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Abstract

This study explored the possibilities of using specific, more accessible enzymes from previous
studies’ enzyme cocktails to determine whether they can break down the carbohydrates of the
brown algae S. latissima into fermentable sugar chains without specifically tailored enzymes
such as Alginate lyase and Laminarinase. The enzymes used were a-Amylase, B-Amylase and
Amyloglucosidase, three enzymes commonly used in alcohol brewing. Through enzymatic
hydrolysis at optimal times, temperatures and pH levels, it was found that they were unable to

affect the complex carbohydrates in S. latissima.

Another study was conducted with the same purpose but with acid hydrolysis in mind, where
more accessible and food-friendly acids such as acetic acid and citric acid were used to see if
they could compare to the more commonly used sulfuric acid from previous studies. The
HPLC-results indicated that the cellulose in the brown algae was successfully affected, with
citric acid showing promising results.

The fermentation with the yeast Saccharomyces cerevisiae did not produce any ethanol, likely
due to insufficient sugar levels for the yeast to convert during fermentation.

A combination of acid hydrolysis as a pretreatment followed by enzymatic hydrolysis is of

interest for future attempts.

Keywords: S. latissima, enzyme cocktail, a-Amylase, f-Amylase, Amyloglucosidase, enzymatic
hydrolysis, acid hydrolysis, sulfuric acid, citric acid, acetic acid, sugar chains, HPLC,

Saccharomyces cerevisiae



Sammanfattning

Denna studie utforskade mdjligheterna att anvénda sig av sérskilda mer léttillgéngliga enzymer
ur tidigare studiers enzymblandningar for att ta reda pé hur de kan bryta ner kolhydraterna hos
brunalgen S. latissima till fermenterbara sockerkedjor utan specifikt anpassade enzymer som
Alginate lyase och Laminarinase. Enzymerna som anvédndes var a-Amylas, B-Amylas och
Amyloglukosidas, tre enzymer som ofta anvinds vid bryggning av alkohol. Genom enzymatisk
hydrolys 1 optimala tider, temperaturer och pH-virden visade det sig att de inte lyckades paverka
de komplexa kolhydraterna i S. latissima.

En till studie utférdes med samma syfte men med syrhydrolys 1 atanke dir de mer léttillgdngliga
och livsmedelsvénliga syrorna éttiksyra och citronsyra anvinds for att se om de kan méta sig
med den vanligare anvédnda svavelsyran fran tidigare studier. HPLC-resultaten gav indikation pa
att cellulosan 1 brunalgen lyckats paverkas, dir citronsyran visade lovande resultat.

Den vidare fermenteringen med jéstsvampen Saccharomyces cerevisiae gav inte nagon etanol,
formodligen péd grund av for fa halter socker for jistsvampen att omvandla.

En kombination av syrhydrolys som forbehandling f6ljt av enzymatisk hydrolys ar av intresse for

framtida forsok.

Nyckelord: S. latissima, enzymblandning, a-Amylas, B-Amylas, Amyloglukosidas, enzymatisk
hydrolys, syrhydrolys, svavelsyra, citronsyra, dttiksyra, sockerkedjor, HPLC, Saccharomyces

cerevisiae
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1 Inledning

Jordens befolkning véxer konstant och med detta kommer problem som behdver hanteras. Nagra
exempel pa dessa problem dr klimatfordndringar och minskande resurser. For att mota dessa tva
problem behover livsmedelsindustrin tinka nytt och héllbart avseende produktion och
konsumtion av mat. Nagot som stindigt studeras dr alternativa kéllor till livsmedel, dér bland
annat sjogrds kan vara en mojlig vig (Boderskov m.fl., 2023).

Det rika innehéllet av mineraler, vitaminer, essentiella fettsyror och proteinvérde i sjogrés
tas ofta upp som fordelar nir det kommer till att vara alternativ killa till livsmedel (Nakhate &
Van Der Meer, 2021).

Vissa arter av sjogrds innehaller dven rika mingder av kolhydrater och sockerarter, och
utnyttjas i ldkemedelsindustrin och i livsmedelsindustrin, frimst som fortjocknings- och
sotningsmedel (Nakhate & Van Der Meer, 2021).

Att anvénda sjogrds mer som alternativ livsmedelskélla skulle kunna leda till en mer grén
forbrukning dn idag. Traditionellt jordbruk for sockerbetor eller sockerrdr ér resurskrdvande och
bemotandet av den dkande befolkningen leder till mer avskogning och hogre utslapp CO2
(Boderskov m.fl., 2023). Intresset for odling av sjogrds vixer och utvecklas alltmer.
Sjograsodlingar bidrar till ett mindre avtryck tack vare véxternas forméga att ta upp och lagra
CO2 (S., Olsen, Y., Surilayani, D., & Handé, A. 2021).

Det hér arbetet har gétt ut pa att fi en storre forstaelse kring Saccharina latissima
(sockertdng) polysackarider och mojligheterna kring extraktion av dessa med hjilp av mer

lattillgéngliga och kommersiella enzymer och syror.



1.1  Syfte

Denna studie har undersokt hur de mer lattillgingliga enzymerna fran tidigare studiers
enzymblandningar samt livsmedelssdkra syror paverkar brunalgen S. latissimas komplexa
polysackarider och avkastningen av sockerarter det leder till. Brunalgen donerades fran foretaget

KOBB i Géteborg som odlar och utvecklar tangprodukter.

1.2 Fragestillningar

1. Ar det mojligt att via enzymatisk hydrolys, med hjélp av kommersiella enzymer,
bryta ner tillrickligt mycket av S. lattisimas komplexa polysackarider till
monomer for att vidare kunna fermentera den till etanol med jastsvampen
Saccharomyces cerevisiae?

2. Ar det mojligt att via enzymatisk hydrolys bryta ner tillrickligt mycket av S.
latissimas komplexa polysackarider for att kunna fermentera till etanol med hjilp
av kommersiella enzymer?

