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Dette hæfte Bioethanol fra alternative carbonkilder er skrevet i tilknytning til ud-
viklingsprojektet ’Hands on Biotech’ , der er støttet af Novo Nordisk Fonden. Projektet 
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Udledning af klimagasser ved afbrænding af fossilt brændstof er den væsentligste år-
sag til den globale opvarmning, der er sket gennem de sidste 60 år. Derfor undersøges 
alternative brændstoffer – herunder bioethanol, der produceres ud fra restprodukter af 
plantebiomasse ved hjælp af enzymer og gærceller. 

For at undgå sult er det vigtigt, at biomassen ikke stammer fra primære fødevarer som 
sukkerrør, majs eller tilsvarende, men derimod er restprodukter og sidestrømme fra 
fødevareproduktion. Således kan produktion af bioethanol gøres mere bæredygtig, hvis 
biomassen fx stammer fra restprodukter som halm eller madaffald, se figur 1, eller fra 
andre alternative carbonkilder som fx alger eller græs.

For at optimere produktionen af bioethanol er det nødvendigt at afprøve forskellige 
alternative carbonkilder til fremstilling af simple og forgærbare carbohydrater. Carbonkil-
derne skal nedbrydes med hydrolytiske enzymer, der spalter komplekse carbohydrater 
til mono- og oligosaccharider, som kan udnyttes af gæren. Viden om den optimale 
sammensætning af carbonkilder, enzymer og gær opnås gennem kontrollerede dyrk-
ningsforsøg i et laboratorium, der efterfølgende kan opskaleres til dyrkning i bioreaktorer.

I dette eksperiment er formålet at fremstille bioethanol ud fra forskelligt organisk affald 
med henblik på bæredygtig produktion af bioethanol. Når en velegnet carbonkilde er 
fundet, er formålet at optimere produktionen af bioethanol. Processen kan endvidere 
afprøves i en bioreaktor.

Alle eksperimenter og den tilhørende teori i ‘Hands on Biotech’ forholder sig til FN’s 
verdensmål for bæredygtig udvikling. I nærværende case bringes følgende verdensmål 
i spil, se figur 2.

Figur 2. FN-verdensmål der er relevante i forhold til eksperimentet 
‘Bioethanol fra alternative carbonkilder’.

Foto ikke  
tilgængelig.

Kan ses i den 
trykte udgave.
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Figur 1. Citrusskaller er 
et restprodukt, der kan 
anvendes til produktion 
af bioethanol.



Gær producerer ethanol ved fermentering
Til produktion af bioethanol anvendes gærsvampen Saccharomyces cerevisiae, der også 
kendes som almindelig bagegær, se figur 3. Den kan iagttages i mikroskop hvor det er 
muligt at se den lave knopskydning, se figur 4. Knopskydning er en mitotisk celledeling, 
hvor cytoplasmaet fordeles asymmetrisk mellem de to resulterende celler. Billedet i 
figur 4. er fra et elektronmikroskop, hvor cellerne efterfølgende er farvet. Knopskydning 
kan også iagttages i et almindeligt mikroskop.

Bagegær er en encellet eukaryot og heterotrof organisme, der kan leve både aerobt 
og anaerobt. Ved produktion af brød, vin, øl og bioethanol omdanner den ved anaerob 
fermentering glucose og andre monosaccharider til ethanol og carbondioxid:

C6H12O6(aq) → 2 C2H5OH(aq) + 2 CO2(g)

Processen er en bruttoreaktion, der dækker over en række deltrin, der involverer i alt 
12 enzymer i gær. (De første 10 deltrin udgør glykolysen).

Råmaterialer til produktion af bioethanol
De monosaccharider og andre mindre sukre som gærceller fermenterer til ethanol, er 
fremkommet ved enzymatisk nedbrydning af større og mere komplekse carbohydrater. 
Disse carbohydrater kan udvindes fra mange forskellige typer råmaterialer, se figur 5.

Figur 3. Almindelig bagegær er en encellet gærsvamp 
med det latinske navn Saccharomyces cerevisiae.

Figur 4. Gærceller, der laver knopskydning. 

Figur 5. Bioethanol kan 
produceres ud fra forskel-
lige råmaterialer – her 
sukkerrør, majs, appelsin-
skal og halm. Fra majs 
udnyttes typisk spindlen 
(kolbens midte uden 
kerner).

Foto ikke tilgængelig.
Kan ses i den trykte udgave.

