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Sammanfattning

En av dom vanligaste mikroorganismerna som anvénds vid produktion av &l &r
Saccharomyces cerevisiae. Dess goda formaga att omvandla socker till etanol samt
bidragandet med smakamnen till den fardiga produkten ar nagra av egenskaperna
som gor S. cerevisiae sa anvandbar. En annan mikroorganism som kan omvandla
socker till etanol och som idag anvénds vid producering av olika livsmedel & Mucor
indicus. Vid produktion av 6l a&r maskning den process dar malt och vatten blandas
och varms upp. | detta steg bryts starkelse ned till socker av enzymer fran malten.
Temperaturen som misken varms upp till paverkar vilka enzymer som &r aktiva i
starkelsenedbrytningen. Aktivitet fran olika enzymer leder till att det bildas olika sor-
ter och méngd socker.

En laboratoriestudie har genomforts for att jamfora S. cerevisiae och M. indicus
effektivitet och produktivitet i att omvandla socker till etanol som tillkommit fran de
olika maskningstemperaturerna 64°C och 70°C. Syftet med denna studie har varit att
understka om M. indicus kan vara lika effektiv och produktiv som S. cerevisiae i att
producera etanol fran vort som maskats i olika temperaturer.

Metoden som genomfordes var att brygga 6l i ett laboratorium utifran en standar-
diserad bryggningsmetod. Prover togs under de olika stegen i bryggningsprocessen
och analyserats med spektrofotometer och HPLC. Resultaten fran analyserna gav
svar pa provinnehéllets starkelsekoncentration samt mangd och sockerarter.

M. indicus har formégan att producera lika stor mangd etanol (14 g/l) under fer-
mentering fran vort som méskats i temperaturerna 64°C och 70°C. Resultatet visar att
M. indicus kan tillgodogdra sig olika sorter socker som tillkommit fran olika enzy-
mers nedbrytning av stirkelse. Resultatet ar likt den forméaga som S. cerevisiae har.
Daremot har M. indicus inte formagan att producera lika stor mangd etanol som S.
cerevisiae (54 g/l) under samma forhéallanden.

M. indicus har inte samma effektivitet och produktivitet att producera etanol som
S. cerevisiae. Dock visar resultaten pa att M. indicus, likt S. cerevisiae, kan producera
etanol under fermentering fran vort som méaskats i olika temperaturer. Resultaten kan
vara intressanta ifall M. indicus skulle anvéndas till framstéllning av alkoholsvagare
ol eller andra typer av alkoholsvaga drycker som framstéalls genom méskning och
fermentering.

Nyckelord: S. cerevisiae, M. indicus, méskning, maskningstemperatur, etanol.






Abstract

One of the most common microorganisms that are used in production of beer is Sac-
charomyces cerevisiae. Its good ability to convert sugar into ethanol together with its
contribution of flavor to the finished product are some of the qualities that makes S.
cerevisiae so useful. Another microorganism that can convert sugar into ethanol and
is used for production of different foods is Mucor indicus. Mashing is a process dur-
ing beer production when malt and water are blended and heated. During this step,
starch is broken down into fermentable sugars by enzymes from the malt. Depending
on the temperature at which the mash is heated, various enzymes are activated. Ac-
tivity from different enzymes leads to the formation of different varieties and
amounts of sugar.

A laboratory study was conducted to compare efficacy and productivity of S. cere-
visiae and M. indicus in converting sugar into ethanol from the various mashing tem-
peratures of 64°C and 70°C. The purpose of this study was to investigate whether M.
indicus could be as effective and productive as S. cerevisiae in producing ethanol
from wort mashed in different temperatures.

The method that was carried out was to brew beer in a laboratory based on a stand-
ard brewing process. Samples were taken during the different stages of the brewing
process and analysed by spectrophotometer and HPLC. The results of the analysis
gave an answer to the samples starch concentration and quantity and variety of sug-
ars.

M. indicus was able to produce equal amounts of ethanol (14g/L) during fermen-
tation from wort mashed at 64°C and 70°C. The result showed that M. indicus can
assimilate different kinds of sugar that have been derived from the degradation of
starch by different enzymes. The result was similar to the ability of S. cerevisiae.
However, M. indicus does not have the ability to produce as much ethanol as S. cere-
visiae (54g/L) during the same conditions.

M. indicus do not have the same efficacy and productivity to produce ethanol as S.
cerevisiae. However, the results show that M. indicus, like S. cerevisiae, can produce
ethanol during fermentation from wort mashed at different temperatures. The results
may be of interest if M. indicus were to be used to produce low alcohol beers or other
types of low alcohol beverages produced by the process of mashing and fermentation.

Keywords: S. cerevisiae, M. indicus, mashing, mash temperature, ethanol.
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1 Inledning

1.1 Bakgrund

Vid 6lbryggning anvands normalt ingredienserna malt, humle, jast och vatten (Sy-
sild, 1997). Genom tillampning av bryggningsmetoderna maskning, vortkokning
och jasning far man fram den fardiga produkten 6l. Beroende pa vilka sorter och
typer av malt, humle och jast som valjs samt vilken teknik som anvandas vid brygg-
ningsmetoderna kan man fa fram manga olika stilar av 6l.

1.2 Maltenzym

Malten framstalls genom att blotlagga korn for att fa karnan att borja gro. Sedan
torkas och rostats kornen. Processen kallas maltning och leder till att starkelsened-
brytande enzymer i kornet som B-amylas aktiveras och a-amylas bildas (Lohde,
Nilsson & Lyhagen, 1996). Enzymaktiviteten i kornmalten &r viktig under
maskningsprocessen. Méaskning ar det processteg i 6lbryggning dar vatten och korn-
malt blandas under upphettning. Enzymer som finns i kornmalten, amylaser, borjar
successivt en nedbrytning (hydrolys) av starkelser (amylopektin och amylos) till
enklare jasbara sockerarter (glukos, maltos och maltotrios) och ojasbara sockerarter
(dextriner) (Evans et al., 2003).