3. Kan man hydrolysera nog med tillgéngligt socker for att ga vidare till jdsning med

hjélp av éttiksyra eller citronsyra?



1.3 Avgrinsningar

- Denna studie anvidnder enbart utav en art av brunalger, sockertang (Saccharina

latissima), fran en leverantor.

- Levererad tdng kom redan blancherad och inlagd 1 saltlag, vilket kan ha péverkat den

tidigare kénda struktur och innehéll av S. latissima.

- Studien anvinder sig av bifogad specifikation gillande vatvikt/torrvikt av proven vilket i

verkligheten kan variera mellan proven.

- I studien analyseras inte innehdll av makrodmnen i proven utan utgar frén tidigare

litteraturstudier.

- Studiens kvalitet pdverkades av begréinsad tid via till exempel brist pé triplikat.
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3 Bakgrund och motivation

3.1 Brunalger

Brunalger ér en grupp av alger som tillhor divisionen Phaeophyta. De ér vanligt forekommande 1
havet och dr kdnda for sin bruna farg, vilket beror pa pigmentet fucoxantin. Denna grupp av alger
ar vanligt forekommande ldngs kustlinjer runt om 1 vérlden och spelar en viktig roll i
ekosystemen i kustndra omraden. Brunalger &r viktiga for havsmiljon pé flera sitt. De utgor
livsmiljoer och skydd for manga marina organismer. Dessutom spelar de en roll i ndringskedjan
genom att vara foda for olika djur, fran smé kraftdjur till stora havslevande dédggdjur.

Utover sitt ndringsvédrde har brunalger ockséd kommersiell anvidndning. De anvénds i
produktionen av vissa livsmedel, kosmetika, och till och med inom likemedelsindustrin.
Brunalger ér flercelliga vaxter och karaktériseras av dess antingen tradlika eller utbredda, ofta
flikiga bal. Brunalgernas celler innehaller klorofyll och xantofyllfargdmnena fukoxantin och
dioxantin, vilket &r orsaken till dess brun-guldiga farg. Dess upplagsnéring bestar av kolhydratet

laminarin och alkoholen mannitol. (Nationalencyklopedin 2024)

3.1.1 Sockertang (Saccharina latissima)

Pé Sveriges véstkust finner man det sa kallade vésterhavet som &r hem till det storre biodiversa
marina livet i Sverige och det dr hdr man kan hitta den s kallade sockertangen, eller skrappetare,
som den dven kallas. Sockertang &r en enbladig brunalg som karaktdriseras av dess utbredda
flikiga blad. Stjalken som bér bladet kan i bredd variera mellan 20 och 50 cm och kan bli upp till
2 meter ldng. Varje ar véxer ett nytt blad ut mellan stjdlken och det gamla bladet som ersétter det
forra. Sockertangen vixer pa klippor och stenar ner till sa langt som 30 meters djup.
(Nationalencyklopedin 2024)

Dessa kvalitéer ger upphov till kommersiella odlingar av brunalgerna. Den kommersiella
odlingen av brunalger har vixt markant 6ver aren, med en skérd pa 16 miljoner ton 2019.
Tangen véxer som fortast kring varen, kring 1.1 centimeter per dag, och slutar véxa i slutet av
sommaren, vilket ger kommersiella odlare ett sirskilt fonster att arbeta med. Tangen &r fést till

rep ndr den odlas istillet for att fasta sig vid stenar som vid normala fall.
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3.2 Kolhydrater

Tabell 1: Generellt néiringsvirde i brunalger samt fordjupning i kolhydraterna. Siffrorna baseras pa studie genomford av i, Y.;

Zheng.m.fl (2021)

Brunalgers naringsamnel TS% Kolhydrater %
Kolhydrater 12,2 -56 4 Alginat 18,9-66,7
Protein 43-24 Laminann 5,29 -35
Mineraler 17 - 44 Fuccoidan 394_-283
Lipider 03-45 Mannitol 24-20
Mineraler 1,3-70 Cellulosa 1-8%
Sparamnen 16-1584 mg/kg B-1,3-1,4 Glukan

Tabell 1 visar himtad generell data for ndringsinnehéllet i brunalger. Vidare kan man se

innehallet av vilka kolhydrater man kan finna och méngden av dessa.

Tabell 2: Faktiskt ndringsvirdesanalys fran foretaget KOBB utford av Eurofins. (Se bilaga 9.2)

Naringsinnehall Resultat Enhet B Matosakerhet
Vattenhalt 81,8 g/100g + 10%

Aska 14.4 g/100g +10%

Raprotein 1,08 g/100g +10%

Rafett 0,23 g/100g + 30%
Kolhydrater (beraknade) (2,49 g/100g

Enligt tabell 2 &r méngden kolhydrater i sockertangen som anvénds for analys berdknas vara
2,49g/100g vatsubstans (vs). Vattenhalten 1 proven dr 81,8% vilket leder till att torrsubstans (ts)
blir 18,2%. Det betyder att 1 18,2g ts finns det 2,49g kolhydrat, vilket ger prov som anvénts ca
13,6% kolhydrat/g ts.

3.2.1 Tillgangliga sockerarter

S. Latissima innehéller en stor médngd olika typer av socker. Enligt en studie fokuserad pd analys

av brunalgen fick de ca 50% antal socker i torrvikt. Halten paverkas av sdsongen som brunalgen

skordas (Sharma et.al., 2018).