Foto ikke tilgængelig.
Kan ses i den trykte udgave.

Foto ikke tilgængelig.
Kan ses i den trykte udgave.

8 H A N D S  O N  B I O T E C H  –  E K S P E R I M E N T  2



Sukkerrør, sukkerroer o.l. indeholder alm. sukker (sucrose), mens korn, kartofler o.l. 
indeholder carbohydratet stivelse, se figur 6.

Sucrose er et disaccharid, som er opbygget af to monosaccharider (glucose og fruc-
tose), mens stivelse er et polysaccharid, som er opbygget af mange enheder af glucose. 

Produktion af ethanol på grundlag af sukker eller stivelse kaldes for 1. generations bio-
ethanol. Da sukker og stivelse typisk indgår i basisfødevarer, er det ikke særligt bære-
dygtigt at fremstille brændstoffer ud fra disse, når der samtidig er mangel på fødevarer 
i store dele af verden. 

I eksperimentet ‘Bioethanol fra alternative carbonkilder’ ønskes det at inddrage FN’s 
verdensmål for bæredygtighed, og derfor fremstilles bioethanol på grundlag af affalds-
produkter som fx halm, pap og appelsinskaller, hvilket kaldes 2. generations bioethanol. 

Affaldsprodukter er sammensat af mange forskellige typer kemiske forbindelser. I figur 
7a og b er vist den kemiske sammensætning af hhv. tørret appelsinskal og halm.

Figur 6.  
a. Sucrose.  
b. Stivelse. 

Figur 7. Sammensæt-
ning af stoffer i a) tørret 
appelsin skal og b) halm. 
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Figur 8. Nedbrydning af kom-
plekse polysaccharider som 
cellulose, hemicellulose og 
pectin til monosaccharider.
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Det ses at appelsinskal og halm indeholder polysaccharidet cellulose samt mere kom-
plekse polysaccharider som hemicellulose, pectin og/eller lignin, se figur 8. Disse car-
bohydrater indgår i cellevægge og andre beskyttende strukturer hos alle planter (fx ved, 
stængler, skaller af frugter og frø), og især cellulosen er svært nedbrydelig. 

Uanset hvilke råmaterialer, der udnyttes til produktion af bioethanol, skal svært tilgæn-
gelige carbohydrater først frigøres og derefter nedbrydes til mono- og oligosaccharider. 
Først som monosaccharider er de anvendelige som substrater for de enzymer i gær, 
der indgår i produktionen af ethanol.

Forbehandling af råmaterialerne
Forbehandlingen af råmaterialet består i først at klippe det i småstykker og koge det 
under tryk med vand i enten sur eller basisk opløsning. Det vil sige forbehandlingen er 
både mekanisk, termisk og kemisk. Herved hydrolyseres en del af bindingerne mellem 
monosacchariderne i de svært nedbrydelige carbohydrater, og de frigøres fra materia-
lets øvrige bestanddele. En hydrolyse betyder, at bindinger brydes under optagelse af 
vand, se fx figur 10 side 12.

Enzymatisk hydrolyse
Efter den indledende varmebehandling tilsættes forskellige hydrolytiske enzymer. Figur 
8 viser polysacchariderne cellulose, hemicellulose og pectin samt strukturformlerne for 
de monosaccharider de består af.

I eksperimentet ‘Bioethanol fra alternative carbonkilder’ anvendes to forskellige enzym-
præparater fra Novozymes, som begge indeholder hydrolytiske enzymer. 

Den ene er præparatet Celluclast, der indeholder cellulaser, som katalyserer hydrolysen 
af bindinger (glycosidbindinger) mellem glucoseenheder i cellulose, se figur 9.

Figur 9. Nedbrydning 
af cellulose ved hjælp 
af cellulaser.
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Der findes tre hovedtyper af cellulaser (hydrolaser) i præparatet:
n Endocellulaser (endoglucanase), der angriber tilfældige steder i molekylet og 

nedbryder det til kortere kæder.
n Exocellulaser (cellobiohydrolaser), der bryder bindinger mellem glucoseenheder 

der sidder fra to til fire enheder fra ender, der er blevet dannet vha. endocellu-
laserne. Ved nedbrydningen dannes tetrasaccharider eller disaccharider (cello-
biose).

n Cellobiaser (β-glucosidaser), der hydrolyserer exocellulaseprodukterne til mono-
saccharidet glucose.

Figur 10 viser en hydrolyse af cellobiose.

