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Figur 37. Generationstid for
nogle menneskerelaterede
bakterier under optimale
vaekstbetingelser.

Kilde: Perry m.fl., 2002.

Pa figur 68, side 67 og figur
84, side 79 kan man se elek-
tronmikroskop-billeder af
henholdsvis Escherichia coli
og Staphylococcus aureus.
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Vaekst

t mal for en mikroorganismes evne
Etil veaekst er dens generationstid. Ge-

nerationstiden angiver et gennem-
snit for hvor ofte en celle deler sig til to
nye celler. Pa figur 37 er vist generations-
tider for nogle udvalgte bakterier.

Man kan se at kolibakterier, som er
nogle af de hurtigste til at dele sig, har
en generationstid pa 20 min. Hvis man
forestiller sig at vaeksten af E. coli kunne
fortsatte ubegreenset, fx i 24 timer, ville
én celle veere blevet til
4.722.366.478.574.681.194.496 celler.
Disse ville veje 5.200 tons hvilket svarer
til vagten af ca. 65.000 mennesker. Pla-
ceret pa en lang reekke ville cellerne kun-
ne na rundt om jorden 243.988.935 gan-
ge. Hvis deres fadekilde havde veret glu-
kose, ville de have konsumeret ca. 10.000
tons af det. Men hvor skulle de have fiet
al den glukose fra?

Netop mangel pa fade er én af forkla-

ringerne pa hvorfor mikroorganismerne
trods alt ikke bliver til s& mange som be-
skrevet i ovenstdende eksempel. Mange
andre faktorer kan ogsé begraense deres
vakst. Fx vil temperaturen, tilgengelig-
heden af O, og naringssalte samt pH-
vardien i de vandige omgivelser have be-
tydning. Ligeledes kan taetheden af popu-
lationen, det vil sige samlingen af indivi-
der af samme art, og dens egen eller an-
dre organismers produktion af affalds-
stoffer, hemme mikroorganismernes
vaekstmuligheder. Endelig har ikke
mindst risikoen for at blive spist af andre
organismer eller at blive angrebet af virus
betydning for hvor stor en population
kan blive.

Veekst i et laboratorium

Hvis man rendyrker mikroorganismer i et
laboratorium, s man har genetisk ens in-
divider, og derefter lader dem gro under
kontrollerede betingelser, vil man kunne
folge vaekstforlabet for en population.

Art Beskrivelse

Generationstid

Escherichia coli

Harmigs stavformet bakterie der lever i tarmene pa men-
nesket og andre pattedyr. Bruges som testorganisme
for at undersage om fade, vand eller jord er inficeret

20 min.

med affering fra mennesker eller andre pattedyr.

Staphylococcus
aureus

Kugleformet bakterie der normalt er harmlgs og lever i
naese og svaelg pd mennesker og andre pattedyr.

Hos nogle individer fordrsager den dog voldsomme
infektioner som kan vaere svaere at behandle. Kan ogsa
findes i tilberedt mad der ikke har vaeret opbevaret pa
kel. Her producerer den giftstoffer som giver opkastning
og diarré.

30 min.

Mycobacterium
tuberculosis

Stavformet bakterie der fordrsager tuberkulose hos men-
nesket. Den smitter gennem luften og inficerer lungerne.
Pa grund af den lange generationstid er det kun per-
soner, der i forvejen er sveekkede, der er modtagelige.

13 timer og 20 min.
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Man starter med at overfare nogle mi-
kroorganismer til et flydende vakstme-
die. Med jevne mellemrum udtager man
en progve af denne oplasning og forsgger
at vurdere antallet af organismer.

P4 grundlag af sddanne optellinger
har det vist sig at man kan inddele mi-
kroorganismers veekst i fire faser: 1. lagfa-
se, 2. eksponentiel vakstfase, 3. statio-
nearfase og 4. dedsfase.

I lagfasen, som man kan oversatte til
forsinkelsesfasen eller nglefasen, bliver
mikroorganismerne overfort til deres fly-
dende vakstmedie. Indtil de har veennet
sig til de nye vaekstbetingelser, det vil
blandt andet sige indtil de har faet pro-
duceret passende mangder af de enzy-
mer som skal vaere aktive i dette miljg,
vil cellerne ikke dele sig, og antallet er
derfor konstant.

I den eksponentielle voekstfase har mi-
kroorganismerne tilpasset sig omgivelser-
ne, og de fordobler deres antal i lobet af
en generationstid. For en organisme med
en generationstid pd 20 min. betyder det
at én celle efter 20 min. er blevet til to,
efter 40 min. til fire, efter 60 min. til otte
osv. Det er i denne vakstfase at mikroor-
ganismerne i princippet kan blive til et
astronomisk hgijt antal organismer som
illustreret i eksemplet med E. coli oven-
for. Rent matematisk kan man beskrive
det ved folgende ligning:

y=2"

hvor x er antallet af generationer, ogy er
antallet af celler efter x generationer.
Figur 38 viser en afbildning af eksponen-
tiel vaekst.