En annan studie foreslar dven att 10% av totala kolhydraterna bestdr av cellulosa (Kraan,
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Stefan. (2012). Cellobios dr en disackarid som bestar av tvd glukosmolekyler sammanlidnkade
med en f(1—4) glykosidbindning. Det &r en produkt av cellulosahydrolys och finns i véxters
cellviggar. Glukos, en monosackarid och den mest forekommande sockerarten, &r en nyckelkélla
till energi for levande organismer och en viktig komponent av kolhydrater. Xylos é&r ett socker
som hérstammar frdn hemicellulosa och dr en vanlig bestdndsdel i véxters cellvdggar och vissa
alger. Galaktos dr en monosackarid som dr mindre s6t &n glukos och finns vanligtvis 1
mejeriprodukter, sockerbetor och gummiarter. Mannos ar en typ av socker som finns i manga
véxter och dr en byggsten i olika polysackarider, glykoproteiner och glykolipider (Showalter, A.
1993)

3.2.2 Mannitol

Mannitol dr en sex-kol sockeralkohol som forekommer naturligt i manga vaxter, bland annat
alger och tang och upptécktes ar 1806 av kemisten Joseph Louis Proust. Idag anvinds
hexaalkoholen som smakmedel, stabilisator och fortjockningsmedel med mera inom
livsmedelsindustrin (Nationalencyklopedin 2024). Dess hoga relativ sothet tillsammans med ett
lagt glykemiskt index (GI) gor den till ett populért s6tningsmedel och ar oftast syntetiskt

framstilld genom reduktion av mannos (Furugren, 2017: s223).

3.2.3 Alginat

Upp till 40 % av kolhydraterna i S. latissima bestar utav alginat, en polysackarid som
forekommer i cellvdggarna hos bruna alger och ar uppbyggd av de tvd monosackariderna
(1,4)a-D-mannuronsyra (M) och (1,4)-a-L-glukuronsyra. Vid extraktion med syror eller alkali
blir utfallet alginsyra. Alginaterna frdn brunalgernas cellviggar anvénds som viskositetshdjare

till olika livsmedel. (Furugren, 2017: s. 287-288)

3.2.4 Laminarin

Laminarin &r en glukospolymer som bestér av (1,3),-a-D-glukan struktur med a-(1,6) grenar. Likt
mannitol dr laminarin dven en forradskolhydrat som bidrar med den storsta delen fermenterbart
socker i form av glukos (Schultze-Jena m.fl., 2022). Laminarinet dr den nist storsta kolhydraten i

S. latissima med upp till 35% innehall.
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3.3 Fermentering

Fermenterade livsmedel och drycker genomgér en process som involverar mikroorganismer eller
enzymer som medfor fordelaktiga biokemiska forédndringar och betydande fordndringar i maten.
Praktiken att fermentera mat gar tillbaka tusentals ar, med tidiga bevis funna 1 produktionen av 6l
frén korn och vin fran druvor. Denna urgamla bioteknik har utvecklats frdn naturliga processer,
dér specifika mikroorganismer valdes ut pd grund av niringstillgdng och miljoforhéllanden. Den
har utvecklats till anvéindningen av startkulturer, stamforbattring och, mer nyligen, genteknik.
Nyckelmikroorganismer som dr involverade i1 fermentering inkluderar mjolksyrabakterier, mogel
sdsom Aspergillus- och Penicillium-arter, samt jast, sdrskilt Saccharomyces-arter. Fermenterade
livsmedel 4r en bas i dieter virlden 6ver, med mejeri-, dryckes- och spannmalsprodukter som de
mest forekommande. De bidrar avsevirt till det globala matintaget, och utgoér ungefir en
tredjedel av kosten samt erbjuder betydande nédringsvérde, samtidigt som de forbattrar smak och

mangfald 1 vara matval. (Campbell-Platt, G. 1994).

3.3.2 Saccharomyces cerevisiae

Jastsvampen Saccharomyces cerevisiae, aven kallat vanlig bagerijést, dr vl undersokt och
anvands flitigt inom grundlidggande forskning om eukaryota organismer. Dess encelliga natur gor
det till ett praktiskt verktyg for att studera olika biologiska processer, da manga av dessa
processer dr liknande hos andra eukaryoter. Dessutom ér jésten enkel att manipulera genetiskt.
Utover dess anviandning i forskning har Saccharomyces cerevisiae dven en lang historia av
anviandning inom olika bioteknologiska tillampningar, tack vare dess formaga att jisa och
producera alkohol och koldioxid, samt dess formaga att klara av ogynnsamma forhallanden.
Denna jastsvamp ar sarskilt viktig inom livsmedels- och dryckesindustrin, inklusive
vinproduktion (Li m.fl., 2021). En mojlighet finns att mannitolet inte kommer paverkas av
jastsvampen dé den saknar enzymerna som behdvs trots att den dr den vanligaste anvénda jasten
for etanolproduktion, saknar laminarin, vilket gor att den inte kan anvénda sig av mannitol

(Hreggvidsson m.fl., 2020).
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3.4 Hydrolys

Hydrolys innebir sonderdelning genom reaktion med vatten och dr en véldigt vanlig metod av
reaktion i livsmedelskemi.

Tva typer av hydrolys som anvinds i arbetet for extrahering av sockerarter dr enzymatisk och
syrhydrolys. Det dr en process inom livsmedelskemi som bryter ner makromolekyler till mindre
molekyler och, i detta arbete, polysackarider till oligo-, di- och monosackarider. Hydrolys
fungerar ofta som ett kritiskt mellansteg mellan mekanisk behandling och fermentering, déir den
mekaniska behandlingen tillgingliggdr ytor for att hydrolysen ska kunna frigéra komponenter

for att fermenteringen ska effektiviseras.

3.4.1 Enzymatisk hydrolys

En studie av J. Lamb m.fl lyckades utvinna 9.18 + 1.21 g/l socker med hjélp av en
“enzymblandning” bestdende av ett stort urval av enzymer, dir bland annat amylaser anvindes
(Lamb m.fl., 2018).

For att ta reda pa hur mycket socker man kan utvinna med hjélp av enbart amylaser som
vanligtvis anvinds vid bryggning sa har foljande enzymer valts att anvéindas utan de andra i

enzymblandningen.