Det andet enzympræparat der anvendes, kaldes Viscozyme. Det indeholder en blanding 
af en lang række enzymer, der samlet kan kaldes carbohydraser. Det vil sige at det er 
hydrolaser der hydrolyserer carbohydrater. Bl.a. indeholder Viscozyme forskellige he-
micellulaser og pectinaser der gør det muligt at få nedbrudt hemicellulose og pectin. 
Det er dog ikke alle monosaccharider fra hemicellulose og pectin, der kan fermenteres 
af bagegær. 

For at undersøge effekten af de hydrolytiske enzymer måles der i eksperimentet specifikt 
på frigivelsen af glucose. Koncentrationen af glucose måles ved hjælp af et glucometer 
og brug af glucosesticks. Ved en passende koncentration af glucose tilsættes gær så 
den anaerobe fremstilling af ethanol påbegyndes.

Ethanolbestemmelse
Efter gærcellernes fermentering af anvendelige monosaccharider kan koncentrationen 
af ethanol i opløsningen bestemmes ved hjælp af spektrofotometri. 

I tilknytning til den spektrofotometriske måling udføres et assay, det vil sige en analy-
tisk procedure, der gør bestemmelse af ethanolindholdet mulig. En prøve af den fer-
menterede blanding tilsættes enzymerne alkohol-dehydrogenase (ADH) og aldehyd-
dehydrogenase (Al-DH) samt coenzymet NAD+.

Ethanol i prøven vil oxideres til ethansyre i to enzymatisk katalyserede reaktioner. Den 
første reaktion katalyseres af enzymet alkohol-dehydrogenase (ADH):

 ADH
CH3CH2OH(aq) + NAD+(aq)  CH3CHO(aq) + NADH(aq) + H+(aq)
 Ethanol  Ethanal

Figur 10. Hydrolyse af disaccharidet cellobiose til to glucosemolekyler under optagelse af vand.
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Det ses, at ethanol afgiver 2 H-atomer og oxideres derved til aldehydet ethanal samtidig 
med at coenzymet NAD+ reduceres til NADH.

Da ligevægten for reaktionen ligger langt til venstre, er der brug for en reaktion mere til 
at drive reaktionen til højre, så produktet NADH kan måles og bruges som et udtryk for 
koncentrationen af ethanol. Derfor er der også tilsat enzymet aldehyd-dehydrogenase 
(Al-DH), der katalyserer reaktion nummer to:

 Al-DH

CH3CHO(aq) + NAD+(aq) + H2O(l) ⟶ CH3COOH(aq) + NADH(aq) + H+(aq)
 Ethanal  Ethansyre

Her ses det, at ethanal oxideres videre til ethansyre ved hjælp af NAD+ i en fuldstændig 
reaktion.

Ved begge reaktioner dannes NADH, og den relative koncentration af denne kemiske 
forbindelse kan bestemmes spektrofotometrisk, idet NADH har absorptionsmaksimum 
ved 340 nm. 

Figur 11 viser resultater fra måling af absorbans af NADH ved 340 nm i en prøveopløs-
ning med ethanol tilsat reagenser fra assay til tiden 0.

Ved at anvende en standardopløsning med et kendt indhold af ethanol (5 g/L) findes 
sammenhængen mellem absorbans af NADH og koncentration af ethanol. 
De nærmere detaljer for beregning af koncentrationen af ethanol er vist i vejledningen 
til eksperimentet.

Figur 11. Resultater af måling 
af absorbans af NADH ved 
340 nm i prøve med ethanol 
tilsat NAD+, ADH og Al-DH.
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Anvendelse af bioreaktor
Hvis gærceller skal dyrkes under helt veldefinerede vækstbetingelser i et laboratorium, 
kan der anvendes en bioreaktor, der også kan kaldes en fermentor, se figur 12 side 14. 

I bioreaktoren kontrolleres temperatur, pH, opløst ilt og omrøringshastighed. Koncentra-
tionen af næringsstofferne i vækstmediet bestemmes fra processens start, og kontrol-
leres undervejs i processen ved at udtage prøver og foretage offline måling fx af letom-
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sættelige monosaccharider. Samtidigt bestemmes cellebiomasse og koncentrationen 
af det ønskede produkt. Bioreaktoren steriliseres før podning med celler og efter brug. 
Til industrielle storskala-fermenteringer kan en bioreaktor have et volumen på op til 
hundredtusinde liter og have en højde på to etager afhængigt af, hvad der skal fremstilles. 

