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Fremstilling af bioethanol

Nedenstdende fermenteringsforseg kan laves enkeltvis eller samlet som et undervisningsforleb
om bioethanol, hvor der fokuseres pa sammenheengen mellem substrattype, forbehandling og
udbytte. Ethanol-fremstillingsforsegene kan laves som en udvidelse af forseg e) ‘Geercellernes
udnyttelse af forskellige carbohydrater” fra Bioteknologi 2, tema 3. Teorien bag fremstilling af
forste- og andengenerations bioethanol fremgar af Bioteknologi 3, side 80-87.

Enzymer til forsegene kan bestilles pa: http:/ /www.easj.dk/enzymer/

A Fgrstegenerations bioethanol af mono- og disaccharider

Til dette forseg anvendes forskellige mono- og disaccharider, fx fructose, glucose, galactose,
lactose, saccharose og maltose som udgangspunkt for fermenteringen. Teori — se Bioteknologi 3,
s. 80-83.

Materialer

* Mono- og disaccharider

* Bagegeer

e Postevand

* 1000 mL koniske kolber

¢ Glasspatel

*  Gummipropper med geerlds med (kalk)vand

® Preecisionsveegt
Fremgangsmdde

Dag 1

1. De rengjorte opstillinger klargeres.

Markér kolberne med jeres navn og carbohydrattype.

Til hver kolbe tilsaettes 25 g geer og 200 mL lunkent postevand.
Der omrores til geeren er helt oplest.

U N

Beregn hvor meget carbohydrat der skal tilseettes hver kolbe. Koncentra-
tionen skal veere 10 veegt%, og kolberne fyldes op til 400 mL. Der skal til-
saettes samme meengde til alle kolber.

6. Til hver kolbe tilseettes carbohydrat, og kolberne efterfyldes med poste-
vand til 400 mL.

7. Propper med geerlds monteres.

8. Geerlasene fyldes halvt op med (kalk)vand.
9. Vej hele opstillingen og notér vaegten for dag 1.
10. Teel antallet af bobler i et minut til tiden 10, 20, 30, 40, 50, 60 og 70 minutter.

11. Lad opstillingen st& ved stuetemperatur 3-7 dage. Figur 1. Fremstil-

ling af forstegene-
Dag 2 (slutdag) rations bioethanol.

1. Vej hele opstillingen og notér vaegten for dag 2.
2. Beregn og notér vaegttabet.
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3. Beregn bioethanoludbyttet saledes:
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Ved et veegttab pa fx 20,0 g for en kolbe, er det tilsvarende bioethanoludbytte pa 20,9 g.

4. Polg vejledningen for destillation.

Resultater

Carbohydrat 1

Carbohydrat 2

Carbohydrat 3

Carbohydrat 4

Carbohydrat 5

Carbohydrat 6

Kommentarer

Vaegt af op-
stilling
dag 1 [gl

Bobler/min.
T10

Bobler/min.
T20

Bobler/min.
T30

Bobler/min.
T40

Bobler/min.
T50

Bobler/min.
T60

Bobler/min.
T70

Vaegt af op-
stilling dag 2

Vaegttab [g]

Beregnet
bioethanol-
udbytte [g]

Resultatbearbejdning

1. Afbild resultaterne fra de forskellige kolber i et diagram med tiden som x-akse og antal CO,-
bobler/minut som y-akse.

0 X N LD

ring?

Hvordan kan dette forseg varieres?

Gor rede for mulige fejlkilder i forseget.

Forklar kurvernes forlegb. Hvorfor er de ikke ens?

Er der en sammenheeng mellem kurveforlobet fra dag 1 og veegttabet pa dag 2?
Hvad er der sket fra dag 1 til dag 2?
Kommentér det beregnede bioethanoludbytte fra de forskellige opstillinger.
Kan geercellerne udnytte de forskellige carbohydrater lige godt? — Begrund svaret.

Hvordan kan viden fra dette forseg udnyttes til planleegning af produktion via fermente-
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I. Destillation

Materialer

e Kolber med feerdiggeeret oplosning
e 500 mL maleglas

e Tragt

e Rundfilter/kaffefilter

* Destillationsudstyr: 1000 mL rundkolbe, varmekappe eller bunsenbraender, termometer,
kondenseringsror med slanger og vandkobling, 25 mL maéleglas, kogesten, antiskummiddel

Fremgangsmdde

1. Heeld den feerdiggeerede vaeske i et maleglas og notér volumen.

2. Filtrer eventuelt veesken gennem et filter i en tragt.

3. Heeld veesken i en rundkolbe, tilseet 1 tsk. kogesten og 1 drabe | T
antiskummiddel.
4. Vej og notér den praecise vaegt for opsamlingsglas 1 og 2. \
5. Tilkobl glasrer, termometer, slanger, vandkeling og maleglas. T
6. Skru op pa max varme i varmekappen og hold gje med tempera-
turen i termometret.

