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Sammendrag
Verden i dag star overfor store miljgmessige utfordringer, som trolig bare vil bli starre i

fremtiden. Vi produserer mer, vi bruker mer og energiettersparselen gker i takt med
avfallshaugen. Dermed har ogsa interessen rundt alternative energikilder og
avfallshandteringer gkt de senere arene, for @ mate utfordringer og behov pa en miljgvennlig
mate. Sgkelyset er blant annet rettet mot den energirike gassen metan (CH,), som dannes ved
anaerob degradering av biomasse til biogass. I tillegg til a generere fornybar energi, gir denne
prosessen en effektiv avfallsbehandling av organisk materiale. Dannelsen av metan fra
organisk materiale er en kompleks prosess, utfart av et mikrobielt samfunn bestaende av ulike
bakterier og arker i synergi med hverandre. | Norge er landbruk og fiskenering er to viktige
ressurser, og avfall fra disse industriene har et stort biogasspotensiale. Likevel har erfaringer
vist at biogassanlegg ofte kan vare ustabile og med et lavt energiutbytte. For a overkomme
begrensninger knyttet til prosessen og for optimalisering av biogassproduksjonen, er mer
kunnskap rundt den mikrobielle prosessen ngdvendig. Hovedmalsettingen med dette arbeidet
var derfor & studere sammensetning og utvikling av det mikrobielle samfunnet, og dannelse av
biogass i reaktorer med varierte ratioer av storfegjgdsel i kombinasjon med ensilert

fiskeavfall.

Biogassproduksjonen viste et avtakende metanutbytte med gkende andel fiskeavfall. 1 tillegg
til kvalitative og kvantitative analyser av biomassen og produsert biogass, ble ulike metoder
benyttet for & kartlegge mikrobiologisk tilstedeverelse og suksesjon i batchreaktorene med
storfegjedsel og fiskeensilasje. En dyp karakterisering med high-throughput Illumina
sekvensering avdekket Firmicutes, Bacteroidetes og Proteobacteria som mest tilstedevarende
bakteriefylum. Medlemmer av Methanobacteriales ble observert som dominerende innen
metanogene arker, og indikerte dermed at det meste av konverteringen til metan skjedde via
hydrogenotrof metanogenese. En blandet Sanger-sekvensering utfgrt pa de samme prgvene
som Illumina sekvenseringen, avslgrte en konvergent utvikling i henhold til substrat. I tillegg
ble gPCR-basert kvantifisering gjennomfart for karakterisering av det relative forholdet
mellom andelen av de ulike metanogruppene Methanosarcinales og Methanomicrobiales.
Fluorescence in situ hybridization (FISH) benyttet i et forsgk pa a kvantifisere forholdet

mellom arker og bakterier i bioreaktorene, men bakgrunnsstey gjorde kvantifisering umulig.

Karakteriseringen av den mikrobielle stukturen avdekket tilstedeveerelsen av de mest sentrale
metanproduserende arkene, og som denne oppgaven viser gav Illumina-sekvensering et godt

innblikk i det mikrobielle samfunnet i en biogassreaktor.



Summary
The world today is facing major environmental challenges, which will probably only become

larger in the future. We produce more, we spend more, and global energy demand increases
along with increasing piles of waste. To meet these challenges and demands in an
environmentally friendly manner, the interest in alternative energy sources and processing of
waste has increased in recent years. The focus has, among other things been directed towards
methane (CH,), an energy-rich gas formed during anaerobic degradation of biomass to biogas.
Anaerobic degradation is an effective waste management of organic materials, in addition to
generating renewable energy. The formation of methane from organic material is a complex
process, carried out by a microbial community of various bacteria and archaea in synergy with
each other. Both agriculture and fish industry is important resources in Norway, and waste
from these industries have great potential for biogas production. Nevertheless, experience has
shown that biogas plants often can be unstable and with a low energy yield. More knowledge
is therefore needed, to overcome limitations and to establish an effective utilization of this
potential energy source. In this study, our aim was therefore to reveal the microbial
development and community structure, in addition to the formation of biogas in batch reactors

with different ratio of cow manure and ensiled fish waste.

The biogas production showed a decreasing methane yield, with increasing proportion of fish
waste. Different methods were used to determine microbial presence and succession in batch
reactors with silage and cattle manure, in addition to qualitative and quantitative analyzes of
biomass and biogas production. A deep characterization with high-throughput Illumina
sequencing, unveiled Firmicutes, Bacteroidetes and Proteobacteria as the most prevalent
bacteria phylums. Species belonging to the order Methanobacteriales was dominant among
methanogenic Archaea, indicating the hydrogenotrophic methanogenesis as prominent. A
mixed Sanger sequencing performed on the same samples, revealed a convergent
development in accordance with the substrate mixture. In addition, g°PCR-based quantification
was conducted to reveal the relative relationship between the proportion of Methanosarcinales
and Methanomicrobiales. Fluorescence in situ hybridization (FISH) was also used in an
attempt to quantify the relationship between the Archaea and Bacteria in the bioreactor, but

the background noise made quantification impossible.