Maskningen sker normalt under 60 minuter mellan temperaturerna 60-75°C. Tem-
peraturvalet paverkar gelatiniseringen av starkelser samt hur aktivt ett enzym verkar
pa att bryta ned starkelsen. Vid 60-65°C ar temperaturen optimal for p-amylas och
vid 70-75°C ar temperaturen optimal for a-amylas (Westerlund, 2012). De olika
maskningstemperaturerna innebar att kornmalten befinner sig i tva olika enzymak-
tiva miljoer, vilket resulterar i en vort med olika typer och mangd av starkelser och



socker. Vid 6lbryggning brukar man darfor forsoka maska vid temperaturer dar bada
enzymerna ar aktiva. Nar a-amylas aktiveras bdrjar enzymet med en slumpvis hyd-
rolys av inre (1,4) -a-glykosidbindningar i starkelsen vilket bildar linjara och for-
grenade dextriner (ojasbara sockerarter) samt oligo-tri-di och monosackarider
(MacGregor et al., 1999, Brandam et al., 2003). Nar p-amylas aktiveras borjar en-
zymet med en sekventiell hydrolys av (1,4) -a-glykosidbindningar fran den icke re-
ducerande dnden av starkelsekedjor och dextriner vilket frigér maltosenheter
(MacGregor, 1996). Den totala nivan av effekt och enzymaktivitet hos amylaserna
kallas diastatisk kraft (Evans et al., 2003). | bryggeriindustrin ar diastatisk kraft en
nyckelparameter for bedémning av maltens kvalitet da diastatisk kraft estimerar ka-
paciteten av ett malts formaga att bryta ned starkelse till jasbart socker. Under fer-
menteringen omvandlar jésten jasbart socker till etanol och koldioxid, medan dextri-
ner bidrar med restsétma for det fardiga olet.

1.3 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae tillhér doménen eukaryoter och divisionen ascomycota i
riket fungi (Willey, Sherwood & Woolverton, 2014). S. cerevisiae (6lsockersvamp)
ar en mikroorganism som anvands som standard jast vid bryggning av dverjast 6l sa
som ale, porter och stout. Etanol och koldioxid &r de priméra metaboliterna som S.
cerevisiae bildar under fermenteringen genom omvandling av jasbart socker i form
av hexoser (Karimi & Zamani 2013; Walker & Stewart, 2016). Etanol & normalt en
inhibitor for mikroorganismer (You et al., 2003). S. cerevisiae kan daremot dverleva
och véaxa i en miljo upp till 13% etanol tack vare dess lipidsammanséttning i plasma-
membranet (Ghareib et al., 1988). S. cerevisiae aktiveras vid temperaturer mellan
10-30°C under anaeroba férhallanden (Westerlund, 2012). Under fermenteringen
bidrar S. cerevisiae dessutom med substanser som ger smaker och aromer till det
fardiga olet. Forutom etanol och koldioxid bildas tex. flyktiga estrar som ger det
fardiga olet en fruktig karaktar (Stam et al., 1998) Diacetyl &r ytterligare substans
som kan bildas vilket ger det fardiga olet en smak av smorkola. Diacetyl kan vara
onskad i vissa 6lsorter sa som engelsk ale, medan den kan anses som en felsmak i
andra 6lsorter sa som lager.

1.4 Mucor indicus

Mucor indicus tillhér doménen eukaryoter och divisionen zygomyceter i riket fungi
(Sharifia et al., 2008). M. indicus ar en dimorf svamp vilket innebdr att den kan véxa
i bade jastliknande och filamentos form. Tillvaxtformen kan influeras genom att
reglera koncentrationen av sporer som ympas vid kultivering (Lennartsson, 2012).



Vid hog koncentration av sporer (6 x 10° sporer/ml) ar tillvaxten framst i jastlik-
nande form under bade aeroba och anaeroba forhallanden. Vid Iag koncentration av
sporer (3 x 10* sporer/ml) ar tillvaxten framst i filamentos form under bade aeroba
och anaeroba forhallanden (Lennartsson, 2012, Sharifia et al., 2008). M. indicus an-
vants i produceringen av olika former av livsmedel som tex fermenterade sojabdnor
(tempe), fermenterat ris, 6l och koagulerande enzym for mjolk (Lewandowska et
al., 2016). Ol kan produceras med hjalp av M. indicus d& svampen ar en etanolpro-
ducerande organism. M. indicus har férmagan att producera etanol fran jashara
sockerarter (glukos, mannos, galaktos och fruktos) under aeroba och anaeroba for-
hallanden (Karimi & Zamani, 2013). Till skillnad fran S. cerevisiae kan M. indicus
producera etanol genom metabolism av socker i form av bade hexos (glukos) och
pentos (xylos) (Lewandowska et al., 2016). Dock kan svampen endast ta upp xylos
under aeroba forhallanden (Sharifyazd & Karimi, 2017).

1.5 Syfte

Denna studie avser att jamfora effektivitet och produktivitet i att omvandla olika
sockerarter som tillkommit genom maskning i olika méskningstemperaturer till eta-
nol under fermentering. Jamforelsen gérs mellan de etanolproducerande mikroorg-
anismerna M. indicus och S. cerevisiae.

1.6 Fragestallning

| den har studien ska foljande fragestallningar besvaras:

e Har maskningstemperaturen nagon inverkan pa M. indicus formaga att
producera etanol?

e Ar M. indicus lika effektiv och produktiv som S. cerevisiae i att om-
vandla socker till etanol under fermentering med vort fran olika
maskningstemperaturer?