Som man kan se af figuren, vil man ef-
ter relativt fa generationers vakst fa en
meget stejlt voksende graf som det kan
vare vanskeligt at aflaese pa. For en hur-

tigt voksende mikroorganisme, det vil
sige én med en kort generationstid, er

denne afbildning derfor ikke si hensigts- www.nucleus.dk
meessig. Heldigvis findes der en matema- Dyrkning og vurdering af
tisk losning pé dette problem. Man kan antallet af mikroorganismer

velge at afbilde antallet af celler pd en | et flydende vakstmede.

logaritmisk skala. Logaritme betyder for-
holdstal, og pa en logaritmisk skala er af-
standen mellem stregerne pé skalaen for-
holdsmaessig mindre jo storre tallene bli-
ver. Den logaritmiske afbildning giver
derfor mulighed for at f& plads til mange
flere generationer, og den er nem at af-
lese pa da den er lineeer, se figur 39.
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Figur 38. Graf over eksponentiel vaekst.

3
10000
1000 1

1001

Antal celler

0 T T 1 1 T ¥ T T 1 I T 1 1
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Antal generationer

Figur 39. Samme data som i figur 38, her afbildet pa en logaritmisk skala.
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Figur 40. Et vaekstforlgb for
en population af mikro-
organismer.

1. lagfase

2. eksponentiel vaekstfase
3. stationeerfase

4. dedsfase

P4 et tidspunkt vil én eller flere af de
tidligere nevnte parametre begrense
vaeksten, og mikroorganismerne overgar
da til stationcerfasen. 1 denne fase vil nog-
le af cellerne dg og blive nedbrudt. Der-
ved kan de blive naering for andre celler,
som s deler sig og erstatter de gamle.
Stationarfasen er med andre ord en fase
hvor mikroorganismerne set som en po-
pulation blot overlever, og deres antal vil
vare mere eller mindre konstant. Hvis
man undersgger sammensa&tningen af
stoffer i cellerne i denne fase, kan man se
at den adskiller sig fra sammensatningen
af stoffer i den eksponentielle veekstfase.
Det kan man tage som udtryk for at for-
skellige gener er aktive i de forskellige fa-
ser. I den eksponentielle fase er det isar
vaekstgener der er aktive, mens det i
hgjere grad er gener involveret i overle-
velse der er aktive i stationarfasen. I sta-
tionarfasen er det fx gener der sgrger for
dannelse af antibiotika og andre forsvars-
stoffer der er aktive. Man ser ogsd at nog-
le mikroorganismer i denne fase danner
sporer i stedet for de almindelige celler.
Sporer fungerer netop som et hvilestadi-
um for mikroorganismer, og de kan ~
hvis forholdene @ndrer sig igen - blive
omdannet til aktive celler.

3.
4,

: .'Antali celler (logaritmisk skala)
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Tid Slut

Nér en population af mikroorganismer
har veret i stationarfasen en vis tid,
overgér den til dgdsfasen. I denne fase er
antallet af mikroorganismer som regel eks-
ponentielt aftagende. Det vil sige at antal-
let bliver halveret pr. tidsenhed. Rent ma-
tematisk kan man beskrive det siledes:

y =0,5*

Hvor x denne gang er halveringstiden,
og y er antallet af celler efter x antal hal-
veringer af populationen. Igen afbilder
man antallet af celler pd en logaritmisk
skala som funktion af tiden.

En mikroorganismes fire vakstfaser
udger tilsammen dens vakstforlgb, som
man kan afbilde som vist i figur 40.

Veekst og infektioner
Sygdomsfremkaldende mikroorganismer
har et tilsvarende vaekstforleb nar de
treenger ind i en organisme hvis ikke de
bliver bekampet. Deres indtrangen kal-
der man en infektion eller en smitte af
veertsorganismen. Det er vigtigt for den
organisme, der bliver inficeret, at fa be-
keempet den sygdomsfremkaldende mi-
kroorganisme tidligt i dens eksponentiel-
le vaekstfase, ellers vil den nd den statio-
nere fase. I denne fase vil mikroorganis-
men dels findes i et stort antal, og dels
vil den have en forpget modstandskraft
over for antistoffer, antibiotika m.m. Den
vil derfor kunne svakke vaertsorganis-
men yderligere og evt. fordrsage dens
ded. I kapitlet Mikroorganismer og men-
neskets sundhed kan man lase mere om
infektioner.

Veekst i naturlige okosystemer

I naturlige gkosystemer foregar der ogsd
veekst af mikroorganismer. Det taenker vi.
vel mest over hvis vaksten bliver meget
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Figur 101. En tabel over nog-
le typiske kommercielle pro-
dukter der er fremstillet ved
hjeelp af bakterier, gaersvam-
pe eller skimmelsvampe.