De næringsstoffer der tilsættes, kaldes substrater. Gærcellerne omdanner substrater 
til cellebiomasse, varme og produkter, som følge af deres metabolisme (stofskifte). De 
dannede metabolitter kan være primære eller sekundære. Primære metabolitter dannes 
i forbindelse med det primære stofskifte ligesom ethanol (der fungerer som ekstern 
elektronacceptor, fordi der ikke er dioxygen til stede). 

Følges en vækstkurve for mikroorganismen, ses det, at de primære metabolitter dannes 
samtidig med at mikroorganismerne vokser og danner nye celler, det vil sige især i den 
eksponentielle vækstfase, se figur 13. 

Produktet i en industriel bioproces kan være selve mikroorganismen så som bagegær, 
eller en metabolit som ethanol eller et antibiotikum.
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Figur 13. Dannelse af biomasse 
og primære metabolitter i den 
eksponentielle vækstfase. 

Figur 12. En bioreaktor 
i et laboratorium.

Foto ikke tilgængelig.
Kan ses i den trykte udgave.
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Bioethanol fra  
alternative carbonkilder

E K S P E R I M E N T  2

Formål
I denne øvelse er formålet at fremstille bioethanol ud fra organisk affald med henblik 
på bæredygtig produktion af bioethanol. Når en velegnet carbonkilde er fundet, er 
formålet at optimere produktionen af bioethanol. Processen kan endvidere afprøves i 
en bioreaktor.

Flow
Øvelsen har følgende flow og tidsforbrug, se figur 14:
n DEL A – Forbehandling af affaldsmateriale (autoklavering) (90 min)
n DEL B – Enzymatisk hydrolyse (klargøring 90 min + procesforløb 4 dage)
n DEL C – Fermentering (klargøring 90 min + procesforløb 1 dag)
n DEL D – Ethanolbestemmelse (90 min)

Figur 14. Flowdiagram for fremstilling af bioethanol.
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DEL A – Forbehandling af substrat (autoklavering)

Formålet med DEL A er at lave en mekanisk forbehandling og dernæst frigøre kom-
plekse carbohydrater i de valgte affaldsmaterialer vha. kogning under tryk.

Ved kogning under tryk opnås en højere kogetemperatur end 100 oC, og derved gøres 
carbohydraterne tilgængelige for enzymer. Den høje temperatur medvirker også til, at 
der undgås kontaminering ved at dræbe mikroorganismer, som er på affaldsmaterialerne.

Materialer
n Vægt
n Substrat, hvilket er organisk affald efter eget valg, fx pap eller appelsinskaller
n Sakse, knive o.l. 
n Demineraliseret vand
n BlueCap-flasker med låg (500 mL)
n 4 M NaOH 
n pH-elektrode og pH-meter eller pH-strips
n Autoklave
n Måleglas

Fremgangsmåde
1. Mekanisk forbehandling: Klip/skær 20 g organisk affalds-

materiale i småstykker, så småt som muligt, se figur 15.
2. Brug 11 g fint skåret affald til at finde vandindholdet. 

Hvordan vil du gøre det? 
3. Fremstil en citronsyrebuffer ved at tilsætte 6 g citron syre 

til 300 mL demineraliseret vand i en 500 mL BlueCap-
flaske. Justér pH til 5 med 4 M NaOH.

4. Tilsæt 9 g finskåret affaldsmateriale.
5. Skru låget løst på BlueCap-flaskerne, og autoklavér  

i 20 min ved 121 oC og 1 atm overtryk, se figur 16.

Figur 15. Appelsinskaller 
klippet småstykker.

Figur 16. Affaldsmateriale, appelsinskal og pap i citronsyrebuffer a) før og b) efter autoklavering.

a b
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DEL B – Enzymatisk hydrolyse

Formålet med DEL B er at nedbryde komplekse carbohydrater til forgærbare sukre, 
der kan udnyttes af gær til produktion af bioethanol. 

Materialer
n Autoklaveret, finsnittet affaldsmateriale fra DEL A
n Mikropipette + spidser (100-1000 µL)
n Enzympræparater:

n Celluclast (50,4 U) – Nedbryder cellulose til glucose, cellobiose og længere 
oligosaccharider

n Viscozyme (30 U) – Blanding af mange forskellige carbohydraser
n AKKU-CHEK glucose måleapparat + tilhørende teststrimler
n Sprøjte (1 mL)
n Sprøjtefilter (0,22 µm) 
n Parafilm
n Eppendorfrør
n Engangspipetter 
n Varmeskab/vandbad
n Vortex
n Handsker

Fremgangsmåde
1. Enzymbehandling:  

Tilsæt 360 µL Celluclast til prøven fra DEL A (Enzymaktivitet: 50,4 U)  
Tilsæt 1500 µL Viscozyme (30 U).