The characterization of the microbial structure revealed the presence of the most important
methane producing Archaea, and this study shows that the Illumina sequencing gave a good

insight into the microbial community in a biogas reactor.
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Innledning

1. Innledning
1.1 Anaerob nedbryting; Fra biomasse til biogass

En viktig vei i den globale karbonsyklusen er anaerob konvertering av komplekse, organiske
substrater til metan (CH,4). Dette er en naturlig prosess som foregar i miljger der tilgang til lys
eller uorganiske elektronakseptorer, som for eksempel oksygen, nitrat og sulfat er
begrensende eller fraveerende (Hattori 2008; Schink 1997). Man antar at mellom 1,5 og 2 %
av netto karbondioksid (CO,) fiksert i biomasse via fotosyntesen, ender opp som metan (Liu
& Whitman 2008; Thauer et al. 2008). Dette betyr at metanproduserende organismer i
fordgyelsessystemet hos drgvtyggere og termitter, ferskvannssedimenter, rismarker,
sappelfyllinger og andre anoksiske miljger genererer rundt 10° tonn metan per r (Thauer
1998; Thauer 2010).

Metan ble farst beskrevet i 1776 av den italienske fysikeren Alessandro Volta, som paviste
den antennelige naturgassen ved a sette fyr pa oppsamlet gass fra en myr (Madigan 2009). Det
skulle ga et arhundre far man oppdaget at mikroorganismer stod bak metanproduksjonen, og i
1936 lykkes man endelig i (tilsynelatende) & isolere og dyrke metanproduserende organismer
in vitro (Barker 1956). De metanproduserende mikroorganismene ble senere omtalt som
metanogener. Etter en stund oppdaget man derimot at disse farste isolerte kulturene trolig
bestod av to eller flere ulike arter, som var avhengige av hverandres metabolisme for egen
vekst (Bryant et al. 1967). Etter hvert ble relativt vellykkede dyrkningsmetoder utviklet
(Bryant 1972; Hungate 1969; Miller & Wolin 1974) og flere metanogene arter ble
taksonomisk identifisert og fysiologisk beskrevet (Zeikus 1977). I lgpet av de siste tidrene har
mye skjedd innen forskning pa metangenererende biosynteser, og i dag er konverteringen av

organisk materiale til metan en velbeskrevet prosess.

Mesteparten av metan som blir produsert i anoksiske miljger i naturen, vil oksidere til CO, og
deretter diffundere til anaerobe habitater der gassen tjener som karbon- og energikilde for
metanotrofe bakterier (Ferry 1992b). En andel av gassen vil ogsa diffundere ut i atmosfaeren,
der den deltar i atmosfaeriske reaksjoner som en sveert reaktiv drivhusgass (Zinder 1993).
Fordi metan er en energirik forbindelse, kan den ogsa utnyttes til fordel for mennesker og
miljeet vi lever i. Ved oppsamling av biogass fra metangenererende prosesser, kan energien
anvendes som varme, stram eller drivstoff (Petersen 2008). Disse bruksomradene for biogass

gagner miljget pa flere mater. | dagens samfunn produseres mesteparten av energien fra kull



Innledning

og olje. Men med et globalt gkende energiforbruk begynner lageret av fossilt brennstoff &
temmes (IEA 2010). Ved a utnytte metan som fornybar energi, vil det gkende energibehovet
megtes pa en miljgvennlig mate. Biogass kan erstatte fossilt brennstoff som energikilde,
samtidig som man ved a utnytte ulike metanreservoarer hindrer metan i a diffundere ut til
atmosfeeren. Biprodukter og avfall fra husholdninger, matproduksjon og landbruk er typiske
reservoarer der metan dannes under anaerobe forhold. I tillegg til & generere energi, gir denne
formen for behandling av organisk materiale mange fordeler sammenlignet med tradisjonell
avfallsbehandling. Antall sgppelfyllinger reduseres, og avfallsbehandlingen er tilnsermet
luktfri for neermiljeet siden prosessen skjer i lukkede omgivelser og mesteparten av de
flyktige forbindelsene oksideres under forbrenning (Smet et al. 1999). Det produseres mindre
ferdig nedbrutt biomasse enn ved aerobe behandlingstekniker, og denne bioresten kan
effektivt utnyttes som gjedsel (Ward et al. 2008).

1.2 Den anaerobe nedbrytningsprosessen, steg for steg
Biomasse er en fellesbetegnelse pa organisk materiale, der de mest sentrale forbindelsene er

proteiner, lipider, ligniner, pektiner og polysakkaridforbindelser som cellulose, hemicellulose
og stivelse. | en anaerob konvertering av biomasse til metan, deltar flere metabolske grupper
sammen gjennom syntrofiske interaksjoner. Mikrober innen domenene Bacteria og Archaea
(og til en viss grad Eukarya) utnytter hverandres metabolitter, samtidig som de hver for seg
spiller en viktig rolle i nedbrytingen av komplekse organiske molekyler til gassene metan og
karbondioksid. Hele prosessen kan deles inn i fire trinn; hydrolyse, acidogenese, acetogenese
0g metanogenese (Gujer & Zehnder 1983). Figur 1. 1 viser en skjematisk fremstilling av de
ulike trinnene og synteseveiene som leder til produksjon av biogass.
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Complex organic material
(proteins, polysaccharides, etc.)

l Hydrolysis

Mono and oligomers
(amino acids, sugar, peptides, etc.)

l Fermentation

Intermediary products
(alcohols, fatty acids, lactic

acids, etc.)
| l Anaerobic oxidation l l
H,+CO, Acetic acid
Hydrogenotroph ix Aotrophic
methanogenesis methanogenesis
CH,+CO,

Figur 1. 1. Skjematisk fremstilling av nedbrytningen av biomasse til biogass (CO, og CH,). Prosessen kan
deles inn i fire trinn; hydrolyse, acidogenese (fermentering), acetogenese (anaerob oksidasjon) og metanogenese.
Fremstillingen er i sin helhet hentet fra Schnlrer & Jarvis (2009). Den metylotrofe metanogenesen er ikke
inkludert i denne figuren, men vil bli omtalt senere i oppgaven.

| all hovedsak er det tre store fysiologiske grupper av mikroorganismer som utfgrer denne
anaerobe degraderingen: Fermentative bakterier hydrolyserer biopolymerene til lgselige
monomerer, deretter til fettsyrer, CO,, H, og alkoholer. Proton-reduserende, syntrofiske
acetogener oksiderer fettsyrer og alkohol til H,, acetat, formiat og CO,, som metanogene
arker omdanner til biogass (Hattori 2008; Schink 1997).

| kommende avsnitt gis en beskrivelse av de ulike biokjemiske prosessene som konverterer

biomasse til biogass, samt representanter av mikroorganismer som utfagrer de ulike stegene.