Drikkevarer
ol
Vin
Whisky
Fadevarer

Smer, ost og surmaelksprodukter

Bagegeer

Pickles, oliven, sauerkraut og sojasauce
Smagsstoffer og kosttilskud

Eddike

Vitaminer
Organtske syrer

Citronsyre
Enzymer

Vaskepulver

Tandpasta
Hemmende stoffer

Antibiotika

Medicin o.l. produceret af transgene

mikroorganismer
Insulin
Humant veeksthormon
Vacciner
Blodprotein
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Mikroorganismer

i produktion
ikroorganismer har en rekke
Megenskaber som gor dem meget
anvendelige til industriel ud-

nyttelse. De er fx encellede. Det betyder
at alle celler i en rendyrket kultur er ens
og dermed producerer de samme stoffer.
En lille celle har ogsa en relativ stor over-
flade i forhold til dens volumen. Det be-
tyder at den er mere effektiv til at optage
og udskille stoffer end en storre celle, og
den vokser og deler sig derfor hurtigere.

Mikroorganismer er 0gsa velegnede til
at dyrke i flydende vakstmedier i store
tanke. I sadanne tanke kan man relativt
nemt skabe passende vakstbetingelser for
de mikroorganismer man gnsker at an-
vende. Det er forskelligt om det stof man
gnsker produceret af en
mikroorganisme, bliver
dannet i dens eksponen-
tielle vaekstfase eller i
dens stationzre fase. Det
er derfor vigtigt at kunne
kontrollere vakstbetin-
gelserne. Laes mere om
mikroorganismers vakst-
faser i kapitlet Mikroor-
ganismers vaekst og for-
mering, side 36-38.

Det er isar bakterier,
gaer- og skimmelsvampe,
man bruger til industriel-
le produktioner. Figur
101 viser nogle typiske
kommercielle produkter,
der er fremstillet ved
hjelp af disse mikroorga-
nismer.~

Man kalder den del
af industrien der benytter

sig af mikroorganismer i produktionen,
for fermenterings-industrien. Egentlig er
fermentering det samme som gering, det
vil sige en delvis omdannelse af organi-
ske stoffer uden brug af ilt eller andre re-
spirationsmidler, se side 54. Mange pro-
duktioner foregar da ogsd ved hjelp af
mikroorganismer der laver garinger, men
det er langt fra alle. I industriel sammen-
hang dakker begrebet fermentering der-
for mere bredt over stor-skala-produktio-
ner af biologiske stoffer ved hjelp af mi-
kroorganismer. I det fglgende vil vi s
narmere pa mikrobiologien i nogle af
disse produktioner.

Produktion af ol

@1 som vi kender det i dag, er brygget pa
byg og humle, se figur 102.

I middelalderen blev ol af samme type
drukket af bade bern og voksne i stedet
for vand, da man ofte blev syg af at drik-
ke brendvand. @1 kunne derimod slukke
tgrsten uden at give maveproblemer,
sandsynligvis fordi den blev kogt under
brygningen. Endvidere virker alkohol i
sig selv hemmende pa veekst af mikroor-
ganismer, og det er formodentlig forkla-
ringerne pa ollets sygdomshammende
funktion i middelalderen.

@lbrygning blev en industriel produk-
tion i Danmark fra midten af 1800-tallet
hvor brygger Jacob Christian Jacobsen
(1811 - 1887) i 1847 grundlagde Carls-
berg.

Figur 103 viser princippet i industriel
glbrygning.

Det farste der sker, er at maltbyg -
som er byg der er specielt egnet til bryg-
ning - s@ttes i bled i vand og derefter
overfores til spirekasser, se figur 1032, b
og c. Byggen spirer, 0g man kalder den
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derefter malt. Under spiringen producerer
byg stivelsesnedbrydende og proteinspal-
tende enzymer som har betydning senere
i bryggeprocessen. Efter spiring torres
malten, hvorefter den males i en malt-
molle s& den fir en storre overflade, se fi-
gur 103d og e. Den malede malt bliver
C ‘andet med vand og opvarmet, se figur
-J3f. Hensigten er at de enzymer som
blev dannet under spiringen, dels skal
spalte proteiner og dels skal nedbryde sti-
velse til maltsukker og glukose. Maltsuk-
ker kalder man ogsa maltose. Processen

kalder man maskning, og produktet kal-
der man meesk. For at udnytte enzymer-
ne optimalt, supplerer man nogle gange
med rafrugt, som er stivelse fra ris eller
majs, sa der bliver dannet sarlig meget
maltose og glukose. Masken filtreres der-
efter, se figur 103g. Den frafiltrerede del
bruger man som dyrefoder, mens filtratet
som man kalder glurt, gar videre til naste
proces. Neeste proces er kogning af glur-
ten under tilstning af humle, se figur
103h. Humle er med til at give gllet sin
karakteristiske bitre smag, og kogningen

Figur 102. a. Toradet byg.
b. Humle.

Fotos: a. Gerth Hansen/Biofoto
og b. Kjeld Olesen/Biofoto.

Figur 103. Skematisk oversigt

over processerne i albrygning.