3.4.1.1 p-Amylas fran vete

B-Amylas anvénds for att bryta ner a-bundna polysackarider, sdsom starkelse och glykogen,
genom att hydrolysera a-bindningar. Det har anvints 1 olika vaxtforskningar, Dessutom har
B-amylas frdn korn anvénts for att undersdka paverkan av tryck och temperatur pé katalytisk
aktivitet. Detta enzym bryter ner naturliga substrat som stirkelse och glykogen till glukos och
maltos genom att hydrolysera a-(1,4) glukanbindningarna i polysackarider som bestar av tre eller
fler a-(1,4) bundna D-glukosenheter. En ren, kristallin B-amylasberedning bestar av fyra
isoenzymer med olika isoelektriska punkter. Enzymet polymeriseras mycket snabbt genom

sulthydrylgrupper i avsaknad av reducerande medel. Aktiviteten hos enzymet kan aterstéllas
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genom att anvdnda reducerande medel sdsom merkaptoetanol eller ditiotreitol, medan dess
polymerisation och aktivitet kan himmas av p-klormerkuribensoat.
Detta enzym valdes med bakgrunden av dess nedbrytning av glykogen till glycos, men

ocksa dess breda tillganglighet 1 handeln (Sigmaaldrich 2024).

3.4.1.2 a-Amylase fran Bacillus licheniformis

a-Amylas, ett medlem av endo-amylasfamiljen, har en molekylvikt pa 57,6 kDa och bestar av tre
funktionella doméner mérkta A, B och C. Domén A har en (/o) 8-struktur och dr den storsta
doménen, medan domén B é&r ansluten till domdn A genom en disulfidbindning och é&r
positionerad mellan domédnerna A och C. Domin C bestar av -blad och &r lankad till domén A
via en polypeptidkedja. a-Amylas anvinds for att bryta ned a-bindningar av a-ldnkade
polysackarider som stérkelse och glykogen. Produkt A3403 kommer frdn Bacillus licheniformis
och faller under typ XII-A. Den katalyserar hydrolys av a-(1,4) glukanbindningar inom
polysackarider som bestar av tre eller fler a-(1,4) linkade D-glukosenheter, vilket resulterar 1
nedbrytning av naturliga substrat som stirkelse och glykogen till glukos och maltos.

Detta enzym valdes med bakgrunden av dess forméga att bland annat bryta ner
o-bindningar av a-linkade polysackarider. Aven detta enzym togs in med kommersiell

tillganglighet 1 atanke (Sigmaaldrich 2024).

3.4.1.3 Amyloglucosidas fran Aspergillus niger

Amyloglukosidas, ett enzym som produceras av olika arter inom Aspergillus-slaktet, dr ként for
sin formaga att omvandla stirkelse till dextriner och glukos. Genom immobilisering kan dess
stabilitet forbéttras. Amyloglukosidas fran Aspergillus niger har anvénts vid in vitro-digestioner
och utvinning av kostfiber frdn quinoa och amarant. Detta enzym kan bryta ner olika
glukosidbindningar i oligosackarider. Inom stérkelsebearbetningsindustrin anvénds det for
kommersiell produktion av D-glukos fran majssirap. I detta arbete har den fradmst applicerats for
att omvandla stéirkelsen glykos. Aven hir har tanken lagts pa den komersiella tillgingligheten

(Sigmaaldrich 2024)
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3.4.2 Syrhydrolys

Syrhydrolysen &r en starkare metod av hydrolys, dir man med anvénder sig av hog virme med
autoklavering (121°C) och syror. Syrornas vitejoner attackerar kedjorna i polysackariderna

vilket tillater vattenmolekyler att inta dess plats, vilket bryter kedjorna till mindre byggstenar.

3.4.2 Bioetanol

Forskning av utvinningen av sockerarter och fermentering av S. latissima gér 1 huvudsak ut pa att
finna optimalt utvinning av bioetanol och 1 huvudsak biobrénsle. For att géra detta anvinds
starka syror for syrhydrolys som svavelsyra, genetiskt manipulerade enzymer av till exempel
alginate lyase, mannitol dehydrogenase. Dessa metoder kan bdde kombineras eller anvdndas
separat for resultat. Argument for varfor biobrédnsle gjort pa sjogrés kan leda till en cirkuldr
forbrukning av CO2 gors da sjogras tar upp stora méngder CO2 under odlingen (Out of the Blue,

u.a.).

3.5 Analyser och berikningar

3.5.1 HPLC (Hogpresterande vitskekromatografi)

Analyser av tillgdngligt socker utférdes av en HPLC. HPLC separerar &mnen i ett prov genom att
dessa fordelas mellan en mobil fas (vétskan som ror sig) och en stationér fas (material 1
kolonnen). Molekylerna i provroret ror sig olika snabbt genom den stationdra fasen beroende pa
deras kemiska struktur. Detta gor att det elueras vid olika tidpunkter. Genom detta separeras de
olika komponenterna i provet.

Efter att komponenterna passerat kolonnen detekteras de av en detektor. Signalerna fran
detektorn omvandlas och registreras av ett datorsystem som visar dem som ett kromatogram.
Efter detektorn kan mobilfasen ledas vidare till ytterligare detektorer, en enhet for att samla

fraktioner eller till avfall.
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3.5.2 Berikningar

For att rdkna ut korrekt mingd syra att tillsétta till varje slurry behovs koncentration och densitet
tas hdnsyn till. Varje slurry ska ha 3% koncentration av separata syror i 100ml slurry.
Cl1, C2 och V2 ér kénda.
Genom ekvationen C1 x V1 = C2 x V2 sa behover V1 riknas ut.
V1=(C2xV2)/C1
Densitet (p) dr ocksa kind och man kan da f& ut V1 / p for faktisk méngd att tillsétta.