1.2.1 Hydrolyse
Det farste steget i nedbrytningen fra biomasse til biogass er hydrolyse. | denne prosessen

spaltes et molekyl til to nye molekyler ved tilfgrsel av H,O. Et av molekylene mottar
vannmolekylets hydrogen atom (H™), mens det andre binder hydroksylgruppen (OH") (Figur
1. 2). Slik blir biopolymerer som lipider (fett), proteiner, cellulose og andre karbohydrater
konvertert til mindre, organiske forbindelser som fettsyrer, aminosyrer, enklere

sukkerforbindelser og alkoholer.
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OH OH
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Figur 1. 2. Hydrolytisk reaksjon av cellulose til glukose. Cellulose bestar i hovedsak av kjeder med
glukosemolekyler. Glykosidbindinger mellom to glukosemolekyler i cellulose brytes (rad pil) av et hydrofilt
angrep. Resultatet er en nedbrytning av polymerer til monomerer. Reaksjonen er enzymatisk katalysert.

For & kunne benytte komplekse organiske materialer til naring og energi, produserer bestemte
bakterier ekstracelluleere enzymer som bryter ned forbindelsene for de fraktes inn i cellen
(Schink 1997). Biomasse fra for eksempel storfegjadsel inneholder store mengder ulgselige
biopolymerer, med s& hgy molekylvekt at de sjelden kan benyttes direkte som kilde til
substrat for mikroorganismer. Hydrolyse av disse polymerene til enklere forbindelser gjar
substratene tilgjengelig for fermenterende bakterier, og er derfor et sveert viktig steg i
konvertering av biomasse. Ulike enzymer bryter ned ulike forbindelser, og effektiviteten av
nedbrytingen er avhengig av enzymets natur og stoffets struktur (Howell & Stuck 1975; Lee
& Fan 1982). Hydrolyse av proteiner utfares av proteolytiske bakterier fra slekter som
Clostridium, Bacteroides, Peptostreptococcus og Bifidobacterium, og ulike aminosyrer er
primart endeproduktet (Ramsay & Pullammanappallil 2001; Wallace & Brammall 1985).
Sukkerforbindelser, eller polysakkarider, brytes ned av ulike bakterier innen Bacteroides,
Clostridium og Acetivibrio (Salyers et al. 1977; Shallom & Shoham 2003). For nedbryting av
fett benyttes lipase, et enzym som stort sett produseres av strengt anaerobe eller fakultativt
aerobe bakterier. Arter innen Bacillus, Burkholderia, Acinobacter, Pseudomonas og Clostridia
er noen eksempler pa viktige lipase-produserende bakterier i anaerobe miljger (Gupta et al.
2004; Petersen & Daniel 2006).
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Tabell 1. 1. Hydrolyse av ulike biopolymerer under anaerobe forhold katalyseres av en rekke enzymer.
Tabellen viser eksempler pd viktige grupper av hydrolytiske enzymer som bryter ned polymerer i biomasse
(«Substrat») under anaerobe forhold, samt hydrolyseprodukt og eksempler pa representative mikrobegrupper.

Enzymer Substrat Hydrolyseprodukt Eksempel pa mikroorganismer

Proteinase Proteiner Aminosyrer Clostridium, Peptostreptococcus,
Bifidbacterium, Bacteroides
ruminicola, Streptococcus bovis

Cellulase Cellulose Cellobiose og glukose Acetivibrio, Ruminococcus,
Bacteroides, Clostridium

Hemicellulase Hemicellulose Sukker (glukose, xylose,  Clostridia; Clostridium

mannose 0.1.) cellulovorans, Clostridium
acetobutylicum
Amylase Stivelse Glukose Clostridia, Lactobacillus,

Bacteroides

Lipase Lipid/fett Fettsyrer og glyserol Burkholderia, Bacillus,
Clostridium tetanomorphum
Pectinase Pectin Sukker (galaktose, Clostridia, Bacteroides,
arabinose, polygalalctic Enterobacter
uronic acid

Produktene fra hydrolysen, som for eksempel aminosyrer og enklere sukkerforbindelser,
benyttes videre av ulike fermenterende bakterier.