7. Nar oplesningen begynder at koge, skrues ned for varmen sa det

Py
smakoger.
8. Destillationen og opsamlingen af ethanol i méleglasset fortsaetter sa

leenge damptemperaturen ligger pa 78-80 °C.
9. Nar damptemperaturen stiger over 80 °C, skiftes opsamlingsmale-

glasset (= destillat 1) til et andet (= destillat 2), og destillationen fortseetter Figur 2. Destillationsapparat.
til temperaturen nar 98°C hvorpa opsamlingsmaleglasset fjernes, og destil- Pilene angiver kglevandets
lationen afbrydes. retning.

10. Aflzes det praecise volumen for destillat 1 og 2.
11. Bestem den preecise vaegt for destillat 1 og 2.

Alternativ metode

Ovenstaende destillationsmetode er den bedste, men den tager meget lang tid. I stedet kan man
lave en forsigtig destillation med et antiskummiddel.

Resultater

Carbohydrat 1 | Carbohydrat 2 | Carbohydrat 3 | Carbohydrat 4 | Carbohydrat 5 | Carbohydrat 6

Beregnet bioethanoludbytte
fra forsgg A [g]

Praecist volumen af destillat
1 [mL]

Praecist volumen af destillat
2 [mL]

Praecis veegt af destillat 1 [g]

Pracis veegt af destillat 2 [g]

Alkoholprocent i destillat 1
(volumenprocent)

Alkoholprocent i destillat 2
(volumenprocent)

Alkoholprocent i destillat 1
(veegtprocent)

Alkoholprocent i destillat 2
(vaegtprocent)
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Resultatbearbejdning

1.
2.
3.

v N

Hvad kan grunden veere til at der laves et 1. og 2. destillat fra hver opstilling?
Beregn alkoholkoncentrationen i den feerdiggeerede veeske — se vejledning.

Hvor 'steerk’ en alkoholisk vaeske fik du fremstillet i din oprindelige fermenteringskolbe,
med andre ord hvad var alkoholprocenten?

Hvorfor er det ikke muligt at opna en alkoholprocent over 14 selv om der tilseettes mere sub-
strat til geerceller?

Er der overensstemmelse mellem det beregnede bioethanoludbytte og den bestemte alkohol-
procent for destillaterne — hvordan kan afvigelser forklares?

Beregn hvor meget substrat der skal til for at danne 1 liter 96 % ethanol.

Hvorfor er der forskel pa ethanoludbyttet alt efter hvilket substrat der fermenteres?
Hvordan kan destillationsforsoget varieres?

Hvordan kan viden fra dette forseg udnyttes til bioethanolproduktion?

Il. Bestemmelse af alkoholkoncentration

Alkoholindholdet i en blanding kan angives pa to mader, nemlig som volumenprocent og som
vaegtprocent, dvs. massebestemmelse. P4 alkoholiske drikke er alkoholindholdet typisk angivet
som volumenprocent, fx 4,6 % for en almindelig pilsner.

Veegtprocent af alkohol i en blanding er et udtryk for den relative masse af alkohol i blandingen
— fx ijeres destillater.

Veegtprocent og volumenprocent i en blanding beregnes saledes:

. ; masse af stoffet 100
veegtprocent = . o
&P masse af blandingen

volumen af stoffet
volumenprocent = - -100 %
volumen af blandingen

idet ethanol har en massefylde pa 0,789 g/mL.
Alkoholkoncentration angivet som volumenprocent giver en hejere veerdi end angivet som
veegtprocent.

4/10



nucleus

www.nucleus.dk

B Forstegenerations bioethanol af polysaccharider med og uden enzym

Til dette forseg anvendes forskellige polysaccharider fx amylose i form af majsstivelse, kartof-
felstivelse og hvedestivelse, som udgangspunkt for fermenteringen. Fermenteringen udferes
med og uden stivelsesspaltende enzymer, amylase og amyloglucosidase. Teori — se Bioteknolo-
gi 3, s. 80-83.

Materialer

Majsstivelse, kartoffelstivelse eller hvedestivelse
Bagegeer

o-amylase, Termamyl 120
Amyloglucosidase, AMG 300

Ionbyttet vand

1000 mL koniske kolber

1M HCI

Maleglas

Glasspatel

Gummipropper med geerlas med (kalk)vand
Preecisionsveegt

Fremgangsmdde

Dag 1

1.
2.

o *® N

De rengjorte opstillinger klargores.

Markér kolberne med jeres navn, carbohydrattype og +E
eller -E for henholdsvis kolber med enzym og uden enzym.

