC-PAD analyse (Avsnitt 3.2.4) ble
stammen Vibrio splendidus 78 tatt med. Denne viste sveert darlig nedbryting av alginatet,
og kromatogrammet ble derfor ikke inkludert i resultatene. Kromatogrammet er vist i

Figur V.6, og det vises tydelig at det skjer liten endring i Igpet av inkuberingstiden.

78 24t
nC
20,0
78 13t
1
10,0
I 78 0t
-5,0-=

0,0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

min

Figur V.6: Analyse av alginatnedbryting for stammen Vibrio splendidus 78. Prgvene er tatt ut
ved start (svart), etter 13 timer inkubering (bld) og etter 24 timer inkubering (rosa). Det ble
ikke observert noen vesentlig endring i prgvene.
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