1.2.2 Acidogenese/fermentering
Fermentering er en anaerob konvertering av organisk materiale uten tilgang pa uorganiske

elektronakseptorer, som sulfat, nitrat og oksygen (Madigan 2009). I likhet med hydrolysen,
bestar ogsa denne prosessen av flere reaksjoner. Under acidogenesen skjer en fermentering av
monomerer fra hydrolysen (sukker, aminosyrer, puriner og pyrimidiner, fettsyrer osv.) til
reduserte forbindelser som H,, CO,, alkoholer, flyktige fettsyrer og organiske syrer (som for
eksempel acetat, succinat og lactat), i tillegg til noen aromater (Hattori 2008; Ramsay &
Pullammanappallil 2001; Schink 1997). Flere av de fermenterende bakteriene som deltar i
denne prosessen er de samme som utfgrer hydrolysen (Schink 1997), i tillegg til andre
bakteriearter fra blant annet slektene Aminobacterium, Enterobacterium og Eubacterium
(Baena et al. 2000; Tanisho et al. 1983; Zindel et al. 1988)

Fermenteringsproduktet varierer avhengig av substratets natur, miljgforhold og organismene
tilstede. Syrer som dannes fra fermentering av f. eks. aminosyrer, har ofte likevekt mellom

ladet og uladet form. Dette vil si at dersom pH i en biogassprosess er hgyere enn 7 vil syrene
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hovedsakelig forekomme som anioner, eksempelvis som formiat (HCOQO"), acetat (CH3;COO"
), propionat (C,HsCOO") og butyrat (CH3;CH,CH,COO") (Schnirer & Jarvis 2009). H, og
monokarbonforbindelser som CO, og acetat, kan konverteres direkte til metan av metanogene
arker (via metanogenesen). Alkoholforbindelser som inneholder flere karbon, eller forgrenede
og aromatiske fettsyrer ma degraderes videre via anaerob oksidasjon, som utfgres av en ny

gruppe fermenterende bakterier (Schink 1997).

1.2.3 Acetogenese/anaerob oksidasjon
| acetogenesen oksideres de reduserte fermenteringsproduktene fra acidogenesen, til (primart)

acetat og H; eller formiat (Ferry 1992b). Acetogenesen er metabolismen til syredannenede
bakterier med samlebetegnelsen acetogener. H, er i hovedsak elektrondonor i acetogenesen,
men ogsa C;-forbindelser, sukker, organiske syrer, aminosyrer, alkoholer og visse
nitrogenbaser kan benyttes som elektrondonor av bestemte acetogene bakterier (Madigan
2009). Fordi de metanproduserende organismene ikke kan benytte seg av produktene fra
fermenteringen, er acetogene bakterier en helt avgjgrende gruppe mikroorganismer for

dannelse av metan.

Produktene fra acetogenesen er acetat, H, og CO, (Madigan 2009). Dette er sluttprodukter for
bakteriene som fermenterer disse metabolittene, men fungerer som substrat for andre
fermenterende bakterier, og for metanproduserende organismer. For at acetat, H, og CO; skal
kunne dannes som et produkt av fermenteringen, ma H, konsentrasjonen holdes lav (Conrad
et al. 1986; Conrad 1999; Hoehler et al. 1998). Ved hgy konsentrasjon av H,, kombinert med
pH over 7 og lav temperatur, vil konverteringen fra CO, og H; til etansyre veere den
foretrukne syntesen hos de acetogene bakteriene. Den totale reaksjonen vil veere endergonisk,
og dermed stoppe opp (Schink 1997; Thauer 1990; Thauer et al. 2008). Dersom pH blir lavere
enn 7 ved hgy temperaturer og lav Hp-konsentrasjon, vil derimot det motsatte skje; acetogene
bakterier konverterer etansyre til dannelsen av H, og CO, (Thauer et al. 2008) Hele prosessen
er derfor avhengig av et tett samarbeid mellom hydrogenprodusenter og
hydrogenkonsumenter.

| en bioreaktor vil Ho-konsumenten veere metanogene mikroorganismer, som forbruker H,-
molekyler etter hvert som en gruppe syntrofe acetogener oksiderer fermenteringsprodukter
(Schink 1997; Schndrer et al. 1999). Acetobacterium woodii (Balch et al. 1977), Clostridium
ultunense (Schnurer et al. 1996) og flere stammer innen slektene Syntrophomonas,

Syntrophus, Syntrobacter og Desulfovibrio er eksempler pa noen acetogener som utfarer
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syntrofisk acetat-oksidasjon (Mclnerney et al. 2008). Syntrofisk acetat-oksidasjon gir en lav
degraderingsrate, fordi den lave mengden tilgjengelig energi ma fordeles mellom de ulike
deltakende organismene (Schndirer et al. 1999).

Hvordan de gvrige forbindelsene videre blir degradert til metan, er avhengig av tre ulike
metabolske veier som de metanogene organismene benytter seg av; hydrogenotrofisk,

acetotrofisk og metylotrofisk metanogenese (Ferry 1993).

1.2.4 Metanogenese
Metan vil i hovedsak veere sluttproduktet i en anaerob nedbryting av biomasse. Den

biologiske synteseveien som danner metangass kalles metanogenese, og drives av

mikroorganismer tilhgrende domenet Archaea.

Sammenlignet med anaerob respirasjon, og andre alternativer til celluleer respirasjon, er
metanogenesen den reaksjonen som gir minst energiutbytte for cellen (Schink 1997). Den lave
energiutvekslingen involvert i reaksjonen er arsaken til at det er ngdvendig med et tett
samarbeid mellom ulike mikroorganismer for konvertering av biomasse til biogass. I tillegg er
dette trolig en forklaring pa hvorfor metanogenesen er det avsluttende steget etter at andre
elektronakseptorer er redusert (Schink 1997). Nar svovel, nitrat, Mn (V1) og Fe(l11) er tilstede
vil disse nemlig fungere som elekronakseptorer i en anaerob respirasjon, som dermed
utkonkurrerer anaerob degradering med metan som hovedprodukt (Thauer et al. 2008). Pa
grunn av det lave energiutbyttet, blir en stor andel av energien tilgjengelig i aerob
biomassekonvertering bundet opp som metan. Denne energien kan senere utnyttes av aerobe

organismer, eller som fornybar energi for menneskelig aktivitet (Schink 1997).

| de kommende seksjonene legges det vekt pa den biokjemiske prosessen som de metanogene
organismene utfarer. | seksjon 1.3 gis en mer utfyllende beskrivelse av de ulike metanogene

arkene.