2 Material och metod

2.1 Litteraturstudie

Litteraturen som anvandes for kandidatarbetet hamtades till storst del fran databa-
serna Pubmed, Google Scholar och Epsilon. Information har aven hamtats fran
bocker lanade fran Sveriges lantbruksuniversitet SLU. Utférandet av laboratoriestu-
dien baseras pa foretaget Craft Labs labprotokoll (Mayers & Faria-Oliveira, 2018)
och tillhandahélls efter personlig kontakt med foretaget. Labprotokollet anpassades
efter den laboratoriestudie som skulle utféras for detta kandidatarbete.

2.2 Laboratoriestudie

2.2.1 Forkultur

For att odla fram aktiva mikroorganismer togs en dgla av S. cerevisiae J122 (till-
handaholls av Institutionen for molekylara vetenskaper, SLU) som vuxit pa jast
pepton-dextros agar (YPD, jéstextrakt 10 g/l, pepton 20 g/l, dextros 20 g/l och agar
20 g/I) och ympades om till en ny fortillverkad YPD platta. En 6gla M. indicus (lso-
lerad fran Lao alkohol jast, tillhandaholls av Lotchana Taysayayong fran universitet
Champasack, Laos) som vuxit pa malt extrakt agar (MEA) ympades om pa en ny
fortillverkad MEA platta. Samtliga nya plattor ympades om i tripletter. M. indicus
inkuberades uppratt och S. cerevisiae inkuberades upp och ned i 25°C under 72 tim-
mar.
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Som tillvaxtmedium forberedes jastmedia (YM) buljong (glukos 10 g/l, jastextrakt
3 g/l, pepton 5 g/l och maltextrakt 3g/1) i tva stycken en liters flaskor. Ingredienserna
blandades i flaskorna med destillerat vatten och autoklaverades.

Efter 72 timmars inkubering togs en 6gla av S. cerevisiae och M. indicus och ym-
pades till varsin 500 ml e-kolv innehallandes 400 ml YM buljong. E-kolvarna inku-
berades pa ett skakbord pa 150 rpm i 25°C under 72 timmar.

2.2.2 Maskning

Maéskningstid som tillampades var 60 minuter. Maskningstemperaturer var 64°C och
70°C.

Tre liter vatten varmdes till 60°C och fordelades till tva stycken bagare med mask-
pase innehallandes 300 g malt vardera. Vattnet och malten blandades ett par minuter
for att homogeniseras. Bagarna med homogeniserad blandning placerades i ett 64°C
respektive 70°C vattenbad. Maskningstiden startade nér blandningen i bagarna upp-
nadde samma temperatur som vattenbadet. For att bibehalla en homogeniserad
blandning blandades mésken var femtonde minut genom omrérning. Tva prover om
5 ml pipetterades vid maskningens start och tva prover om 5 ml pipetterades vid
maskningens slut till 15 ml centrifugtuber. For att férhindra att sammansattningen i
proverna skulle &ndras genom en fortsatt enzymaktivitet tillsattes 0,1 ml av 1M HCI
i varje 15 ml centrifugtub. Proverna anvandes till spektrofotometri for matning av
maéskens stérkelsekoncentration. Efter 60 minuter av méskning lyftes bagarna ur
vattenbadet. Méasken, nu kallad sotvort, fordes over till varsin steril en liters flaska.

2.2.3 Kokning

Under kokningen inaktiveras enzymerna och nedbrytning av starkelse upphor (Sy-
sila, 1997). Kokningen bidrar d&ven med sterilisering av sotvorten samt att det via
Maillard reaktionen bildas viktiga farg-och smakféreningar. Koktiden som tillam-
pades var 60 minuter.

I varje flaska tillsattes en steril omrérningsmagnet. Flaskorna placerades pa en var-
meplatta med omrdrning. Koktiden startade nér vatskan i flaskan bdrjade att koka.
Direkt vid starten av kokningen tillsattes 5 g humlepellets. Efter 60 minuter togs tva
prover om 5 ml fran bada flaskorna. Proverna anvandes for spektrofotometri och
HPLC analys. Flaskorna med den fardiga vorten kyldes ned till rumstemperatur i ett
kallbad.
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2.2.4 Fermentering

Den nedkylda vorten fordelades till totalt 12 stycken 100 ml flaskor. | sex av flas-
korna halldes 80 ml vort som méskats i 64°C. | de dvriga sex flaskorna hélldes 80
ml vort som maskats i 70°C. Tre stycken av flaskorna innehallandes vort som méas-
kades i 64°C ympades med 0,80 g M. indicus. Tre stycken flaskor ympades med
0,74 g S. cerevisiae. Samma fordelning av flaskor och méangd (g) M. indicus och S.
cerevisiae ympades till flaskorna som inneholl vort som méskats i 70°C. For varje
flaska tillsattes ett vattenlas. Flaskorna placerades i ett 20°C rum i 14 dagar for fer-
mentering. Efter 14 dagar flyttades flaskorna till ett 2 °C rum i ett dygn for sedimen-
tering. Fran varje flaska togs prover for analysering med spektrofotometri och
HPLC.

2.3 Analytisk metod

2.3.1 Spektrofotometri

Spektrofotometri anvandes som analytisk metod for att fa svar pa den starkelsekon-
centration som fanns i de tagna proverna.

Fyra starkelsestandarder med olika koncentrationer (10 g/, 5 g/l, 1 g/l, 0,1 g/l) for-
beredes (Mayers & Faria-Oliveira, 2018). Starkelsestandarderna spaddes (1/50) ge-
nom pipettering av 2 pl 16sning till 998 pl destillerat vatten. Fran varje utspadd star-
kelseldsning pipetterades 400 ul till 2 ml Eppendorfror. | Eppendorfréren tillfordes
400 pl jodlésning (tillhandaholls av Albina Bakeeva, SLU). Eppendorfréren skaka-
des vél med vortex. Blandningen dverfordes till kyvetter.