Tilseet 40,0 g carbohydrat til hver kolbe og 300 mL ionbyttet
vand.

Tilszet 2 mL Termamyl 120 (a-amylase) og 4 mL AMG 300
(amyloglucosidase) til +E kolberne.

Til hver kolbe tilsaettes 25 g geer og der omrores til geeren er
helt oplest.

Kolberne efterfyldes med ionbyttet vand til 400 mL.
pH justeres til 6.0 ved tildrypning af HCL

Propper med geerlds monteres.

Geerlasene fyldes halvt op med (kalk)vand.

10. Hver opstilling placeres pa en praecisionsvaegt der er koblet

til en datalogger. Dataloggeren skal veere indstillet til at op-
samle opstillingens veegt hver 30. minut over to degn.

Figur 3. Fremstilling af forste-
generations bioethanol pé veegt.
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Dag 2 (slutdag)

Forseget afsluttes og vejledning for destillation folges.

Resultater
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Carbohydrat 1
+ Enzym

Carbohydrat 1
- Enzym

Carbohydrat 2
+ Enzym

Carbohydrat 2
- Enzym

Carbohydrat 3
+ Enzym

Carbohydrat 3
- Enzym

Startveegt [g]

Slutvagt [g]

Veaegttab [g]

Beregnet bioetha-
nol-udbytte [g]

Resultatbearbejdning

1. Lav et diagram over veegtudviklingen over to degn i de forskellige opstillinger, idet x-aksen
angiver tiden og y-aksen angiver veegten.

2. Forklar kurveforlgbene — hvorfor sker vaegttabet ikke lige hurtigt og hvordan kan forskelle i
veegttab forklares?

o Ul W

Gor rede for mulige fejlkilder i forseget.

Hyvilke konklusioner kan du drage af forseget?

Hvordan kan dette forseg varieres og med hvilke resultater?

Beregn de forskellige veerdier for veegttab og bioethanoludbytte vha. formlen i forseg A.
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C Andengenerations bioethanol af planteaffald med og uden enzym

Til dette forseg anvendes forskellige slags planteaffald fx kartoffelskreeller, aebleskreeller og
graesafklip som udgangspunkt for fermenteringen. Fermenteringen udferes med og uden enzy-

merne cellulase og amyloglucosidase. Teori — se Bioteknologi 3, s. 84-87.

Materialer

* Planteaffald

* Bagegeer

¢ Jonbyttet vand

e 1000 mL koniske kolber

¢ Celluclast 1,5 L FG (cellulaseenzymkompleks)
* AMG 300 (amyloglucosidase)

e IMHCI

*  Gummipropper med geerlas med (kalk)vand
® Preecisionsveegt

¢ Diverse glasvarer og pipetter

Fremgangsmdde

Dag 1
1. De rengjorte opstillinger klargeres.

2. Markér kolberne med jeres navn, carbohydrattype og +E eller -E for hen-
holdsvis kolber med enzym og uden.

Tilseet 40,0 g carbohydrat til hver kolbe og 300 mL ionbyttet vand.
Tilseet 2 mL Celluclast og 4 mL AMG 300 til +E kolberne.

Til hver kolbe tilseettes 25 g geer og der omrores til geeren er helt oplest.
Kolberne efterfyldes med ionbyttet vand til 400 mL.

pH justeres til 6.0 ved tildrypning af HCI.

Propper med geerlds monteres.

O X N W

Geerlasene fyldes halvt op med (kalk)vand.

10. Hver opstilling placeres pa en praecisionsveegt der er koblet til en
datalogger. Placer opstillingerne sa lunt som muligt. Dataloggeren skal
veere indstillet til at opsamle opstillingens veegt hver 30. minut over to

degn.
Dag 2
Afslut forseget og felg vejledning for destillation.

Resultater

Figur 4. Planteaffald i
form af kartoffelskraller.

Carbohydrat1 | Carbohydrat1 | Carbohydrat2 | Carbohydrat2 | Carbohydrat 3
+ Enzym - Enzym + Enzym - Enzym + Enzym

Carbohydrat 3

- Enzym

Startveegt

Slutvaegt

Vaegttab [g]

Beregnet bioethanol-
udbytte [g]
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Resultatbearbejdning

1.

o U W

Lav et diagram over veegtudviklingen over to degn i de forskellige opstillinger, idet x-aksen
angiver tiden og y-aksen angiver vaegten.

Forklar kurveforlebene — hvorfor sker veegttabet ikke lige hurtigt, og hvordan kan forskelle i
veegttab forklares?

Beregn de forskellige veerdier for veegttab og bioethanoludbytte vha. formlen i forsog A.
Gor rede for mulige fejlkilder i forseget.