Se forklaringer i teksten.
Kilde: www.crc.dk/flab/ (Carlsberg
Research Centre).
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_f Industriel udnttelselaf mikroorganismer.

www.nucleus.dk
glbrygning.

Figur 104. Geerceller af slaeg-
ten Saccharomyces set i lys-
mikroskop. Disse celler stam-
mer fra en pakke bagegeer.

Foto: Per Schriver,

pdelegger enzymerne og steriliserer gl-
urten. Jlurten har nu en sammensat-
ning af stoffer der gor den velegnet som
vaekstmedie for gaer. Efter afkeling bliver
den derfor tilsat gzr. Hver geringstank
kan indeholde godt 500.000 liter.

Gaersvampe og olbrygning

Man bruger encellede gxrsvampe af sleg-
ten Saccharomyces nar man brygger ol, se
figur 104.

Disse encellede gersvampe kan som
alle andre eukaryote organismer lave en
aerob respiration. Det vil sige at de under
forbrug af ilt kan omdanne organiske
stoffer til kuldioxid og vand, og f3 energi
ud af det. Men under iltfattige forhold la-
ver de gaering for at fa energi. Ved geerin-
gen danner de alkohol (etanol) og kul-
dioxid ud fra glukose eller maltose, her
vist med glukose:

C6H1206 — 2CH3CH20H + ZCOZ
glukose etanol

P4 bryggeriet skaber man netop iltfattige
vakstbetingelser i gaeringstankene si der
ved geering produceres alkohol i glurten,
se figur 103i. Samtidig danner geren
0gsd en raekke af de smagsstoffer man
finder i ol. Gaeringen fortsatter indtil
g&ren har dannet si meget alkohol at
det heemmer dens egen vaekst.

Efter geering samler gaeren sig — afhaen-
gig af dens type - i bunden eller toppen
af tanken, hvorfra den kan opsamles og
bruges til en ny garing. Nogle garceller
bliver dog i gllet, og de er ansvarlige for
modningen af gllet. Efter gering bliver
ollet afkglet og derefter overfart til en
modningstank, se figur 103j og k. Under
modningen optager de tilbagevaerende
gerceller uenskede stoffer i gllet, og geer

og partikler bundfaldes efterhanden.
Indholdet af kulsyre (CO,) i gllet bliver
justeret, inden ollet til sidst tappes pa
daser eller flasker og er Klar til at drikke,
se figur 1031 og m.

Et historisk tilbageblik

De geersvampe man oprindeligt brugte i
den industrielle olbrygning, var den art
vi i dag kender som bagegzer, Saccharo-
myces cerevisiae, se figur 104. Tilbage i
midten af 1800-tallet havde man dog in-
gen idé om at det man kaldte ger, inde-
holdt levende organismer. Alligevel ud-
vekslede bryggerier rundt om i Europa
gar med hinanden, dels for at prave at
@ndre lidt pA smag og aroma i deres
bryg, og dels fordi gllet nogle gange blev
udrikkeligt.

Den franske kemiker Pasteur fik, som
beskrevet i kapitlet Mikrobiologiske ar-
bejdsmetoder, side 86-87, stor betydning
for den moderne mikrobiologi. En del af
hans forskning var til stor glede for gl-
industrien, fordi han fandt ud af at 'gar’
indeholdt levende organismer — hovedsa-
ligt gzersvampe. Han indfgrte begreberne
aerob og anaerob idet han undersggte og
konstaterede at geeringer foregik uden
forbrug af ilt, altsd anaerobt. I lgbet af
1860’erne og -70’erne identificerede Pas-
teur ogsa arsagen til at brygget nogle
gange blev udrikkeligt. Han undersagte
det darlige bryg og fandt at det bade
kunne indeholde flere forskellige gaer- og
skimmelsvampe, og ogs§ forskellige eddi-
kesyre- og malkesyrebakterier. P4 grund-
lag af sine studier udgav han i 1876 en
bog om 'glsygdomme’, se figur 105.

Pasteur opfandt ogsa pasteurisering
som metode, se side 87, og det viste sig
at den forlengede gllets holdbarhed, for-
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di metoden isa@r drabte bakterier i bryg-
get. Pasteurisering har derfor siden slut-
ningen af 1870’erne varet en integreret
del af industriel glbrygning. Man pa-
steuriserer gllet nar det er blevet tappet
pa daser eller flasker, se figur 1031, og
som navnt tidligere, steriliserer man
0gsa glurten inden man tilsetter geer.

Carlsberg Laboratorium

Brygger Jacobsen var ikke bare praktisk
interesseret i glbrygning, han var ogsa
videnskabeligt interesseret. Derfor opret-
tede han i 1875 et forskningslaboratori-
am i tilknytning til bryggeriet. Det var
Carlsberg Laboratorium som forskede i
geers fysiologi og elbrygningens kemi.
Det blev og er stadig en af verdens faren-
de forskningsinstitutioner inden for sit
omrade.