Prover som togs efter O minuters maskning spaddes (1/50). Prover som togs efter 60
minuters maskning spaddes (1/5) genom pipettering av 200 pl prov till 800 pl des-
tillerat vatten. Fran varje utspatt prov pipetterades 400 pl till 2 ml Eppendorfror. |
Eppendorfroren tillférdes 400 pl jodlsning. Eppendorfroren skakades val med vor-
tex. Blandningarna dverfordes till kyvetter.

Prover som togs efter 60 minuters kokning spaddes (1/5). Prover som togs efter
fermentering med M. indicus och S. cerevisiae spaddes (1/5). Fran varje utspétt prov
pipetterades 400 pl till 2 ml Eppendorfror. | Eppendorfroren tillfordes 400 ul jodlos-
ning. Eppendorfroren skakades val med vortex. Blandningarna dverfordes till kyvet-
ter. Destillerat vatten anvandes som blankt prov. Absorbansen méttes pa 580 nm
(spektrofotometer Ultrospec 1100 pro, UK)
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2.3.2 HPLC

HPLC anvandes som analytiskmetod for att fa svar pa den mangd jasbara sockerar-
ter samt etanol som fanns i de tagna proverna.

Sex analyter (glukos, fruktos, maltos, glycerol, &ttiksyra och etanol) anvéndes som
standarder. Fyra standardprover med olika koncentrationer (0,1 g/, 1 g/l, 5 g/l, 10
o/l) forberedes genom spadning. En stamldsning blandades med koncentrationen 10
o/l genom att vdga in 1g av vardera analyt i en 100-ml matkolv. Méatkolven fylldes
sedan med destillerat vatten. Fran staml6sningen spaddes de 6vriga koncentration-
erna. Varje standardprov filtrerades genom ett 0,2 um filter ner i HPLC-vial.

En utspadd l6sning (1/10) av HCI forberedes. Till 12 Eppendorfror tillsattes 900 pl
utspadd HCI.

Fran det fardiga 6let, som maskades i 64°C och fermenterades med S. cerevisiae,
togs tre prover om 100 pl och spaddes i Eppendorfror innehallandes 900 pl HCI.
Samtliga Eppendorfror centrifugerades (13 000 x g, 1 minut). Supernatanten fran de
centrifugerade proverna filtrerades genom 0,2 um filter ner i HPLC-vialer. Samma
princip upprepades for det fardiga 6let som maskades i 64°C och fermenterades med
M. indicus samt fOr det fardiga 6let som mdskades i 70 °C och fermenterades med
S. cerevisiae samt M. indicus. Samma princip upprepades éven for de prover som
togs efter 60 minuters kokning.

Som mobilfas anvandes 5 mM H,SO.. Instéliningar for HPLC var fléde 0,6 ml/mi-
nut, kolontemperatur 60°C, elueringstid 45 minuter/prov, refraktiv index (RI)- de-
tektor och jon exkluderande kolonn (Rezex- ROA-Organic Acid H+, Phenomenex).
Instrumentet som anvéndes var en Agilent 1100 fran Agilent Technologies.

13



3 Resultat

3.1 Spektrofotometri

| foljande avsnitt visas resultaten av starkelsekoncentration fran prover tagna ur
olika steg under bryggningsprocessen.

3.1.1 Starkelsestandard

Fran absorbansen i tabell 9 (bilaga) gjordes en standardkurva (Figur 1). | standard-
kurvan ges en linjar ekvation (y=0,026x+0,3764) som beskriver absorbansens bete-
ende i relation till starkelsekoncentrationen i starkelsestandarderna.

0,7
y =0,026x + 0,3764
0,6 R2=0,9614
e 0,5
c
R
s} 0,4
S
S
o 03
C
38
5 0,2
D
o
< 0,1
0
0 2 4 6 8 10 12

Starkelsekoncentration g/l

Figur 1. Figuren visar absorbansen fran stirkelsestandardernas olika koncentrationer (g/l)
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Fran absorbansen i tabellerna 10-13 (bilaga) beraknades starkelsekoncentrationen
(tabell 1-4) med ekvationen (y=0,026x+0,3764). Medelvérdet av starkelsekoncen-
trationerna samt felmarginal presenteras i tabellerna 1-4.

3.1.2 Maskning

Fran absorbansen i tabell 10 (bilaga) beraknades starkelsekoncentrationen i tabell 1.

Tabell 1. Starkelsekoncentrationen i gram per liter fran prover tagna fran olika maskningstemperatu-
rer efter 0 och 60 minuters maskning. Felmarginal inom parantes

Maskningstemperatur Stéarkelsekoncentration g/l Stéarkelsekoncentration g/l

0 minuter méskning 60 minuter méskning
64°C 0,66 (£0,019) 11,1 (+0,577)
70°C 0,72 (£0,038) 12,3 (+2,653)
3.1.3 Kokning

Fran absorbansen i tabell 11 (bilaga) beréknades starkelsekoncentrationen i tabell 2.

Tabell 2. Starkelsekoncentrationen gram per liter fran prover tagna efter 60 minuters kokning. Fel
marginal inom parantes

Méaskningstemperatur Stérkelsekoncentration g/l
64°C 14,5 (£3,307)
70°C 19,6 (£3,480)

3.1.4 Fermentering

Fran absorbansen i tabell 12 (bilaga) beraknades starkelsekoncentrationen i tabell 3.

Tabell 3. Starkelsekoncentrationen gram per liter tagna fran prover efter fermentering med M. indicus.
Felmarginal inom parantes

Maskningstemperatur Starkelsekoncentration g/l
64°C 12,5 (+0,173)
70°C 14,4 (+0,212)

15



Fran absorbansen i tabell 13 (bilaga) beraknades starkelsekoncentrationen i tabell 4.