For att rdkna ut hur mycket av ts som reagerade pé syrhydrolysen behover faktisk provméngd
(10g/200ml) omvandlas till g/1, sedan anvénds virdena fran tabell 2 for att bestimma g
kolhydrat/kg.

Om m = C x V och man forst vill 4 ut g/g blir ekvationen:

m=(CxV)/10 och kg/g=(C xV)/10) x 1000

D4 mingd kolhydrater/g ér 13% é&ndras m till 10 g = 0,13 x 10 = 1.3 D& kan man dven ridkna ut
méngd kolhydrat med f6ljande ekvation:

m/g kolhydrat =m /1.3 och

g/kg kolhydrat = (m / 1.3) x 1000
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4  Material & metod

4.1 8. latissima

40 kg blancherad S.latissima 1 70% saltlag donerades av foretaget Kobb som 1 sin tur odlat och
skordat det fran Sveriges vistkust. Brunalgen skordades fran Sveriges vistkust varen 2023 och

blancheras innan forvaring 1 saltlag.

4.2 Provberedning av enzymatisk hydrolys

4.2.1 8. latissima

Sockertangen desalinerades och tvittades genom att placeras i1 hinkar fyllda med 5000g
avjoniserat vatten dér de fick std i 24 timmar fyra génger. Detta gjordes for att utnyttja det
fysikaliska fenomenet “osmos”, vilket gar ut pd att finna en balans mellan cellvdggens inre och
yttre amneshalt. D4 cellerna innehdll hoga halter av salt fran saltlakningen uppstod ett osmotiskt
tryck vilket tryckte ut saltet fran cellerna och ut i omgivande vatten for att forsoka skapa en
osmotisk jamvikt. Salthalten 1 vattnet avléstes efter varje tvitt med en konduktivitetsmétare
(Lovibond SensoDirect Con110) till en godkdnd halt millisiemen/cm. Salt kan himma jastens
aktivitet eller tillvaxt, vilket kan paverka jdsningsprocessen negativt. Forekomsten av salt kan
minska jdstens effektivitet och leda till en ldngre jdsningsperiod eller till och med stoppa
jasningsprocessen helt. Detta genom att saltet skapar en hypertonisk miljo som drar ut vattnet ur
jéstcellerna, vilket minskar deras metaboliska aktivitet. Aven jonbalansen och enzymaktiviteten i
jastcellerna kan paverkas om salthalten ar for hog.

Darefter torkades tangen i en varmluftsugn pa 50°C i 72h och mixades dérefter till en

semipulveriserad substans for att underlitta hydrolys och fermentering.

Material: Plastbehéllare 10L. Fin- sil 20cm. Konduktivitetsmétare (Lovibond SensoDirect

Con110). Folieform 20cm. Varmluftsugn (Memmert). Matprocessor (robot coupe R 302 v.v)
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4.2.2 Enzymering

Trippelprov utfordes pa samtliga prov.

Enzymerna a-Amylas (A3403), amyloglucosidase (A7095) och b-amylas (A7130) anvéndes
under hydrolysen (Sigma Aldrich, Tyskland).

Tre slurrys pa 10g S. latissima i torrvikt blandades med 990 ml avjoniserat vatten till en 1:100
spadning med for att fa en viskos konsistens. pH-vérde avlastes till 7.5, 7.8 och 7.8. Slurryns
pH-virde balanserades med hjélp av en 1,495 mol/L svavelsyra for att fa ett pH pd 6.9 for
a-Amylas optimala effekt.

Blandningarna rérdes om med hjélp av en Heto-agro overhead stirrer pa 300 rpm i 20°C
temperatur 1 2 timmar. Prov togs efterat for att analysera tillgdngliga sockerarter. pH sénktes
vidare till 5,6, 5,6 och 5,3 i ett 65°C tempererat vattenbad. Amyloglucosidase tillsattes och
rordes om pa 300 rpm i tva timmar. Efter provtagning kyldes blandningar ner aterigen till 20°C

och pH sénktes ytterligare till 4,8, 4,7 och 4,8 och b-amylas tillsattes under omrorning.

Material: a-Amylas (A3403 Sigma Aldrich, Tyskland), Amyloglucosidase (A7095 Sigma
Aldrich, Tyskland), a-amylas (A7130 Sigma Aldrich, Tyskland), Vattenbad (Heto Lab

Equipment. Danmark),

4.2.3 HPLC-Analys av tillgingligt socker

2ml enzymerad slurry dverfordes till mikrocentrifugtuber som sedan centrifugerades i 5 min, 130
rpm. 0,5 ml av supernatanten filtrerades dérefter genom 0.22pum sterilfilter till 2ml-HPLC-vialer
for analys. Proverna jamfordes sedan med 2 ml standardlosning for att jaimfora mangder av
sockerarterna cellobiose, glukos, xylos, galaktos, arabinos och mannos som blivit tillgdngliga

fran enzymatiska hydrolysen.

Material: 2ml Mikrocentrifugtuber (Corning Costar) Centrifug (Eppendorf Minispin),
HPLC-analysator (Shimadzu, Japan)

4.3 Provberedning av syrhydrolys

For provberedning och analys anvidnds metoder beskrivna av Maria Cristina Ravanal et.al som

grund (Ravanal et, al, 2017).



4.3.1 Uppviagning och spadning av syror
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For utforandet av syrhydrolys anvdndes 100ml slurry syrorna svavelsyra, dttiksyra och citronsyra

med 3% koncentration.