P& Carlsberg fandt man snart ud af at
pasteurisering ikke altid er tilstraekkeligt
til at forhindre et darligt bryg. Man vid-
ste ganske vist at geeren ikke skulle vare
forurenet med bakterier, og man havde
pa laboratoriet fundet forskellige dyrk-
ningsmetoder der favoriserede geerceller
frem for bakterier. Men det viste sig at
geeren ogsa kunne blive forurenet af vild-
goer, det vil sige af geerceller fra luften.
Det fik forsker Emil Christian Hansen
C_’_ 1842 - 1909), som var ansat pa Carls-

berg Laboratorium til at rendyrke gar.
Det vil sige at han fra en geerkultur ud-
tog ger som han dyrkede pa faste vaekst-
medier sd der fremkom kolonier, se figur
106.

Fra en koloni der jo bestar af genetisk
ens celler, udtog han celler til videre
dyrkning. P4 denne made opndede han
rene kulturer af forskellige varianter af
Saccharomyces cerevisiae. Ved at &ndre pa
dyrkningsbetingelserne fik han selekteret

Figur 105. Tegning fra bogen om glsygdomme
som Pasteur fik udgivet i 1876. P4 teg-
ningen ser man forskellige mikro-
organismer som han har fun-
det i forskellige bryg. De
store celler er geerceller
der er tegnet med sa
man kan sammenlig-
ne storrelsen med

de gvrige organis-
mer. Kun tegning

nr. 6 er fra et
normalt bryg og
viser hvad bund-
faldet indeholder.

Ud over geercel-

ler indeholder det
mest forskellige
farvede partikler,

og altsa kun f andre
mikroorganismer. De
@vrige tegninger er fra
bryg som pé forskellig vis
er dérligt, fx er tegning nr. 2
fra bryg domineret af maelkesyre-
bakterier, mens tegning nr. 5 er fra
bryg domineret af eddikesyrebakterier.

Figur 106. Agarplade med
i geerudstrygning. Veeksten frem-
kommer ved at man med en
steril podenal tager gaer
fra en kultur og laver
den farste udstryg-
ning. Naeste udstryg-
ning laves ved at
traekke en steril
podenal gennem
den sidste del af
den farste udstryg-
ning, og tredje ud-
strygning laves ved
at traekke en steril
podendl gennem sid-
ste del af anden ud-
strygning. Som man kan
se, fremkommer der velaf-
graensede kolonier i tredje
udstrygning. Foto: Per Schriver.
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Figur 107. Maleri fra 1897 af
Emil Christian Hansen i sit labo-
ratorium. Han ville gerne have
taget patent pa den rendyrke-
de geer, men brygger Jacobsen
holdt sig til den tradition der
var blandt bryggere for at ud-
vel~'~ gaer med hinanden. |

dd_ tenteres alle mikroorga-
nismer med nye egenskaber.

-oto er venligst stillet til rddighed
if Carlsberg.

3
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Forseg med forskellige
parringstyper af geer,

00

forskellige nye varianter, som viste sig at
veere serligt velegnede til glbrygning,
Det er sdledes ham der i 1883 har
frembragt den art af ger vii dag kalder
olgar eller Saccharomyces carlsbergensis,
0g som man bruger over hele verden til
plbrygning. Figur 107 viser et maleri af

Emil Christian Hansen i sit laboratorium.

Foreedling af geer

I dag anvender man forzdlede varianter
af bade Saccharomyces cerevisige og Sac-
charomyces carlsbergensis til olbrygning.
Efterhdnden har man kortlagt gaerens ge-
ner, og ved at parre gervarianter med

udvalgte genetiske egenskaber med hin-
anden kan man skabe nye typer ol med
eén anden smag og aroma.

Gerceller er normalt haploide celler
med 16 forskellige kromosomer. De laver
mitoser og deler sig ved knopskydning,
se figur 104, side 98. De findes i to for-
skellige parringstyper, a og o, (alfa), se
figur 108.

Nar de to parringstyper bliver blandet,

kan en a-celle parre sig med en o-celle og

danne en zygote, der er en diploid celle.
De diploide celler kan 0gsd lave mitoser
og dele sig ved knopskydning. Under
ugunstige forhold laver de diploide celler
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mejose og omdannes til fire haploide
sporer. Nar forholdene igen bliver bedre,
frigives sporerne, og de spirer til nye
haploide gerceller. De nye haploide gaer-
celler indeholder nye kombinationer af
det genetiske materiale. Det er fordi der i
meiosen sker overkrydsninger mellem
kromosomer fra de to oprindelige par-
ringstyper, og derefter en tilfeeldig forde-
ling af kromosomerne til de nye celler.
Lees mere om mitose og meiose i kapitlet
Mikroorganismers vakst og formering,
side 43-44. P4 denne made kan man -
ved at @ndre pd dyrkningsforholdene -
frembringe nye varianter af gaerceller.

Enzymproduktion

I slutningen af 1800-tallet fandt man
ogsa ud af at man kunne lave alkohol-
gering ved hjzlp af ekstrakter fra geer.
Det vil altsé sige at der i en gaercelle fin-
des stoffer som kan fungere uden for den
levende celle. Disse stoffer dgbte man en-
zymer, som betyder i ger eller i surdej.