Tabell 4. Starkelsekoncentrationen gram per liter tagna fran prover efter fermentering med S. cere-
visiae. Felmarginal inom parantes

Maskningstemperatur Starkelsekoncentration g/l
64°C 24,6 (+0,288)

70°C 24,8 (+0,692)

3.2 HPLC

| foljande avsnitt visas resultaten av méngden (g/l) kolkéllor och etanol som finns
kvar fran prover tagna efter 60 minuters kokning och efter fermentering. Fran tabel-
lerna 5,6 och 7 raknades méangden etanol bildat fran mangden monosackarider som
visas i tabell 8.

Tabell 5. M&ngd g/l for prover tagna efter 60 minuters kokning. Felmarginal inom parantes

Maskningstemperatur Maltos g/l Glukos g/l Fruktos g/l
64°C 63,3 (+0) 13,1 (+0) 3,7(20)
70°C 48,1 (+4,10) 12,3 (£1,20) 3,7 (£0,30)

Varje prov (maltos, glukos, fruktos) i Tabell 5 spaddes (1/10) innan analyseringen
med HPLC. Mangden (g/l) i tabell 5 &r beréknat inklusive antalet spadningar.

Tabell 6. Mangd g/l for prover tagna efter fermentering med M. indicus. Felmarginal inom parantes

Maskningstemperatur Maltos g/l Glukos g/l Fruktos g/l Etanol g/l
64°C 73,8 (+4,50) 21,7 (+3,00) 5,37 (+0,05) 13,6 (+0,50)
70°C 58,9 (+7,30) 25,5 (+2,40) 5,40 (+0,14) 14,1 (+0,50)

Varje prov i Tabell 6 spaddes (1/10) innan analyseringen med HPLC. Méangden (g/l)
i tabell 6 &r berdknat inklusive antalet spadningar.
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Tabell 7. Mangd g/1 for prover tagna efter fermentering med S. cerevisiae. Felmarginal inom parantes

Méaskningstemperatur Maltos g/l Glukos g/l Fruktos g/l Etanol g/l
64°C 0 0 1,53 (£0,05) 52,4 (+2,50)
70°C 0 0 1,60 (£0,05) 56,2 (+£1,25)

Varje prov i Tabell 7 spaddes (1/10) innan analyseringen med HPLC. Méngden (g/1)
i tabell 7 &r beraknat inklusive antalet spadningar.

Tabell 8. Mol etanol/ mol monosackarid for prover maskade i 64°C och 70°C med S. cerevisiae.

Maskningstemperatur S. cerevisiae

mol etanol/ mol monosackarid
64°C 2,61 (+0,13)
70°C 3,52 (+0,09)

Resultaten fran tabell 8 beraknades enligt rakneexempel 1 (bilaga)

Resultaten mol etanol/ mol monosackarid for M. indicus blev negativa da en storre
mangd (g/1) glukos och maltos fanns efter fermentering &n innan fermentering.
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4  Diskussion

Starkelsekoncentrationen fran prover tagna efter 0 minuters maskning i olika
maskningstemperaturer (tabell 1) kan tolkas som likvérdiga. Starkelsekoncentrat-
ionen fran prover tagna efter 60 minuters maskning i olika maskningstemperaturer
(tabell 1) kan &aven tolkas som likvardiga. Resultaten visar pa att det finns lika
mycket 16slig stérkelse kvar efter 60 minuter 64°C maskning som 60 minuter 70°C
maskning. Enligt labprotokollet (Mayers & Faria-Oliveira, 2018) indikerar koncent-
rationen av starkelse som finns kvar efter maskning den effektivitet som amylaserna
haft under maskningen. Forvantningen ar att ingen starkelse ska vara detekterbar
efter 60 minuters maskning ifall tillracklig enzymaktivitet har uppnatts (Sysila,
1997). Har kunde ett enkelt jod-test utforts for att indikera om stérkelse fortfarande
fanns kvar efter 60 minuters maskning och da avgjort om maskningen skulle fort-
satta eller inte. Resultaten fran tabell 1 kan tolkas som att amylaserna har varit lika
i sin effektivitet att bryta ned stérkelser vid de olika maskningstemperaturerna. For
att fa ett tydligare resultat pa amylasernas effektivitet under maskning kunde man
eventuellt ha valt att anvanda sig av ett Megazyme Kit och gdra en isotermisk expe-
rimentell studie om amylasernas aktivitet likt Brandam et al., (2003). Efter 60 mi-
nuters kokning (tabell 2) finns en viss 6kning i starkelsekoncentrationen fran bada
proverna. Resultaten kan dock anses vara for marginella for att en dkning i starkel-
sekoncentration faktiskt skett. Det kan anses som att det &r lika stor starkelsekon-
centration efter 60 minuters kokning som efter 60 minuters maskning. Efter fermen-
tering med M. indicus (tabell 3) &r stdrkelsekoncentrationen inom samma varden
som efter 60 minuters kokning och kan anses som likvardiga. Samma antagande kan
aven goras for resultaten i tabell 4 for S. cerevisiae.