1.2.4.1 Energimetabolismen til metanogene mikroorganismer
Flere av de biokjemiske reaksjonene i metanogenesen er avhengig av en rekke unike

koenzymer og membranbundne enzymkomplekser. Et koenzym kan i seg selv ikke
katalyserer en enzymatisk reaksjon, men aktiverer enzymer ved a binde til et apoenzym. De
mest essensielle koenzymene i metanogenesen kan deles inn i to grupper: C;-berere, som
viderefgrer karbon fra startsubstrat (CO,) til endeprodukt (CH,), og redoks-koenzymer som
forsyner reduksjonsreaksjonen (fra CO, til CH4) med elektroner (Madigan 2009). Noen av de

viktigeste koenzymene som deltar i metanogenesen er gitt i tabell 1. 2.
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Tabell 1. 2: Viktige koenzymer involvert i metanogenesen. Koenzymene deles inn i to kategorier, basert pa

enzymets funksjon (Madigan 2009; Thauer 1998).

Kategori Navn Beskrivelse
C;- beerere: Methanofuran Deltar i det farste steget i metanogenesen;
(MFR) Furanring med amino nitrogengruppe som binder
CO..
Tetrahydro- Beerer C; grupper som reduseres til metylniva, fer
methanopterin de overfares til CoM.
(H4MPT)

Redoks-koenzymer:

Methanopterin
Koenzym M
(CoM):

F430

F420

Coenzym B
(CoB).

Farer C; fra et mellomliggende steg av reduksjon
av COy, til metan

Kreves for konvertering av metylgruppen (CHs)
til CH,4 i det avsluttende steget av metanogenesen

En del av metyl-reduktase enzymkomplekset
Elektrondonor i flere steg i CO,- reduksjonen

Elektrondonor, og ngdvendig for avsluttende steg
I metanogenesen. Katalysert av methyl reductase
enzym kompekset.

Metanogenesen skiller seg fra andre synteseveier ved at generering av ATP ikke kommer fra

substratniva fosforylering. ATP syntesen drives derimot av en kjemoosmotisk mekanisme,

enten «proton motive force», eller for hydrogenotrofe metanogener; «sodium motive force»

(Ferry 1992b; Thauer et al. 1977). En del av de metanogene artene inneholder dessuten

cytocromer, et membranbundet protein med heme-gruppe, som driver elektrontransport (Ferry
1992b; Thauer et al. 2008).

1.2.4.2 Acetotrof, hydrogenotrof og metylotrof metanogenese
Det er oppdaget tre hovedsynteseveier for metandannelse, basert pa hvilken karbonkilde de

metanogene arkene benytter for vekst; acetat, CO, eller metylerte forbindelser. Den

avsluttende konverteringen til metan er felles for alle tre, mens de innledende reaksjonene

skiller seg fra hverandre.

| den acetotrofe metanogenesen dannes en metyl- og karbonylgruppe fra fermenteringen av

acetat (CH3COOQ). Metylgruppen konverteres direkte til metan via flere biokjemiske

reaksjoner, med elektroner fra oksideringen av karbonylgruppen til CO; (ligning 1) (Ferry

1992b; Ferry 2010).

(1) CHsCOO™ + H* — CH, + CO;
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For at en spalting skal kunne skje, ma acetat farst aktiveres til acetyl-CoA. Deretter
katalyserer enzymkomplekset CO-dehydrogenase (CODH) splitting av acetyl-CoA til en
metylgruppe og en karbonylgruppe. Selve splittingen skjer i enzymkompleksets Ni-Fe senter.
Den enzymbundne karbonylgruppen oksideres til CO,, mens metylgruppen overfgres til HS-
CoM. CH3-S-CoM-metylreduktase katalyserer en reduktiv demetylering av CH3-S-CoM til
CH, (Ferry 1992Db). Kun to slekter er kjent som acetotrofe metanoger; Methanosarcina og
Methanosaeta (Hattori 2008; Zinder 1993). Til tross for den sveart snevre diversiteten blant
acetotrofe metanogener, antas det at en stor andel av CH,4 dannes fra acetotrof metanogenese,
og beregninger har vist at sa mye som 2/3 av metandannelsen i visse miljger produseres fra
spalting av acetat (Ferry 1992b; Mackie & Bryant 1981; Madigan 2009; Smith & Mah 1966).

Den andre metabolske veien til dannelse av metan kalles hydrogenotrof metanogenese, og er
en CO,-reduserende syntesevei som benytter en serie reduktaser til konvertering fra CO,,

formiat eller karbon monoksid (CO), til metan (ligning 2a - ¢) (Ferry 2010; Madigan 2009).
(2a) CO, + 4H, — CH,4 + 2H,0
(2b) 4HCO, —3CO, + CHy4 + 2H,0
(2¢) 4CO + 2H,0 — 3CO, + CHy4