Det har siden vist sig at der findes en-
zymer i alle levende organismer. De fun-
gerer som Kkatalysatorer for cellernes stof-
skifteprocesser. Det vil sige at enzymer
fremmer omdannelsen af stoffer uden
selv at blive brugt. Enzymer er altid op-
bygget af protein og kan derudover inde-

olde metal-ioner og vitaminer. De er
specifikke, hvilket betyder at de kun er i
stand til at katalysere én bestemt stofskif-
teproces. Det stof et enzym omdanner,
kalder man enzymets substrat.

Mange enzymer fungerer udmarket
uden for de levende celler. De skal blot
befinde sig i en vandig oplesning der
med hensyn til substrat, pH og tempera-
tur minder om miljeet i cellen de kom
fra.

Parring og zygotedannelse
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o Til vaskepulver (vask ved lave temperaturer)
e Til tandpasta (modvirkning af plakdannelse)
o Til ‘stonewashing’ af cowboybukser

Til klaring af frugtjuice

o Til bredbagning (bedre haevning)

o Til at give bomuldstgj silkelook

o Til fremstilling af sukkersirup ud fra
kartoffel- eller majsstivelse

Tit biedgering af laeder

I'industrien har man siden slutningen
af 1800-tallet udvundet enzymer til kom-
mercielt brug. Med udviklingen af for-
skellige molekylaerbiologiske teknikker i
lgbet af den sidste halvdel af 1900-tallet
har man mere malrettet kunnet fremstil-
le enzymer med serlige egenskaber. En-
zymer viser sig at vere serdeles anvende-
lige i mange sammenhange. Figur 109
viser en oversigt over anvendelser af in-
dustrielt producerede enzymer.

Frugtlegemer med fire
haploide sporer i hver

Figur 108. Livscyklus for gaer-
celler af sleegten Saccharo-
myces. Efter www.crc.dk/flab/
(Carlsberg Research Centre).

Figur 109. Industrielt produ-
cerede enzymers anvendelse.
Kilde: www. novozymes.com.
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Undersogelse af aktivitet af

ektoenzym hos bakterie.

Figur 110. Mikroorganisme
der udskiller enzymer og der-
ved nedbryder makromoleky-
ler til mindre bestanddele.
Ved processer af den type
indgar vand. Derfor kalder
man ogsa den slags proces-
ser for hydrolyse, idet hydro
betyder vand, og lyse be-
tyder oplase.

Stivelse Protein

Mikroorganismers rolle

Den industrielle produktion af enzymer
foregér ved hjalp af mikroorganismer.
Bl.a. har bakterien Bacillus subtilis, se
figur 45, side 42, og skimmelsvampen
Aspergillus oryzae vist sig som velegnede
organismet, bl.a. fordi de er harmlgse for
mennesket. Denne egenskab er overor-
dentlig vigtig for en mikroorganisme der
bliver opformeret i sa store mangder
som man ger i industrien.

Bacillus subtilis er en aerob stavformet
bakterie som man naturligt finder i jord.
Den er i stand til at nedbryde stivelse og
andre komplekse kulhydrater fra planter,
og trives ved 22-40 °C. Da stivelsesholdi-
ge vaekstmedier er billige, er bakterien
velegnet til at dyrke i store tanke. Man
har ogsa kortlagt dens gener, og man er
derfor i stand til at udnytte alle dens
kendte egenskaber.

Aspergillus oryzae findes ikke naturligt i
Danmark. Men i Dstasien vokser den na-
turligt i jord, pa planterester og pa korn.

Mikroorganisme
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I Japan har man en a&ldgammel tradition
med at fremstille koji ved hjaelp Aspergil-
lus oryzae. Koji er en slags surdej som
man fremstiller pd grundlag af dampkog-
te ris som svampen forgeerer. Man bruger
koji i produktionen af sojasauce og ris-
vin.

Aspergillus oryzae trives bedst ved tem-
peraturer pd omkring 35 °C, og vokser
slet ikke ved temperaturer under 23 °C.
De varianter af svampen man bruger til
produktion, danner ikke sporer, hvilket
ellers er normalt for Aspergillus-slegten,
se figur 48, side 45.

Begge de anvendte mikroorganismer
har det til feelles at de producerer enzy-
mer der kan nedbryde komplekse stoffer,
som fx stivelse og store proteiner. Men
de kan ikke optage disse store molekyler
direkte, og derfor udskiller de enzymer
som katalyserer en nedbrydning af mole-
kylerne til mindre molekyler som gluko-
se og aminosyrer. P4 den méde har enzy-
merne samme funktion som enzymer i
vores mave-tarm-system, nemlig at ned-
bryde store molekyler til mindre bestand-
dele som kan optages direkte, se figur
110.