Under normala férhallanden vid fermentering omvandlas en monosackarid (glukos)
till tva etanolmolekyler (Willey, Sherwood & Woolverton, 2014). Tabell 8 (resultat)
visar pa stérre mangd producerad etanol per tillganglig monosackarid for S. cere-
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visiae. For M. indicus blev méangd producerad etanol lagre &n tillgdnglig monosack-
arid. Resultatet kan innebadra att det funnits ytterligare kolkallor tillgangliga under
fermenteringen, vilka inte analyserades med HPLC. Enligt kromatografi resultaten
fran HPLC (bilaga) ges indikationer om att det majligtvis finns andra kolkallor i
prover tagna efter 60 minuters kokning samt efter fermentering. Jamfors retentions-
tiden for de okénda potentiella kolkéllorna i proverna mot standard retentionstider
(www.shodex.com) kan man anta att de &r maltotrios och maltotetraos. Resultaten i
tabell 8 visar att S. cerevisiae producerat mer etanol per tillganglig glukos. Det in-
nebér att maltos, som var en av analyterna, inte ar ensam kalla till glukos. Maltotrios
och maltotetraos kan dven ha brutits ned och bidragit med ytterligare glukos. S. ce-
revisiae har enzymet a-glucosidase (maltas) som kan hydrolysera di-och oligosack-
arider samt starkelser (Dusan et al., 2014). Enzymet kan darfor ha brutit ned bade
maltotrios och maltotetraos under fermenteringen och bidragit med ytterligare till-
gang till glukos. Enligt kromatografi resultaten fran HPLC (bilaga) géllande S. ce-
revisiae kan man avlésa att den kolkalla som kan antas vara maltotrios har minskat
I méngd efter fermentering jdmfort med den méngd som fanns efter 60 minuters
kokning. Det tyder pa att maltotrios kan vara den bidragande faktorn till att resulta-
ten i tabell 8 visar pa mer bildat etanol per tillganglig glukos, da analyseringen med
HPLC enbart presenterade redan fria glukosmolekyler samt nedbruten maltos som
glukoskélla. Resultaten i tabell 8 visar dven att det finns en viss skillnad i méngd
mol etanol/ mol monosackarid producerat av S. cerevisiae beroende pa masknings-
temperatur. Mangden mol etanol/ mol monosackarid &r lite hogre i prover fran 70°C
maskning. Resultatet kan innebéra att det funnits mer glukos tillgangligt for S. ce-
revisiae som fermenterat vort som méaskats i 70°C. Som tidigare beskrivet i inled-
ningen av kandidatarbetet sa ar a-amylas aktivt vid 70°C och hydrolyserar 16slig
stérkelse till bland annat maltotrios.

Resultaten gallande méngden mol etanol/ mol monosackarid for M. indicus blev
negativa. Resultatet tolkas att det finns mer glukos an producerat etanol efter fer-
menteringen. Jamfors tabell 5 mot tabell 6 (resultat) kan man se att samtliga kolkal-
lor som analyserats med HPLC har 6kat i mangd (g/l) efter fermentering jamfort
mot prover tagna efter 60 minuters kokning. Enzymet a-amylas kan produceras av
M. indicus (Gulati et al., 2007). Som tidigare namnts hydrolyserar a-amylas ned
stérkelse till di- och monosackarider. Ytterligare starkelser kan darfor ha brutits ned
av M. indicus vilket kan ge en forklaring till varfor maltos och glukos ¢kat i mangd
(g/) efter fermenteringen. Ytterligare nedbruten starkelse kan &ven vara anled-
ningen till varfor M. indicus visade pa negativa resultat gallande mol etanol/ mol
monosackarid.
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Tidigare studier som gjorts om M. indicus av Millati et al., (2005) och Sues et al.,
(2005) visar pa att M. indicus har kapacitet att producera etanol med en avkastning
och produktivitet likt S. cerevisiae. Dessa studier har dock anvént sig av en nog-
grann komponering av utvalda kolkéllor och vitaminer for optimala forhallanden
for mikroorganismerna. Enligt tabell 6 (resultat) har M. indicus producerat 14 g/l
etanol efter fermentering med vort méskat i 64°C och 70°C. Enligt tabell 7 (resultat)
har S. cerevisiae producerat 54 g/l etanol efter fermentering med vort maskat i 64°C
och 70°C. For M. indicus har produceringen av etanol avstannat fortare &n for S.
cerevisiae. Den 6kade mangden kolkallor som tillkommit under fermenteringen har
M. indicus inte kunnat tillgodogora lika effektivt som S. cerevisiae. De negativa
siffrorna for M. indicus fran tabell 8 (resultat) kan tolkas som att fler glukosmole-
kyler har tillkommit under fermenteringen &n vad M. indicus klarat av att omvandla
till etanol. For S. cerevisiae har daremot fler glukosmolekyler omvandlats till etanol
da det tillkommit glukos fran kolkallor som inte analyserades med HPLC och dér-
med inte togs i beaktning vid berdkning av mol etanol/ mol monosackarid. For att
underlatta forstaelsen av provresultaten i tabell 8 (resultat) bor aven maltotrios och
maltotetraos forberetts som standarder.

Vid fermentering tillsattes olika méngd (g) S. cerevisiae och M. indicus. Anled-
ningen var att det fanns for liten mangd S. cerevisiae tillganglig samt att M. indicus
hade ympats i flaskor och véagts innan S. cerevisiae. Det fanns dessutom ingen moj-
lighet att 1dmna proverna till dagen efter for att mojligtvis forkultivera ytterligare S.
cerevisiae. Forkultiveringen av M. indicus som gjordes genom inkubering i e-kolv
tillsammans med jastmedia buljong i 25°C under 72 timmar var under aeroba for-
hallanden. Efter inkubering var tillvaxten évervagande filamentos. Eventuellt kunde
man dven ha inkuberat M. indicus i anaeroba forhallanden for att se om tillvéaxten
blev annorlunda jamfort med aeroba forhallanden. Da kunde man ha jamfort produ-
cering av etanol med M. indicus som Kultiverats aerobt och anaerobt, likt det som
utfordes av Sharifia et al., (2008)

Tabell 6 (resultat) som visar att M. indicus kan producera lika stor mangd (g/1) etanol
fran vort som fermenterats vid de olika maskningstemperaturerna &r intressant. Re-
sultatet ger en bild av hur mycket etanol M. indicus kan producera fran den mangd
(9) M. indicus som tillsattes vid fermenteringen. Hade vidare studier gjorts med en-
bart M. indicus kunde man 6kat mangden (g) av M. indicus vid fermenteringen for
att mojligtvis fa ett battre utbyte av mol etanol/ mol monosackarid. Studien skulle
mojligtvis ge svar pa mangd (g) M. indicus som kravs for att producera lika mycket
etanol som den mangd (g) S. cerevisiae som tillsattes vid fermentering under denna
laboratoriestudie.
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5 Slutsats