Nar CO, binder til koenzymet metanofuran (MFR), reduseres molekylet til formylniva, med
redusert ferredoxin (Fd) som elektrondonor. Formylgruppen overfares deretter til koenzymet
tetrahydromethanopterin (H4MPT), og danner komplekset formyl-H;MPT. Formylgruppen
dehydreres og reduseres til en metylengruppe (CH,=H;MPT), som deretter reduseres til
metyl- HyMPT, med redusert F4,0 som elektrondonor. Metylgruppen overferes deretter til
CoM, som sammen danner forbindelsen metyl-CoM. | metanogenesens avsluttende steg
katalyserer metyl-CoM-reduktase (Mcr) reduksjonen av metyl-CoM til metan, med CoB som
elektrondonor (oksidert CoB: CoM-S-S-CoB) (Liu & Whitman 2008; Thauer 1998). De aller
fleste metanogene arker er hydrogenotrofe, og reduserer CO, til CH4 med H, som primaer
elektrondonor. Mange av disse kan i tillegg benytte seg av formiat ved oksidering av fire
formiatmolekyler til CO,, katalysert av formiat dehydrogenase (Fdh) (Schauer & Ferry 1980).
Noen fa arter kan ogsa benytte etanol eller sekundar-alkoholer som elektrondonor (Frimmer
& Widdel 1989; Widdel 1986; Zellner & Winter 1987).

Den siste synteseveien er det utelukkende arter av ordenen Methanosarcinales, i tillegg til

Methanosphaera sp (orden Metanobacteriales), som kan benytte seg av (Liu & Whitman
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2008). Ved metylotrof metanogenese utfgrer metylotrofe metanogener konverteringen av
metylerte C;-forbindelser (karbonforbindelser med et karbonatom, som inneholder en
metylgruppe), som for eksempel metanol, trimetylamin og dimetylsulfid til metan (ligning 3).

(3) 4CH3;0H — 3CH4 + CO, + 2H,0

Forbindelsens metylgruppe overfares til CoM og reduseres til metan. Som elektrondonor
benyttes Hy, eller elektroner fra oksidering av metylgruppen til CO,, Elektronene som trengs
for reduksjonen av metylgruppen skaffes fra oksidasjon av ytterligere metylgrupper til CO,,

og for hver CO, som dannes ma tre metylgrupper reduseres til metan (Liu & Whitman 2008).

1.3 Metanproduserende arker
Selv om arker deler mange egenskaper med bade Bacteria- og Eukarya-domene, er de

evolusjonert ulike. Tidligere antok man at dette dreide seg om spesialiserte mikroorganismer
innen domenet Bacteria, og de ble lenge omtalt som arkebakterier. Pa grunn av organismenes
molekylare karakteristikk, viste denne betegnelsen seg a veaere misvisende. 1 1990 ble det
derfor foreslatt av Woese et al. (1990) a avskjaere denne mikrobiske gruppen til et eget
domene; Archaea. | tillegg til Euryarchaeota, faller ogsa den fylogenetiske hovedgruppen
Crenarchaeota under dette domenet (Barber 2001; Cavicchioli 2011). De evolusjonare
forholdene illustreres i det fylogenetiske treet i Figur 1. 3. Metanogener er samlebetegnelsen
pa en gruppe obligat anaerobe Euryarchaeota, som omdanner CO; og H,, formiat, metanol,
methylaminer og/eller acetat til metan. Dette er den sterste, og mest varierende gruppen innen
domenet arker (Ferry 1992a; Woese et al. 1990).

10
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Figur 1. 3. Fylogenetisk forhold mellom levende organismer, basert pd sammenligninger av ribosomalt
RNA. Arkea er et eget domene, og deles inn hovedgruppene Crenarchaeota og Euryarchaeota. Det sistnevne
mikrobielle riket domineres av metanproduserende organismer. Hver gruppe er representert med en egen gren.
Den metanogene ordenen som ble sist oppdaget, Methanocellales, mangler derimot i denne fremstillingen.
Figuren er i sin helhet hentet fra Barber (2001).

Det er identifisert seks ulike ordner av metanogene arker; Methanosarcinales,
Methanomicrobiales, Methanobacteriales, Methanococcales, Methanopyrales (Thauer et al.
2008) og Methanocellales (Sakai et al. 2008). For disse organismene er metanogenesen den
eneste maten a generere energi til vekst pa (Thauer 1998). Med unntak av acetat, pyruvat og
formiat, kan ikke metanogener utnytte organiske forbindelser. Substratene som metanogener
er avhengige av, begrenser seg til tre hovegrupper: CO,-type substrater, forbindelser som
inneholder en metylgruppe, og acetotrofiske substrater (Liu & Whitman 2008; Zinder 1993).
Til nd er det oppdaget at renkulturer av metanogene arter kan utnytte til sasmmen 11 ulike
substrater. Disse forbindelsene, samt hvilken kategori substratene faller inn under er gitt i
tabell 1. 3, som i sin helhet er hentet fra Madigan (2009). Den biokjemiske

nedbrytningsprosessen av disse tre ulike substrattypene er tidligere forklart i seksjon 1.2.4.

11
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Tabell 1. 3. Metanogene arker konverter til sammen 11 ulike substrater til metan (Madigan 2009). Disse
deles inn i tre grupper, og brytes ned etter de tre ulike biokjemiske prosessene; hydrogenotrof, metylotrof og
acetotrof metanogenese.