Hvordan kan dette forseg varieres og med hvilke resultater?

Hyvilke konklusioner kan du drage af forseget?
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D Andengenerations bioethanol af halm med og uden autoklavering

Til dette forsog anvendes halm som udgangspunkt for fermenteringen. Fermenteringen udferes
med og uden autoklavering og med enzymer til spaltning af celluloseforbindelserne. Teori — se
Bioteknologi 3, s. 84-87.

Det er mest hensigtsmeessigt at autoklavere kolber (+A, se nedenfor) inden forsegsgangen da
det tager tid at starte en autoklavering.

Materialer

* Halm

* 1000 mL koniske kolber

e Tetsluttende propper

¢ Propper med geerlds med (kalk)vand
¢ Jonbyttet vand

* Koncentreret svovlsyre, 98 % H,SO,
* 2M NaOH

e 2MHCI

* 0,1 M citratpuffer lavet af 10 g citronsyre oplesti 1 L demineraliseret vand, pH =5
¢ Novozym 188

e Celluclast 1,5 L FG

* Bagegeer

* Varmeskab

e Saks

e Blender

¢ Diverse glasvarer og pipetter

Fremgangsmdde

Dag 1 (dobbeltmodul)
1. De rengjorte opstillinger klargores.

2. Markér kolberne med jeres navn, +A eller -A for hen-
holdsvis kolber med og uden autoklavering.

3. Halm Klippes fint med en saks og blendes endnu finere i
en blender.

4. Afvej 25 g halm-smulder pr. kolbe.
5. Tilseet 300 mL ionbyttet vand pr. kolbe.

6. Istinkskab og ved brug af sikkerhedsbriller og handsker
tilseettes 3 mL koncentreret H,SO, pr. kolbe.

7. Omror grundigt med glasspatel og luk kolber med teet-
sluttende propper.

Figur 5. a. Ikke autoklaveret halm.
b. Autoklaveret halm.

8. -A kolber placeres i 50 °C varmeskab i en time.
9. Kolberne afkeles til 30-40 grader.

10.1 stinkskab og ved brug af sikkerhedsbriller og handsker
justeres pH til 4,8 med 2M NaOH, idet der omrores grundigt undervejs.

11. Halmmassen heeldes i en stor tragt med filterpapir og skylles to gange med 500 mL ionbyttet
vand.

12. Den skyllede halmmasse heeldes tilbage i den rengjorte koniske kolbe.
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13. Tilseet 500 mL citratpuffer til hver kolbe.

14.1 stinkskab og ved brug af sikkerhedsbriller og handsker justeres pH til 5 enten ved tildryp-
ning af HCl, hvis pH skal seenkes, eller ved tildrypning af NaOH, hvis pH skal haeves. Grun-
dig omrering undervejs.

15. Hver kolbe tilseettes 2 mL Novozym 188 og 6 mL Celluclast 1,5 L FG, der omrores og lukkes
med teetsluttende propper.

16. Kolberne placeres i 50 °C varmeskab i en uge. Omrystning i lobet af ugen er en fordel.

Dag 2

1. Tag kolberne ud af varmeskab og lad dem afkele til 30 °C.

2. Tilseet 15 g bagegeer til hver kolbe og monter geerldse med (kalk)vand.
3. Vej hver opstilling pa en preecisionsveegt og notér veegten.

4. Placer opstillingerne i 30 °C varmeskab i to uger.

Dag 3 (dobbeltmodul)

1. Tag kolberne ud af varmeskab og vej hver opstilling pa en preecisionsvaegt, notér veegten.
2. Overfor kolbens indhold til en stor rundkolbe séledes at rundkolben er ca. halvt fyldt op.
3. Folg vejledningen for destillation.

Resultater
Halm Halm
+ Autoklavering - Autoklavering
Startvagt
Slutveegt
Vagttab [g]
Beregnet bioethanoludbytte [g]

Resultatbearbejdning

1. Forklar udferligt hvad der sker med halmen under de enkelte trin i fremgangsmaden, nem-
lig findeling, svovlsur hydrolyse, opvarmning, enzymatisk reaktion, fermentering.

2. Beregn veaegttab og bioethanoludbytte via forsog A.

3. Er der overensstemmelse mellem det beregnede ethanoludbytte og det opnédede ethanolud-
bytte ved destillation? Begrund svaret.

4. Gor rede for mulige fejlkilder i forseget.
5. Hvordan kan dette forseg varieres og med hvilke resultater?

6. Hvorledes adskiller fremstilling af 2. generations bioethanol sig fra fremstilling af 1. genera-
tions bioethanol?

7. Hvilke konklusioner kan du drage af forseget?

8. Hvordan kan viden fra dette forseg udnyttes til planleegning af produktion via fermente-
ring?
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