Resultaten visar att M. indicus har formagan att producera etanol fran vort som mas-
kats i olika temperaturer. Darmed har M. indicus, likt S. cerevisiae, kunnat tillgodo-
gora sig de olika jashara sockerarterna som amylaserna brutit ned fran starkelse vid
de olika maskningstemperaturerna. Daremot sa dr M. indicus inte lika effektiv och
produktiv i att producera etanol som S. cerevisiae under de forutsattningar som la-
boratoriestudien utgick fran. Den potentiella produkten som kan produceras baserat
pa etanolproduktionen i denna laboratoriestudie ar i form av svagdricka. Dock sa
har resultaten visat att M. indicus kan producera lika hég mangd (g/l) etanol under
fermentering utifran vort maskat i 64°C och 70°C. Detta kan liknas med S. cere-
visiae. For att M. indicus eventuellt ska uppna samma effektivitet och totala mangd
(g/1) producerad etanol som S. cerevisiae bor en stérre méngd (g) av M. indicus
tillsattas vid fermentering. Darfor kan M. indicus utifran denna laboratoriestudie
inte anses vara ett lika effektivt och produktivt alternativ som S. cerevisiae vid pro-
duktion av 6l.
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Bilaga

Spektrofotometer

Tabell 9. Absorbans métt fran olika koncentrationer av starkelsestandard

Starkelsekoncentration % och g/L Absorbans

1% 10 g/l 0,633
05% 5g/ 0,510
01% 1g/ 0,420
001% 0,1g/ 0,398
0% 0g/l 0,340

Varje stérkelsekoncentration i Tabell 9 spaddes (1/50) innan métning av absorbans.
Absorbansen i Tabell 9 &r fran de utspadda proverna. Absorbansen anvéndes for att
gora standardkurvan.

Tabell 10. Absorbans fran prover tagna fran olika maskningstemperaturer efter 0 och 60 minuters
maskning

Maskningstemperatur Absorbans Absorbans
0 minuter méskning 60 minuter méskning
64°C
Prov 1 0,393 0,650
Prov 2 0,394 0,680
70°C
Prov 1 0,396
0,765
Prov 2 0,394 0,627

Varje prov i Tabell 10 spaddes (1/5) innan matning av absorbans. Absorbansen i
Tabell 10 &r fran de utspadda proverna. Absorbansen anvandes i ekvationen fran
standardkurvan for att rakna ut starkelsekoncentrationen i proverna.
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Tabell 11. Absorbans frén prover tagna efter 60 minuters kokning

Méaskningstemperatur Absorbans
64°C
Prov 1 0,840
Prov 2 0,668
70°C
Prov 1
Prov 2
0,795
0,976

Varje prov i Tabell 11 spaddes (1/5) innan matning av absorbans. Absorbansen i
Tabell 11 &r fran de utspadda proverna. Absorbansen anvandes i ekvationen fran
standardkurvan for att rakna ut starkelsekoncentrationen i proverna.

Tabell 12. Absorbans frén prover tagna efter fermentering med M. indicus

Méaskningstemperatur Absorbans
64°C

Prov 1 0,698
Prov 2 0,707
70°C

Prov 1 0,745
Prov 2 0,756

Varje prov i Tabell 12 spaddes (1/5) innan matning av absorbans. Absorbansen i
Tabell 12 &r fran de utspadda proverna. Absorbansen anvandes i ekvationen fran
standardkurvan for att rakna ut starkelsekoncentrationen i proverna
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Tabell 13. Absorbans frén prover tagna efter fermentering med S. cerevisiae

Méaskningstemperatur Absorbans

64°C

Prov 1 1,008

Prov 2 1,023

70°C

Prov 1

Prov 2 1,038
1,002

Varje prov i Tabell 13 spaddes (1/5) innan matning av absorbans. Absorbansen i
Tabell 13 &r fran de utspadda proverna. Absorbansen anvandes i ekvationen fran
standardkurvan for att rdkna ut starkelsekoncentrationen i proverna

HPLC

Resultat g/l

Tabell 14. HPLC resultat. Mangd (g/l) maltos, glukos, fruktos och etanol efter fermentering
med M. indicus, maskat i 64°C

M. indicus prov Maltos Glukos Fruktos Etanol
1 71,1 23 5,40 144
2 80,2 17,6 5,40 12.7
3 70 24,6 5,50 13.6

Tabell 25. HPLC resultat. Mangd (g/l) maltos, glukos, fruktos och etanol efter fermentering
med M. indicus, maskat i 70°C

M. indicus prov Maltos Glukos Fruktos Etanol
1 68,9 23,8 5,61 145
2 51,6 28,9 531 13.8
3 55,7 23,7 5,26 13.9
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Tabell 36. HPLC resultat. Mangd (g/l) maltos, glukos, fruktos och etanol efter fermentering
med S. cerevisiae, méaskat i 64°C

S. cerevisiae prov Maltos Glukos Fruktos Etanol
1 0 0 1,56 49,8
2 0 0 1,51 51.6
3 0 0 1,48 55.9

Tabell 47. HPLC resultat. Mangd (g/l) maltos, glukos, fruktos och etanol efter fermentering
med S. cerevisiae, méaskat i 70°C

S. cerevisiae prov Maltos Glukos Fruktos Etanol
1 0 0 1,65 54,9
2 0 0 1,63 58.2
3 0 0 1,60 55.5

Rékneexempel 1

Fran tabellerna 11, 12 och 13 berdknades mol etanol/ mol monosackarid. Nedan
visas ett rakneexempel.