2. Glucosemåling: 
Fremstil gerne en 5 mM glucoseopløsning som standard til kontrol af gluco-
meteret. 

3. Omrør BlueCap-flaskens indhold i ca. 3 min, og udtag 500 µL til glucosemåling i 
Eppendorfrør (dag 0). 

4. Tag stemplet ud af en 1 mL sprøjte og påsæt sprøjtefilter. Ryst/vortex de udtagne 
500 µL og sug det op med en engangspipette. Herefter overføres de 500 µL til 
sprøjten med sprøjtefilteret. 

5. Pres forsigtigt væsken gennem sprøjtefilteret på parafilm, så en dråbe fremkom-
mer (se figur 17). 

6. Sæt en strip i bunden af glucometeret – den gule linje skal pege ud og vent til der 
står ‘tilfør dråbe’ . 
Note: Vær forsigtig med ikke at røre toppen af teststrimlen med fingrene, bær 
eventuelt handsker. 

7. Teststrimmelen skal forsigtigt røre ved dråben og fjernes hurtigt igen (se figur 18). 
(Målingen skulle gerne være 0 eller lidt over, så ingen panik hvis ikke glucomete-
ret kan måle noget.)

8. Reaktionsblandingen stilles ved 50°C (varmeskab/vandbad) i 4 døgn.  
Ryst blandingen så ofte som muligt og mindst en gang om dagen.

Figur 17. Sprøjte med 
sprøjtefilter. 

Figur 18. Glucosemåling 
med glucometer. 
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9. Glucosemåling gentages hver dag i 4 dage med en fortynding på 10X – eller må-
les bare på dag 4 (udtag 100 µL prøve, og fortynd 10 gange ved at tilsætte 900 µL 
demineraliseret vand – husk at omrøre substratet i 3 min inden prøve udtages, og 
ryst/vortex lige inden måling. Hvis substratet er meget grumset efter omrøring, 
bør man lade det sedimentere en smule inden prøven udtages med pipette).

Efterbehandling
1. Afbild glucosekoncentrationen som funktion af tiden.
2. Indsæt en tendenslinje, og angiv den gennemsnitlige produktion af glucose  

pr. dag.
3. Sammenlign resultaterne for de forskellige affaldsmaterialer. Hvilket materiale  

giver den højeste produktion af glucose?
4. Beregn udbyttet af glucose pr. tørstofmasse af affaldsmaterialet.

DEL C – Fermentering

Formålet med DEL C er at fermentere de frigivne forgærbare sukre til bioethanol ved 
hjælp af bagegær Saccharomyces cerevisiae. 

Materialer pr. gruppe
n BlueCap-flaske med det hydrolyserede affaldsmateriale fra DEL B
n AKKU-CHEK glucometer + tilhørende teststrimler
n Gærekstrakt (bidrager med grundstofferne N, C og S samt de vigtigste spor-

stoffer)
n Frisk bagegær
n Vægt
n BlueCap-flaske (250mL)
n Låg til BlueCap-flaske med slange og sort ventil eller prop med slange
n Bægerglas (200 mL)
n Måleglas (50 mL)
n Sprøjte (1 mL)
n Sprøjtefilter (0,22 µm) 
n Kaffefilter eller vakuum filtreringssystem (0,45 µm filter)

Fremgangsmåde
1. Mål glucosekoncentrationen (mmol/L) i BlueCap-flasken på dag 4, som beskre-

vet i DEL B. 
2. Filtrer substratet gennem fx et kaffefilter eller med vakuum filtreringssystem  

(0,45 µm filter) og opsaml det flydende substrat (ca. 250 mL) i en 250 mL 
BlueCap-flaske. 
Note: Filtrer lidt substrat ad gangen, og udskift filter ved tilstopning.
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Gæring 
1. Tilsæt 0,5 g gærekstrakt til det enzymatisk nedbrudte substrat.
2. Udtag 1 mL af det nedbrudte substrat, og overfør dette til et 

 Eppendorfrør, som skal anvendes i DEL D. Dette er prøven før 
gæring. 