Man kalder enzymer der udskilles, for
ektoenzymer, idet ekto betyder udenfor.
Vores fordgjelsesenzymer udskilles sddan
set ogsd uden for kroppen, selv om vi
umiddelbart betragter mave-tarm-syste-
met som en indre del af vores krop. Men
i princippet er fordgjelsessystemet blot et
ot gennem vores krop, der er bekladt
med slimhinde.

Mange af de enzymer som mikroorga-
nismer udskiller, har vist sig at vaere an-
vendelige, fx til fremstilling af vaskepul-
ver hvor man netop har brug for stivel-
ses- og proteinspaltende enzymer til at
fjerne madpletter pé tojet.




Stor-skala-produktion Stor
Nar man skal starte en produkti- fermen-
on af et enzym, begynder man - teringstank
ligesom i et almindeligt labora- ==
torium — med at overfere en

smule af en bakterie- eller svam- Lille

pekultur til et flydende vaekst- fermen-

Skumdaempning N = Neeringsstoffer ind

medie. Nar produktionen er i
gang, bliver kulturen overfert til
en tank pd nogle hundrede liter
for til sidst at ende i tanke pa op
til 160.000 liter. I tankene er der
omrgring, og man kan kontrolle-
re pH og temperatur, samt tilfar-
sel af luft- og naringsstoffer.
Man kan saledes skabe vaekstfor-
hold der er optimale for at fd mi-
kroorganismerne til at producere
netop det enzym man ensker, se
figur 111.

Nar fermenteringen stopper,
indeholder tanken en blanding
af ubrugte neeringsstoffer, vand,
mikroorganismer samt de gnske-
de enzymer. Man fjerner forst mikroorga-
nismerne fra vaesken ved at centrifugere
blandingen i en stor tromle med et filter.
Mikroorganismerne kan genbruges. Deref-

Startkolbe )
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\L =

1 == Luft ud
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Figur 111. Stor-skala-produktion af enzym. Eter Perry m.fl, 2002.

man enzymet igen, fx ved at overhalde
sgjlen med stigende koncentrationer af

et salt, der jo ogsa bestar af ioner. Saltets
ioner vil bytte plads med enzymet, som

J

b

| J"”L‘“ =— Luft ind

Enzymkoncentrat
og udvasknings-

oplosning
Slange /

ter adskiller man enzymerne fra resten af efterhdnden vil slippe sgjlen og blive vas- Vaeskestand
blandingen, fx ved filtrering eller ved ud- ket ud. Hvornar enzymet bliver udvasket, R
feeldning med et salt. Hvilken oprensning  afhanger af dets kemiske sammensat- fonbytter- ;-'
man bruger, athaenger af hvilket enzym ning. Ved at opsamle den vaeske som bli- materiale E &
der er tale om. ver vasket ud af sgljen i mindre fraktio- l'

Hvis produktet skal vare meget rent, ner, kan man - ved at analysere disse Glas- eller B |
kan man oprense enzymet yderligere ved  neermere - finde frem til de fraktioner plexiglasrer ' ‘
at overhalde en ionbyttersgjle med et van-  der indeholder enzymet. Da enzymkon- l 9%
digt koncentrat af enzymet, se figur 112. centratets gvrige bestanddele bliver E3

En jonbyttersgjle er lavet af et materia-  udvasket pa forskellige tidspunkter, vil i::&%eage‘j__ﬁ_a
le som gor at den er elektrisk ladet, lige- enzymet efter gennemlob i sgjlen veare il
som ioner. Den er konstrueret saledes at mere oprenset end for. Ir
dens ladninger vil tiltreekke enzymet, der Opsamling

i fraktioner

ogsa er elektrisk ladet. Enzymet vil derfor
binde sig til sgjlen. Derefter udvasker

Figur 112. En ionbyttersgijle.
Se forklaringer i teksten.
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Genmodificerede
mikroorganismer

Kun en mindre del af de mikroorganis-
mer man bruger i industrien i dag, har
naturligt evnen til at producere bestemte
€nzymer i passende store mengder. Der-
for er de fleste mikroorganismer der pro-
ducerer enzymer, genmodificerede. Las
mere om genmodifikation i kapitlet Mi-
krobiologiske arbejdsmetoder, side 93-94.
Fx finder man ikke mange mikroorganis-
mer som naturligt udskiller et fedtspal-
tende enzym. Men det er onskeligt at
kunne tilseette sidan et enzym til vaske-
pulver, sd ogsa fedtpletter kan blive fjer-
net ved vask,

Det danske firma Novozymes har fun-
det en skimmelsvamp som har et gen der
koder for et fedtspaltende enzym. Men
svampen egner sig ikke til stor-skala-pro-
duktion. Derfor har man ved hjalp af
gensplejsning og efterfalgende transfor-
mation, indsat dette gen i en variant af
Aspergillus oryzae. Da denne skimmel-
svamp egner sig fint til stor-skala-produk-
tion, kan man i dag f& vaskepulver med
fedtspaltende enzymer. P4 samme maide
er det lykkedes at designe andre mikroor-
ganismer, der producerer enzymer som
de ellers ikke naturligt danner.