Molvikt monosackarid (glukos, fruktos): 180,16 g/mol
Molvikt disackarid (maltos): 342,3 g/mol

Molvikt etanol: 46,07 g/mol

o/l for prov efter 60 minuters kokning som maskats i 64°C:
Maltos 63,3 g/l

Glukos 13,1 g/l

Fruktos 3,7 g/l

mol/l for prov efter 60 minuters kokning som méskats i 64°C:
Maltos: 63,3(g/l) /342,3 (g/mol) = 0,184926 mol/I

Glukos: 13,1 (g/l) /180,16 (g/mol) = 0,072713 mol/l
Fruktos: 3,7 (g/l) /180,16 (g/mol) = 0,020537 mol/l
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Monosackarid ekvivalent for prov efter 60 minuters kokning som maskats i 64°C:
Maltos: 0,184926*(342,3/180,16) = 0,3513 mol/Il

Glukos: 0,072713*(180,16/180,16) = 0,072713 mol/l

Fruktos: 0,020537*(180,16/180,16) = 0,020537 mol/I

g/l for prov efter fermentering som méskats i 64°C med S. cerevisiae:
Maltos: 0 g/l

Glukos: 0 g/l

Fruktos: 1,53 g/l

mol/l for prov efter fermentering som maskats i 64°C med S. cerevisiae:
Maltos: 0

Glukos: 0

Fruktos: 1,53 (g/I) / 180,16 (g/mol) = 0,008492 mol/I

Monosackarid ekvivalent for prov efter fermentering som maskats i 64°C med S.
cerevisiae:

Maltos: 0

Glukos: 0

Fruktos: 0,008492*(180,16/180,16) = 0,008492 mol/I

o/l etanol for prov efter fermentering som maskats i 64°C med S. cerevisiae:
52,4 g/l

mol/l etanol for prov efter fermentering som maskats i 64°C med S. cerevisiae:
52,4 (g/l) / 46,07 (g/mol) = 1,1374 mol/Il

Total mol/l monosackarid ekvivalent efter 60 minuters kokning:

0,3513 (mol/l) +0,072713 (mol/I) + 0,020537 (mol/l) = 0,444605 mol/l

Total mol/l monosackarid ekvivalent efter fermentering:

0,008492 mol/l

29



Total mol/l etanol efter fermentering:

1,1374

Tabell 18. Differens mol/l efter 60 minuters kokning och efter fermentering

Mol/l Efter 60 minuters Efter fermentering Differens
kokning

Etanol 0 1,1374 1,1374

Monosackarid- 0,444605 0,008492 0,436112

ekvivalenter

Mol etanol/ mol monosackarid fran prov som méaskats i 64°C med S. cerevisiae:

1,1374 (mol/l) / 0,436112 (mol/l) = 2,608 mol etanol / mol monosackarid

Ovriga resultat se tabell 8 (Resultat)
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Kromatografi

Prov taget efter 60 minuters kokning. Maskat i 64°C
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nFesLs 7]
200000 -]
150000
1 Oalnny
SO0
FsE g o
o oiee w =
- o o
T T T T T T T
s 10 15 20 25 0 35
External Standard Report
Sorted By : Retention Time
Calib. Data Modified - wWednesday, April 24, 2019 11:32:58 AM
Multiplier: & 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Sig Twype Area Amt/sArea Amount Grp MName
[mim] [NRIU*s] [g/L]
------- o= fom e mm e e S e e e e i e e o e e e i e S
B.33%9 1 BV 4.29225e6 1.42877e-5 61.32664 MALTOSE
9.900 W B.57773e5 1.40549e-5 12.05593 GLUCOSE
10.563 1 VB 1.65575e5 1.40802e-5 2.33134 FRUCTOSE
14.225 1 BV 2326.66748 4.06317e-5 9.45365e-2 GLYCEROL
15.8B85 1 BB 1336.22681 2.77137e-5 3.70318e-2 MACETATE
22.139 1 - - - ETHANDOL
Totals : 75.8B4547

Prov taget efter fermentering med S. cerevisiae. Maskat i 64°C.
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RID1 A, Refractive Index Signal (S1000009.D)
nRIU 3
3 3
35000
30000
25000 3
20000
15000 3
10000 8
= - 2
5000 3 g8 38 = 2 £ 2 2 &
. R g i AN
T T T T T
s 10 15 20 25 30 miry

External Standard Report

Sorted By Retention Time

Calib. Data Modified = wWednesday, April 24, 2019 11:32:58 AM
Multiplier : o 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Sig Type Area Amt/Area Amount Grp MName
[min] [MRIU*s] [g/L]
e EEm— =
8.297 1 = - . MALTOSE
9.893 1 = . = GLUCOSE
10.416 1 BB 5068.67236 3.07886e-5 1.56057e-1 FRUCTOSE
14.164 1 VB 1.72819e4 2.07000e-5 3.57736e-1 GLYCEROL
15.724 1 - - - ACETATE
22.130 1 BB 1.59874e5 3.11772e-5 4.98442 ETHANOL
Totals : 5.49821
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Prov taget efter fermentering med M. indicus. Méaskat i 64°C.

Last changed

: 4/24/2019 11:36:14 AM by leticia

RID1 A, Refractive index Signal (SI000006.0)
3

L 3
+£

8.307

7480

12424

14196

18,184
)22.166

ln <
=
[
8

External Standard Report

Sorted By % Retention Time

Calib. Data Modified

Multiplier: 3 1.0000
Dilution: - 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime
[min]

Sig Type Area Amt/Area Amount
[nRIU*s] [g/L]
------- R B B ottt ER R Ll Bl et e L L

1 BV 4.95311e5 1.43560e-5 7.11069
1w 1.57621e5 1.44819e-5 2,28265
1 VB 3.35170e4 1.61591e-5 5.41605e-1
1 BB 5601.57129 2.71659e-5 1.52172e-1
1 - - -

1 BB 4.61693e4 3.11226e-5 1.43691

11.52403

Wednesday, April 24, 2019 11:32:58 AM

MALTOSE
GLUCOSE
FRUCTOSE
GLYCEROL
ACETATE
ETHANOL
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