Tabell 3: Berdkning av hur stor méngd syra i 100 ml som krévs for att na 3%-ig koncentration samt faktisk méangd tillsatt med

ekvation fran 3.6.2

Densitet p 3% i 100ml (g) [Mangd behovd Faktisk mangd:
Syra (g/ml) (3ml/ %) (p/g)=(ml) (ml)
Svavelsyra, H2504
(95%) 1.84 3.16 1.72 1.76
Attiksyra, C6H807
(99.8%) 1.54 3.00 1.95 2.05
Citronsyra,
CH3COOH (100%) 1.004 3.00 3.01 3.01

Tabell 3 visar hur liten méngd av vardera syra som behdvde tillsdttas i 100ml vatten for att fa ut

en 3%-1g koncentration. I svavelsyrans fall var det:

0.95xV1=0.03 x 100

3=0.95v1

V1=3/0.95 =3.16
3.16/1.84 = 1.62

4.3.2 Tillsdttning av syror

Syrorna vigdes upp och tillsattes under omrorning tillsammans med 200ml av slurry 1 500ml

glasflaskor dmnade for autoklavering. Flaskorna placerades i autoklav i 1h pa 121°C, 101.6 kPa.

Proverna spiaddes vidare med 100 ml for en mer hanterbar viskositet och forbereddes sedan for

HPLC-analys (se 4.2.3).
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Material: Svavelsyra (95%), Attiksyra (99.8%), Citronsyra (100%), Analysvig (Avantor ), 500ml
glasflaskor,

4.4 Fermentering

Efter att produkt har funnits i saltsyra- och citronsyraslurrys kan fermentering paborjas. pH
regleras fran 2.7 respektive 3 till 4.8 resp 4.9 med pH-métare och 10% NaOH. Nér slurrys nétt
onskat pH tillsitts 1g S. Cerevisae till vardera e-kolv med 200 ml slurry 1.

Dessa placeras sedan i en temperaturkontrollerad inkubator pad 30°C under omrorning i 48

timmar.

Material: pH-métare (Hi-2020 Edge Hybrid Multiparameter PH-meter, Hanna instruments), 10%
NaOH, 2st 500ml E-kolv, jasror med sugror.

4.4.1 HPLC-analys for etanol
Efter 24 samt 48 timmar togs ett trippelprov av vardera slurry. 2ml av proverna centrifugerades
och supernatanten genomgick filtrering genom 0.22um sterilfilter. 0,5ml fylldes 1 vialer for

HPLC-analys for etanol.

Material: 2ml Mikrocentrifugtuber (Corning Costar) Centrifug (Eppendorf Minispin)
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5 Resultat

5.1 Tillgingligt socker fran enzymatisk hydrolys

Resultaten fran HPLC-analys visade inte tillgdngligt socker. Enzymerna bevisades otillrackliga

for att klippa polysackaridkedjorna i S. latissima.

5.2 Socker fran syrhydrolys
I figur 1 visas sockerarterna som detekterades av HPLC-analysen fran 10g S. latissima 1 200 ml

slurry och behandlats med 3%-ig éttiksyra, svavelsyra och citronsyra. Halterna visas i g/I.

Mangd tillgangliga sockerarter
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mAttiksyra @ Svavelsyra  m Citronsyra
Figur 1: Mdngd tillgdngliga sockerarter efter syrhydrolys i g/l

5.2.2 Attiksyra

Figur 2 visar resultaten av syrhydrolys med 3% attiksyra. Den minimala mangden glukos bevisar

metoden vara den med minst avkastning av de tre.
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Hydrolys med 3% Attiksyra

g/l av tillgangliga sockerarter
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m Attiksyra
Figur 2: Mdngd tillgingliga sockerarter fran hydrolys med 3% dttiksyra

Tabell 4: Mcngd sockerarter utvunna av dttiksyra fran figur 2

Cellobios Glukos Xylos Galaktos Arabinos Mannos
0,33gl/l 0,029/l 0 0,029/l 0,139/l 0,039/l

5.2.3 Svavelsyra

Hydrolysen med svavelsyra dr den vanligaste metoden och den med bést avkastning med hogst varde av

glukos av de tre syrorna.

Hydrolys med 3% Svavelsyra
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Figur 3: Mdngd tillgdngliga sockerarter fran hydrolys med 3% svavelsyra



Tabell 5 Mdngd sockerarter avkastade fran svavelsyra fran figur 3
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Cellobios Glukos Xylos Galaktos Arabinos Mannos
0,29/l 0,429/l 0,299/l 0,369/l 0,02g/l
Tabell 6: Resultat for svavelsyra frin utrikningarna anvinda fin 3.6.2

Svavelsyra glg ts g/kg ts g/g kolhydrat |g/kg kolhydrat
Cellobios 0,0042 4,2 0,032 32

Glukos 0,0084 8,4 0,064 64

Xylos 0,0058 5,8 0,044 44
Arabinos 0,0072 7,2 0,055 55

Tabell 6 visar hur mycket gram av sockerarterna som avkastats per gram ts, samt per gram kolhydrat fran

hydrolys med svavelsyra.

5.2.4 Citronsyra

HPLC-analysen frén slurryn med citronsyra visar en nagot lagre avkastning av sockerarter dn

svavelsyra.
Hydrolys med 3% Citronsyra
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Figur 4: Mdangd tillgdangliga sockerarter fran hydrolys med 3% citronsyra
Tabell 7: Miingd sockerarter utvunna med citronsyra fin figur 4
Cellobios Glukos Xylos Galaktos Arabinos Mannos
0,174l 0,374/l 0,069/l 0,15¢/l 0,524/ 0,044/




Tabell 8: Resultat fran utrdkningarna anvinda fran 3.6.2

Citronsyra glg ts glkg ts g/g kolhydrat |g/kg kolhydrat
Cellobios 0,0034 34 0,026 26
Glukos 0,0072 7,2 0,055 55
Xylos 0,0012 1,2 0,09 9
Arabinos 0,0102 10,2 0,078 55

Tabell 8 visar hur mycket gram av sockerarterna som avkastats per gram ts, samt per gram

kolhydrat fran hydrolys med citronsyra.

Tabell 9: Skillnaden pa svavelsyra och citronsyra frdn tabell 8
Tot g/kg ts tot g/kg kolhydrat

Svavelsyra 25,6 195
Citronsyra 22 145
Diff. 3,6 50

Tabell 9 visar differensen mellan totalt socker avkastat mellan svavelsyra och citronsyra och

visar pa en relativt liten skillnad.