COs-type substrater: Karbondiokside, CO,
Formiat, HCOO
Karbon monokside, CO

Metyl substrater: Metanol, CH3;0H
Metylamin, CH3NH3"
Dimetylamin, (CH3),NH3"
Trimetylamin, (CH3)sNH3"
Metylmerkaptan, CH3SH
Dimetylsulfid,(CHj3),S

Acetotrofe substrater: Acetat, CH3COO
Pyruvat, CH;COCOO

Som en konsekvens av denne spesialiseringen, er arkene avhengig av et nettverk av ulike,
samarbeidende mikroorganismer for & fa tilgang pa substrater for energi og vekst (Zinder
1993). Dette nettverket bestar av anaerobe bakterier, protozoer og/eller fungi og syntrofiske
bakterier (Thauer et al. 2008). Tidligere publikasjoner av studier pa anaerobe reaktorer har
anslatt at tilstedeveerelsen av metanogene arker kan veere alt fra 10 % til 90 % av total andel
prokaryote celler (Raskin et al. 1994; Raskin et al. 1995).

1.3.1 Methanosarcinales
Som eneste acetat-utnyttende organisme, antas Methanosarcinales som sveert viktig

bidragsyter til den globale metandannelsen. I tillegg til & ha en variert cellulzer morfologi, kan
medlemmene av Methanosarcinales benytte seg av et vidt spekter av substrater for vekst.
Noen av slektene kan utnytte opptil 7 ulike substrater, noe som ansees som mange i den
metanogene verden, der de fleste bare kan bruke en til to ulike forbindelser for sin
metabolisme (Liu & Whitman 2008; Thauer et al. 2008; Zinder 1993). De aller fleste
genererer metan ved konvertering av metylerte C,-forbindelser, eller ved spalting av acetat til
CO; og CH,.

Ordenen Methanosarcinales deles inn i to familier; Methanosarcinaceae og Methanosaetaceae.
Medlemmene av Methanosarcinaceae er metylotrofe, i tillegg til at mange av artene ogsa kan
vokse pa CO, /H, og ved spalting av acetat (Boone et al. 1993). Denne gruppen av
metanogener representeres bade av mesofile og termofile arker, og inkluderer slekter som
Methanosarcina (derblandt artene Methanosarcina barkeri, Methanosarcina mazeii),

Methanolobus, Methanohalobium, Methanococcoides, Methanohalophilus og Methanosalsum

12
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(Boone et al. 1993; Madigan 2009). Methanosarcinaceae opptrer som enkle, kokkoide celler,

eller i stgrre, karakteristiske aggregater (Boone et al. 1993).

Figur 1. 4. Skanning elektronmikroskop (SEM) -
bilde av Methanosarcina mazeii, isolert fra
rismarker. Cellene danner typisk et pseudosarcina-
cluster pa 1-3 um i diameter. Selv om denne
aggregatstrukturen er den dominerende
morfologien, observeres ogsa kokkoide enkeltceller
av M. mazeii (Asakawa et al. 1995).

Arrangering i aggregater er den dominerende strukturen for Methanosarcina, men strukturen
kan under gitte forhold opplases til enkeltceller (Maestrojuan & Boone 1991; Sowers et al.
1993).

I motsetning til mangfoldet innen Methanosarcinaceae, inneholder Methanosaetacea bare en
slekt, Methanosaeta, hvorav alle cellene vokser ved & spalte acetat (som eneste substrat) til
metan og CO,4 (Boone et al. 1993). Til tross for denne gruppens sveert spesifikke naringskrav,
har den en unik utnyttelse av acetat og kan vokse pa konsentrasjoner ned til 5- 20 uM. (Liu &
Whitman 2008). Methanosaeta vokser som staver omsluttet av en kappe, ofte i lange kjeder
(Patel & Sprott 1990).

1.3.2 Methanomicrobiales
Medlemmene av Methanomicrobiales er hydrogenotrofe, og produserer metan fra CO, med

H, som elektrondonor. I tillegg til H, kan de fleste artene ogsa utnytte formiat. Flere av
medlemmene bruker ogsa sekundzre alkoholforbindelser som en alternativ elektrondonor, og
de fleste artene krever acetat som karbonkilde for cellevekst (Boone et al. 1993; Liu &
Whitman 2008). Cellemorfologien er oftest irreguleere kokker, men medlemmer av
Methanomicrobiales kan ogsa forekomme i plateform, eller som staver (Boone et al. 1993).
Methanomicrobiales deles inn i to familier: Methanomicrobiaceae og Methanocorpusculacea.
Methanocorpusculacea er bare representert med en kokkoid art, mens Methanomicrobiaceae
har en starre diversitet av fylogeni og morfologi, blant annet spiralformet, j.f.
Methanospirillum (Barber 2001).

13
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1.3.3 Methanobacteriales
Ordenen Methanobacteriales bestar i hovedsak av stavformede, obligat hydrogenotrofe arker.

Denne fylogenetiske gruppen deles inn i to familier, der Methanothermaceae kun bestar av
den ekstremt termofile Methanothermus-slekten, mens Methanobacteriaceae representeres av
flere slekter, deriblant Methanobrevibacter, Methanobacterium, Methanothermobacter og
Methanosphaera. Methanosphaera skiller seg derimot ut, da medlemmer av denne slekten har
kokkoid struktur og kan bare vokse ved a redusere metanol til metan, med H, som
elektrondonor (Boone et al. 1993). Studier har vist at Methanobacteriales ofte er den mest

dominerende metanogene gruppen i termofile reaktorer (Bauer et al. 2008).

1.3.4 Methanococcales
Methanococcales er, som navnet tilsier, irreguleere kokker som far energi ved & utnytte H,

eller formiat til reduksjon av CO, til CH,4. Methanococcales ansees som en marin metanogen,
og mange av medlemmene er halofile (Boone et al. 1993). Representanter fra
Methanococcales kan vokse i alt fra mesofile til hypertermofile miljger, og deles inn i to
familier basert pa temperaturoptimum og -toleranse. Methanococcaceae bestar av mesofile og
ekstremt termofile metanoger, h.h.v Methanococcus og Methanothermococcus.
Methanocoldococcaceae inkluderer slektene Methanocaldococcus og Methanotorris, som

begge er hypertermofile og vokser ved temperaturer over 85 °C (Liu & Whitman 2008).