3. Tilsæt 5 g gær, og opløs det i substratet.
4. Vej BlueCap-flasken uden låg med substrat og gær, og notér 

 resultatet i skema 2 side 20.
5. Påsæt låg med slange og ventil til BlueCap-flasken med substra-

tet. Sørg for at den sorte ventil er åben (vender lodret), se figur 19. 
6. Måleglasset fyldes med vand og anbringes omvendt i bæger-

glassene (slangen fra BlueCap-flasken skal gå op i måleglasset). 
Se ligeledes figur 19.

7. Notér vandstanden i måleglasset fra start.
8. Sæt opstillingen ved stuetemperatur. 
9. Gæringen kan følges ved at se på CO2-dannelsen – hvordan vil du gøre det?
10. Følg derefter CO2-dannelsen ved den fremgangsmåde, du har fundet frem til 

under punkt 9, samt ved at afveje BlueCap-flasken uden låg næste dag/lektion. 
Notér resultaterne i skema 2. 

Efterbehandling
1. Hvad er et sporstof, og hvad bruger cellen det til?
2. Beregn massen af glucose i flasken fra dag 4. Opskriv resultaterne i skema 1.
3. Beregn stofmængden af glucose og derefter massen ud fra den målte koncen-

tration med glucometeret. Beregn de tilsvarende for ethanol og carbondioxid der 
teoretisk kan dannes ved gæring af den beregnede stofmængde af glucose (teo-
retisk udbytte). Opskriv resultaterne i nedenstående skema 1. 
 
Skema 1  

C6H12O6(aq) → 2 CH3CH2OH(aq) + 2 CO2(aq)

Reaktionsforhold 1 2 2

Molarmasse (M) 180,156 g/mol 46,068 g/mol 44,010 g/mol

Masse (m) 

Stofmængde (n) 

4. Beregn stofmængden af dannet CO2 efter fermenteringen (praktisk udbytte) ud 
fra masseændringen (blå). Opskriv resultatet i skema 2, næste side. 

5. Beregn massen af CO2, der er opsamlet i flasken efter fermentering (praktisk ud-
bytte) ud fra volumenændring (grøn). Opskriv resultatet i skema 2.  
For at udføre denne beregning skal der anvendes det molære volumen Vm. Det er 
en temperaturafhængig konstant, der angiver voluminet pr. mol gas. Der gælder 
således at V = Vm · n. 

6. Beregn udbytteprocenten. Udbytteprocent = 
m(praktisk udbytte)
m(teoretisk udbytte)

· 100%  
 
Opskriv resultaterne i skema 2.

Figur 19. Forsøgsopstilling til gæring.
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 Skema 2 

Volumenændring Masseændring

V(CO2) m(BlueCap-flaske)start

Molart volumen (Vm) 24,4 L/mol m(BlueCap-flaske)slut

n(CO2) Δm*

M(CO2) 44,010 g/mol n(CO2)

m(CO2) M(CO2) 44,010 g/mol

Udbytteprocent Udbytteprocent

 *Δm = CO2-dannelse = m(BlueCap-flaske)start-m(BlueCap-flaske)slut

7. Kommenter udbytteprocenten, og diskuter hvilke fejlkilder i forsøgene, der kan 
have påvirket resultaterne.

Arbejdsspørgsmål
1. Hvorfor er det ønskeligt at fremstille bioethanol fra alternative carbonkilder?
2. Hvilke råmaterialer er det især ønskeligt at anvende?
3. På hvilken måde adskiller carbohydrater som sucrose og stivelse sig fra carbo-

hydrater som fx hemicellulose og pectin? Inddrag figur 6 og 8.
4. Forklar hvordan cellulose kan nedbrydes ved hjælp af cellulaser. Inddrag figur 9 

og 10.
5. Hvilken funktion og aktivitet har en endoglucanase?
6. Tildel oxidationstal for det carbonatom der skifter oxidationstal i hhv. ethanol, 

 ethanal og ethansyre.
7. Opskriv delreaktionerne for hver af de to redoxreaktioner på side 12 og 13.
8. Hvad er reaktionsforholdet mellem ethanol og NAD+ i det assay, der anvendes i 

ethanoltesten? 
9. Hvilke fordele er der ved at dyrke en mikroorganisme i en bioreaktor?
10. Giver glucosemåling et præcist mål for frigørelse af monosaccharider fra polysac-

charider i appelsinskaller? Begrund svaret.
11. Find massen af glucose som frigives ved total hydrolyse af 1 gram cellulose. 
12. Undersøg og giv et par eksempler på, hvilke organismer som indeholder enzymet 

alkoholdehydrogenase.
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DEL D – Ethanolbestemmelse

Formålet med del D er at bestemme indholdet af ethanol i en opløsning før og efter 
fermentering med gær ved hjælp af spektrofotometri.