5.3 Etanol

HPLC-analys visade ingen indikation av etanol. (Se bilaga 9.1)
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5.3.1 Glycerol

Figur 5 visar att HPLC-analys visade avkast av liten méngd glycerol efter 24h av fermentering.
Svavelsyran (H2S04) visade ett medelvarde pd 0,0415g/1 och citronsyran (C6H80O7) ett
medelvirde pa 0,0375g/1.

Glycerol

0,05
0,045
0,035

0,03
0,025

0,02
0,015
0,01

0,005

gfl av Glycerol

1
Glycerol

mH2504 24h = CEBHA0T 24h

Figur 5: Medelvdrde av médngd g/l glycerol utvinnet fran 24 timmars fermentering av syrhydrolyserad slurry med svavelsyra och

slurry med citronsyra med med hjdlp av jdstsvampen S. cerevisiae
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6 Diskussion

Resultatet av véra tva olika typer av hydrolys kom tillbaka med bade positiva och negativa

resultat.

6.1 Enzymatisk hydrolys

Valet for enzymer fOr att besvara frdgan om det “dr mojligt att via enzymatisk hydrolys bryta ner
tillrackligt mycket av S. latissimas komplexa polysackarider for att kunna fermentera ned till
etanol med hjélp av kommersiella enzymer” var att ta reda pd om lattillgdngliga, ndgot billigare
enzymer som anvinds for vanlig form av bryggning, kunde anvindas till S. latissima. Resultaten
fran HPLC-analysen visade inga spér av socker. Anledningen till detta dr formodligen att
brunalger har for komplexa polysaccharider i cellviggarna sasom alginat och laminarin som inte
paverkades av valda enzymer.

Enzymerna som anvénds i andra studier och arbeten inkluderar ofta alginate lyase och

laminarinase, ibland med genetiska specifikationer for att klippa just dessa till monosackarider.

6.2 syrhydrolys

For att besvara fragestéillningen om man kunde anvinda sig av éttiksyra eller citronsyra valde vi
att utfora tester pa samma vis som manga andra studier vi ldst. Dessa utfordes med hjdlp av
3%-ig svavelsyra 1 autoklav pd 121 C och vi valde att ersétta svavelsyran med éttiksyra och
citronsyra i 2 av 3 forsok for att kunna jimfora med standardiserad metod.
Dessa resultaten gav bittre ett resultat in de med enzymer. Attiksyran visar en mindre avkastning
av fermenterbara sockerarter. Cellobios ér en disackarid som skulle behdva vidare enzymering
for att brytas ner till glukos. Detta skulle behdva enzymer som cellobios eller a-glukosidas.
Svavelsyran som &r den vanligaste typen av syra som anvinds vid syrhydrolys var ocksa den
som i totalen visade bist avkastning av fermenterbara sockerarter.

Dock visade citronsyra ett positivt resultat da resultaten inte blev langt ifran
svavelsyrans, som man kan se pa tabell 9, vilket ger hoppet om att citronsyra kan vara ett

potentiellt mer lattillgéngligt alternativ.
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Var tankegang vid val av syror var att densamma som enzymerna i det att syrorna skulle
vara lattillgangliga.

Teorin bakom avkastningen av glukos fran syrhydrolysen ér att det i huvudsak ar
cellulosan och hemicellulosan i1 bruntdngen som brutits ner och inte makrokomponenterna
alginat eller laminarin. Vid hydrolysen bryts cellulosans a-1,4-kedjade glukosenheter vilket
slapper fritt glukoset.

Hemicellulosan ér en polysackarid som innehaller en blandning av olika sockrar, bland
annat de som analyserats, xylos, arabinos, glukos, mannos och galaktos. Vid hydrolys bryter
syrorna ner kedjorna vilket forklarar varfor vi fick en ldsning av dessa vid HPLC-analys.
Laminarinet kan delvis ha paverkats dd det som tidigare ndmnt ar en forrddskolhydrat som
innehéller glukos och det ar darfor mdjligt att Aven denna har lyckats bli paverkad av hydrolysen.

Tabell 8 visar den faktiska mangd socker vi fick vid g/l och vérdena blev relativt hoga
med tanke pd att enbart cellulosa och hemicellulosan paverkats som bestar av ca 2-8% av totala
kolhydraterna. Man kan da pasta att vi i alla fall lyckades paverka en stor del av cellulosa i S.
latissima via var metod.

Under syrhydrolysen anvinde vi oss av autoklavering for att 6ka effektiviteten kring
nedbrytning av polysackarider. Men detta kan dven ha lett till en mindre avkastning av socker, da
tangen dven innehéller proteiner, aminosyror. Kombinationen av hdga temperaturer, aminosyror
och socker kan ha lett till en malliardreaktion som anvént sig av frigjort socker och dirmed

minskat faktisk frigjort socker.

6.3 Fermentering & etanol

Fermenteringen av sockerarterna kom dessvérre inte tillbaka med spér av etanol. Detta kan bero
pa olika saker. Vissa studier utforde avmineralisering samt sanering av tdngen genom komplexa
steg innan paborjandet av hydrolys. Anledning for detta kan vara att innehall av sirskilda
mineraler i S. latissima kan ha forstorst jastcellerna och ddrmed forhindrat fermenteringen. En
annan orsak till varfor avkastningen blev sé pass 1ag kan visas fran resultatet av glycerol fran 24h
fermentering. S. cerevisiae kan, nér utsatt for stress, av till exempel for 14ga nivéer av glukos,
borja producera huvudsakligen glycerol istéllet for etanol. Detta kan vara en forklaring till varfor

24h-proven visar nivaer av glycerol och 48h-proven saknar etanol.
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Teorin bakom utbytet av glukos till etanol 4r 0,51 x méngd glukos = etanol. Alltsd far
man 51% etanol fran méngden glukos som fermenteras. Detta betyder att vi i teorin bor ha fatt ut
ca. 0,21g/1 etanol fran svavelsyrhydrolysen och ca 0,19g/1 etanol fran citronsyrhydrolysen.