Risikovurdering

I Danmark skal en virksomhed der gn-
sker at anvende en genmodificeret mi-
kroorganisme kommercielt, have produk-
tionen godkendt af myndighederne. Man
onsker en vurdering af om produktionen
kan udgere nogen risiko for mennesker
0g miljg. Man undersager risikoen for
felgende fire forhold:

1. Udslip af mikroorganismerne fra
produktionsanlagget til miljget,
2. Mikroorganismernes muligheder for
at overleve i miljget.
3. Mikroorganismernes muligheder for
at pavirke miljget.
4. Mulighederne for at de indsplejsede
egenskaber spredes til andre mikro-
organismer. |

For at undersage disse risici indhenter
myndighederne oplysninger om de for-
hold produktionen skal forega under.
Man sammenholder 0gsa mikroorganis-
mens muligheder for at udgeare en risiko
for mennesker 0g miljs med en tilsvaren.
de ikke-genmodificeret mikroorganismes.
I tilfaeldet med den genmodificerede
Aspergillus oryzae, der producerer et fedt-
spaltende enzym, har man fx sammen-
holdt dens evne til at klare sig i et fedt-
holdigt miljg med en naturlig variants
evne til det samme. Det viser sig at de
Klarer sig lige godt. Den genmodificerede
variant har séledes ikke fiet nogen ovetle-
velsesmaessig fordel af den nye egenskab.
Man har undersegt produktionen af
genmodificeret Aspergillus oryzae pd No-
vozymes. Der er fire mader hvorpa svam-
pen vil kunne undslippe fra produktions-
anlagget til det omgivende miljg:

1. Direkte fra fabrikken nar fermente-
ringstankene temmes 0g renses,

2. Via fabrikkens spildevand.

3. Via den luft som blzeses gennem tan-
kene og udledes via en skorsten til
omgivelserne,

4. Via det slam som er restprodukt og
bruges som godning pa marker.

Det viser sig at Svampen undslipper. Det
storste udslip sker direkte fra fabrikken




nér tankene bliver temt. Fra spildevandet
sker der ogsa en vis udledning af svam-
pen, selvom spildevandet bliver sendt
gennem et renseanleg inden udledning
til havet. I havet kan svampen ikke over-
leve, vandet er for salt. Fra luften und-
slipper svampen ogsa, men kun i meget
begrenset antal. I luft overlever svampen
darligt, den udterrer. Da den heller ikke
producerer sporer, overlever svampen
ikke udledningen til luftmiljeet. I slam-
met er der slet ingen levende svampe,
idet slammet - inden anvendelse som
gedning pa marker — er blevet opvarmet
til 90 °C.

[ alle tilfzelde hvor svampen slipper
ud, er der en risiko for at det indsplejsede
gen kan blive optaget af andre mikroor-
ganismer, ogséa selv om svampen der. Ri-
sikoen anser man for at vere meget lille.
Selv om man kan konstatere at der for-
modentlig sker et mindre udslip af den
genmodificerede svamp til omgivelserne,
har man ikke kunnet finde den i det om-
givende milje. Under alle omstandighe-
der m& man formode at svampen har
svart ved at etablere sig, da den som
navnt slet ikke kan vokse ved tempera-
turer under 23 °C. Myndighederne har
derfor godkendt produktionen og kon-
trollerer den lgbende.

Rroduktion pa et mejeri
Pa et’mejeri fremstiller man en raekke
produkter ud fra melk. Figar 113 viser
hvilke produkter man laver ud fra mel-
ken. N\ ¥

Til fremstilling af smer, kernemalk og
surmzlksproduktenbruger man mikroor-
ganismer, mens man‘hade bruger mikro-
organisme_r/ﬂg enzymer\il produktion af
ost.

Som man kan se af figur 113, er noget
af det forste der sker med meelken at den
bliver enten hgj- eller lavpastgn'riseret.
Forskellen'pd hgj- og lavpastéurisering er
isaer temperaturen det foregar ved. Ved
hﬂjpasteurisermé bliver malken opvar-
met til 83-92 °C 115 sekunder, mens den
ved lavpasteurisering bliver opvarmet til
70-75 °C i 15-20 sekunder. Formalet er —
uanset temperaturen — at drebe si man-
ge ugnskede mikroorganismer som mu-
ligt, men samtidig bevare smag, lugt og
vitaminer i melken. Ved hejpasteurise-
ring er det sfort set kun bakterie\gzrer
der overlever, mens ogsa forskellige mael-
kesyrebakterier overlever ved lavpasteuri-
sering,”

Hﬂ]r
| pasteuri-
i sering

Centri- ) ™\
| fugering | A\

| 7

_ | Ostning

Figur 113. Fremstilling af en
reekke produkter ud fra
maelk. Til fremstilling af pro-
dukterne der er markeret
med en stjerne, bruges der
mikroorganismer. Se yderli-
gere forklaring i teksten.
Efter Thougaard m.fl., 2001.
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