Materialer
n Megazyme Ethanol kit (figur 20) med følgende indhold:

n Flaske 1 (buffer, pH 9,0)
n Flaske 2 (NAD+)
n Flaske 3 (aldehyd-dehydrogenase)
n Flaske 4 (alkohol-dehydrogenase)
n Flaske 5 (ethanol-standardopløsning, 5 mg/mL) 

n Demineraliseret vand
n Prøveopløsning 
n Mikropipetter med spidser (10 µL, 50 µL og 1000 µL) 
n Sprøjte (1 mL)
n Sprøjtefilter (0,22 µm) 
n Spektrofotometer (Byonoy Absorbance One), se figur 21
n Kuvetter
Bær handsker under hele øvelsen

Klargøring af opløsninger (læreren):
1. Lad opløsningerne i ethanol-kittet opnå stuetemperatur inden brug. 
2. Ryst opløsning 3 og 4 inden brug.
3. Bland et reaktionsmix af demineraliseret vand + opløsning 1, 2 og 3 ud fra neden-

stående skema for følgende antal prøver: alle elevernes prøver + 1 blank + 1 etha-
nolstandard (opløsning 5) + 2 ekstra (for at have nok reaktionsmix).

Reaktionsmix Mængde pr. prøve

Demineraliseret vand 760 µL

Opløsning 1 (buffer) 80 µL

Opløsning 2 (NAD+) 80 µL

Opløsning 3 (aldehyd- dehydrogenase) 20 µL

Fremgangsmåde
1. Fortynd prøven fra gæring 10x (100 µL prøve + 900 µL demineraliseret vand). 

Husk også prøven før tilsætning af gær, som dog ikke skal fortyndes.  
Filtrer prøverne gennem sprøjtefilter som i de tidligere delforsøg.

2. Fortynd flaske 5 (ethanolstandard) 100x ved at udtage 10 µL opløsning 5, og 
bland med 990 µL demineraliseret vand (c(slut) = 50 µg/mL). 

3. Kalibrér spektrofotometeret med 1 mL demineraliseret vand (blank). 
4. Tilsæt 940 µL reaktionsmix til kuvette.

Figur 20. Megazyme Ethanol kit.

Figur 21. Byonoy 
spektrofotometer.
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5. Tilsæt 80 µL prøve henholdsvis fra før gæring, efter gæring, standard eller demi-
neraliseret vand (nulprøve) til brønden/kuvetten. Bland indholdet ved hjælp af en 
pipette.  Efter 2 minutter, mål absorbansen (A1) ved 340 nm. 

6. Start reaktionen ved tilsætning af 8 µL opløsning 4 (husk at ryste den inden 
brug). Bland ved hjælp af pipette og mål absorbansen (A2) ved 340 nm efter 
5 min. Det er vigtigt, at reaktionen er forløbet lige længe for alle prøverne, når 
 absorbansen måles.

7. Anvend nedenstående skema 3 til at notere værdierne for A1 og A2. 
 
Skema 3 

A1 A2 ΔA ΔA- ΔAnulprøve

Nulprøve 0

Standard

Prøve før gæring

Prøve efter gæring

Efterbehandling
1. Bestem forskellen i absorbans (ΔA = A2 – A1) for både nulprøve, ethanolstandard 

og prøveopløsningerne.  
(Værdien af ΔA skal være mindst 0,100 for at opnå tilstrækkeligt præcise resulta-
ter.)

2. Træk resultatet af nulprøven fra de andre resultater.
3. Ethanolkoncentrationen i enheden µg/mL kan beregnes således: 

 

cethanol = 
ΔAprøve 

ΔAstandard

 · cstandard · Fprøve  
 
 
Hvor, Fprøve er fortyndingsfaktoren (10x) for prøven og cstandard = 50 µg/mL

4. Omregn koncentrationen af ethanol i µg/mL til volumenprocent:
a. Først omregnes cethanol til methanol i den oprindelige blanding (250 mL).
b. Så omregnes methanol til Vethanol, idet ethanols densitet ρethanol er 0,79 