I teorin kan mannitolet ha frigjorts fran syrhydrolys och blivit tillgdngligt for vidare nedbrytning.
Det kan ocksé vara mojligt att mannitolet frigjorts men inte vidare nedbrutits under
fermenteringen d4 jastsvampen S. cerevisiae saknar enzymet laminarinase.

For att fa ut bést resultat skulle en kombination av de tvd metoderna utfoéras med en
forbehandling av syrhydrolysen uppfdljt av enzymatisk hydrolys. I vart fall &r valet av enzymer
fortfarande inte optimala for S. latissimas kolhydratsstruktur, men hade eventuellt kunnat leda till
en nagot hogre avkastning av sockerarter i slutindan. syrhydrolysen hade assisterat med att bryta
ned de mer komplexa polysackaridstrukturerna och okat kontaktytan. Darmed hade, i teorin,
enzymerna kunnat bryta ner de tillgdngliga polysackariderna och oligosackariderna som uppstatt

efterat.
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7  Slutsats

Enzymerna a-Amylas, B-Amylas och Amyloglukosidas gér inte att anvédnda enskilt for att
utvinna socker fran S. latissima via hydrolys. De behover kombineras tillsammans med mer
specifika enzymer sdsom Alginate lyases eller Laminarinase for att pdverka S. latissimas
komplexa nétverk av polysackarider i form av alginat och laminarin i cellvdggarna.

syrhydrolys med 3% koncentrerad citronsyra visade lovande resultat men lyckades bara paverka
S. latissimans cellulosa och hemicellulosa. En kombination av forbehandling med syrhydrolys
och efterbehandling med enzymatisk hydrolys hade i teorin kunnat leda till hogre avkastning.

Vidare studier behover utforas.
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9. Bilagor

9.1 Resultat for HPLC-analys fér etanol

5t1

2.1
22
23
34
3.2
3.3
441
4.2
4.3
5t

p2al 1
p2alt 1
p2al 1
p2al 1
p2al 1
p2a2 1
p2a3 1
p2ad 1
p2as 1
p2aé 1
p2al 1
p2ad 1
p2a3 1
p2a1d 1
p2at1 1
p2b1 1
pZnz 1
p2alt 1
Average
Std. Dev.
%RSD
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Acetic Arabinoge Cellobiose Ethanol Formic Furfural Glucose Glycerol HMF Lactic Levulin Succinic Xyl+Gal+Man
C h C tration G tration G tration  Ci trat C tration G tration G tration G C h C tration G trafion  Ci trati
0.5020 0.2500 0.2500 0.5050 0.2550 0.2560 0.5000 0.2520 0.2510 0.2500 0.2500 0.2510 0.2500
25077 1.2470 1.24539 25241 12764 1.2802 2.48%0 1.2618 1.2554 1.2478 1.2506 1.2538 1.2488
5.0180 2.4356 2.4965 5.0471 25544 2.5625 49990 25243 2.5085 2.4348 2.5017 25072 24353
7.5285 3.7474 3.7454 7.5632 3.8368 3.8441 7.5047 3.7915 3.7693 3.7428 3.7556 3.7658 3.7466
10,0339 49970 5151 10,1280 5.0996 5.1183 10.1080 5.0870 5.0185 49455 5.0053 5.0241 50133
0.0117 01218 0.0465 0.0483
0.0103 0.1063 0.0412 0.0451
0.0086 0.0847 0.0385 0.0444
0.0132 0.0662 0.0801 0.040% 0.0718
0.0124 0.0730 0.0389 0.0728
0.0155 0.0851 0.0347 0.0752
0.0086 0.0798
0.0083
0.0083
0.0221 0.0936 0.0280
0.0206 01014 1.1654 0.0185
0.0198 0.0767 119789
0.2394 0.2812 0.4730 0.19382 0.4780 0.2135 0.2218 0.2125 02829
5.1176 0.7298 1.351% 4.3734 1.1361 22093 3.5560 1.1148 21707 2.5362 21626 2.5604 0.9599
3.3114 1.451% 1.8340 3.9330 17455 1.9391 3.6213 1.7458 1.9545 1.8808 1.9507 1.8083 16224
744768 203.0427 135.6620 89.9299 153.6412 90.4835 101.8359 156.8045 90.0431 74.1583 90.2012 74.5303 169.0141



9.2 Analysrapport av levererad S. /atissima fran foretaget KOBB, utférd av Eurofins.
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Testkod Parameter Resultat Enhet Mato. Metodiref. Lab
LPOBU [ Vattenhalt 81.8g/100 g +10% NMKL 23 EUSELI
LPOBY [=1 Aska 14.49/100 g +10% NMEKL 173 EUSELI
LP021 &1 Raprotein enl. Kjeldahl (Nx6.25) 1.08 g/100 g +10% NMKL 6:2003 EUSELI
LW1RG [2] Réfett 0.23g/100 g +30% NMKL 160 mod. EUSELI
LP0O6Z [=1 Kolhydrater (berdaknade) 2.499/100 g (EU) nr 1169/2011 EUSELI
LP072 Bl Energivarde kJ (beraknad) 69 kJ/I100 g (EU) nr 1169/2011 EUSEL
LP072 [& Energivarde kcal (berdknad) 16 kcal/100 g (EU) nr 1169/2011 EUSELI
LWO4E NaCl ber. ur Natrium halt 126 g/100 g EUSELI
SLOAC [l Natrium Na 5000 mg/100 g +25% S5-EN IS0 17294-2:2016 /SS-EN EUSELI2

13805:2014