g
mL

c. Så beregnes volumenprocenten. Formlen for volumenprocent er: 
 

c%V (ethanol) = 
Vethanol
Vblanding

 · 100 % 
 

5. Sammenlign ethanolindholdet med andre holds udbytter.
6. Beregn massen og stofmængden af ethanol ud fra resultatet i del D, og brug det 

til at beregne stofmængde og masse af glucose.
7. Sammenlign med resultaterne fra skema 2 side 20 i DEL C.
8. Beregn masseprocenten af glucose i dit råmateriale.
9. Diskuter, hvordan der kan opnås et højere udbytte af ethanol i forsøget.
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Læreplanen
Øvelsen belyser følgende kernestof i læreplanen for bioteknologi A (og tilsvarende for biologi A):
n Eukaryote celletyper og celledyrkning
n Opbygning, egenskaber og biologisk funktion af carbohydrater
n Hydrolytiske enzymer
n Gæring
n Mængde- og udbytteberegninger
n Vækst, vækstmodeller og vækstfaktorer

Øvelsen kan indgå i temaer der perspektiverer kernestoffet indenfor bæredygtig produktion af føde-
varer, energi og kemiske stoffer; bioteknologisk anvendelse af mikroorganismer samt ny forskning 
og nye bioteknologiske metoder.

Teori
For at få det bedste faglige udbytte af øvelsen er det en fordel at kende til:
n Gærcellers opbygning og funktion
n Gærcellers vækst, vækstkurver og betydningen af forskellige vækstfaktorer
n En basal forståelse af enzymers funktion

Det kan der læses om i de biologi- og/eller bioteknologilærebøger der i forvejen anvendes i under-
visningen.

For at forstå kemien bag ethanolanalysen er det nødvendigt at kende til 
n Spektrofotometri
n Kemiske ligevægte
n Redoxprocesser 

Det kan der ligeledes læses om i de kemi- og/eller bioteknologilærebøger der i forvejen anvendes 
i undervisningen. (I 1.g. kan ethanolanalysen udgå eller anvendes som et ‘black-box-eksperiment’, 
hvor der blot sammenlignes nogle relative værdier).

Fortsættes
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Teori fortsat
Desuden er det en fordel at kende til:
n De kemiske strukturer af komplekse carbohydrater og deres nedbrydningsprodukter
n De hydrolytiske enzymer der anvendes i eksperimentet
n Kemien bag ethanolanalysen
n Funktion og anvendelse af bioreaktorer

Disse emner beskrives i de teoriafsnit der knytter sig til eksperimentet.

Flow
Øvelsen har følgende flow og tidsforbrug:
n DEL A – Forbehandling af affaldsmateriale (autoklavering) (90 min)
n DEL B – Enzymatisk hydrolyse (klargøring 90 min + procesforløb 4 dage)
n DEL C – Fermentering (klargøring 90 min + procesforløb 1 dag)
n DEL D – Ethanolbestemmelse (90 min)

Kommentarer til eksperimentet
DEL A – Forbehandling af affaldsmateriale
n Gymnasiet forventes selv at have:

n Autoklave
n Vægt der kan veje ned til 0,2 g 
n Sakse/knive o.l. til at findele materialet
n pH-meter med tilhørende pH-elektrode og buffere til kalibrering
n Magnetomrørere + magneter
n Ovn til tørstofbestemmelse ved ca 60 oC

DEL B – Enzymatisk hydrolyse
n Gymnasiet forventes selv at have et rystebad (50 oC) eller tilsvarende.
n Der kan anvendes mange forskellige materialer (citrusskaller, tørret banan, tang, pap, halm 

osv.), men avispapir duer tilsyneladende ikke.

DEL C – Fermentering
n Gymnasiet skal selv have bægerglas (200 mL).
n Overvej sammen med eleverne hvilke kontroller, det kunne være smart at have med.  

Det er fx oplagt med en glucosekontrol.

I tilknytning til denne øvelse vil det være muligt at aftale demonstration af en bioreaktors funktion 
til batchkultur af gær.
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Dette hæfte (Bioethanol fra alternative carbonkilder) 
indgår i en serie på seks hæfter skrevet som del af ud-
viklingsprojektet ’Hands on Biotech’. Det er skrevet til 
undervisningen i bioteknologi A/biologi A i gymnasiet.

Hæftet er delt op i tre kapitler:

 ◾ Teori
 ◾ Elevvejledning
 ◾ Lærervejledning

HANDS ON BIOTECH
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