1.3.5 Methanopyrales
Methanopyrus kandleri er Methanopyrales eneste art, og bestar av hydrogenotrofe

stavformede organismer som vokser i hypertermofile miljger med temperaturer opp til 110 °C
(Boone et al. 1993; Liu et al. 2006). Methanopyrus kandleri kan kun utnytte CO, sammen

med H, for metangenerering (Huber et al. 1989).

1.3.6 Methanocellales
Methanocellales ble for fgrste gang isolert og karakterisert av Sakai og samarbeidspartnere i

2008, og er saledes den nyeste definerte gruppen i av metanogener. Dette er en mesofil,
hydrogenotrof arke, som danner metan fra CO, og H; eller formiat. Den isolerte arten,
Methanocella paludicola trenger i tillegg acetat for cellevekst. 16S rRNA gensekvens
analyser plasserer denne metanogene ordenen mellom Methanomicrobiales og
Mathanosarcinales. Cellene er uten bevegelse og opptrer som enkeltceller med stavform, i
tillegg til at kokkoide celler er identifisert i eksponentiell fase (Sakai et al. 2008).
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1.4 Biogass
Biogass bestar av en blanding av 48-65 % CH, og 36-41 % CO, (Mata-Alvarez 2003; Ward et

al. 2008), i tillegg til sma mengder av andre gasser og vanndamp (Rasi et al. 2007; Weiland
2010). Bade metan og karbondioksid er potensielle drivhusgasser, og menneskeskapt
metanutslipp er antatt & sta for en stor andel av den globale oppvarmingen som verden star
ovenfor (Alexander 1994). Metan som drivhusgass er kalkulert til & veere 25 ganger mer
reaktiv enn karbondioksid, og forblir i atmosfeaeren i 9-15 ar (Madsen 2011). Fordi metan er en
energirik forbindelse, egner gassen seg ogsa som kilde til fornybar energi. Den vanligste
anvendelsen i dag er at biogassen brennes direkte, og dermed forsyner lokale omrader med
varme. Gassen kan ogsa omformes til elektrisitet i generatorer, og vil ved transport over
ledninger kunne forsyne en starre region. Metangass kan ogsa videreforedles til drivstoff
(Hagen et al. 2010). Kontrollert anaerob nedbrytning av organisk materiale er derfor
fordelaktig pa flere mater. Ved a behandle organisk avfall i lukkede omgivelser, hindres
emisjon av metan til atmosfaeren, samtidig som en fullstendig forbrenning av biogass vil
kunne erstatte bruk av fossile brennstoff. Dermed reduseres utslipp av karbondioksid som
ikke er en del av den forhenveerende karbonsyklusen (Chynoweth et al. 2001). I tillegg kan
det ferdig nedbrutte materialet (biorest) med stort hell benyttes som gjadsel for jordbruksmal
(Ward et al. 2008; Weiland 2010). Biorest har de samme egenskapene som ubehandlet
gjedsel, i tillegg til at andelen organisk nitrogen er redusert mens mengden mineralsk nitrogen

er stgrre, som en fglge av biogassprosesseringen.

Selv om interessen og utviklingen rundt utnyttelse av biogass som energikilde er gkende, har
denne typen fornybar energi fortsatt et stort potensiale. En rapport fra 2010, utfert av
International Energy Agency (IEA), viste at omtrent 10,2 % av det globale energiforbruket
dekkes av biomassekonvertering (Eisentraut 2010). Hele 88 % dekkes fortsatt av fossile
brennstoff (Weiland 2010).

1.5 Biomasse

Sa lenge karbohydrater, proteiner, fett, cellulose og hemicellulose er hovedkomponenter, kan
hvilken som helst type biomasse benyttes som substrat for biogassproduksjon (Weiland
2010). Mikroorganismene er i tillegg avhengige av en mengde sporelementer for vekst, som
for eksempel nikkel, jern og selen. Tradisjonelt sett er slam fra kommunale renseanlegg og
storfegjadsel benyttet som substrat i biogassanlegg. Flere anlegg benytter ogsa matavfall fra
kildesortert husholdningsavfall, matvarebutikker, restauranter og hoteller, samt avfall fra

slakteri og matindustrien for gvrig (Schnirer & Jarvis 2009; Zhang et al. 2007). | senere tid
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har flere studier vist at biomasse sammensatt av flere ulike substrater, omtalt som «co-
digestion» i litteraturen, ofte gir hgyere mikrobiologisk diversitet, et mer stabilt
mikrobesamfunn og hgyere metanutbytte enn enkeltsubstrat (Hartmann & Ahring 2005;
McHugh et al. 2003). En av grunnene til dette, er at et sammensatt materiale ofte dekker
organismenes naringsbehov bedre, saerlig med tanke pa de essensielle sporstoffene.

Fordi karbohydrater, proteiner og fett har ulikt energiinnhold, pavirkes biogassutbyttet i stor
grad av substratets sammensetning. Fett har lav biotilgjengelighet (Petruy & Lettinga 1997),
men inneholder mye energi, og gir derfor teoretisk sett det hgyeste utbyttet av biogass.
Karbohydrater og proteiner degraderes derimot raskt, men gir et lavere utbytte (Vidal et al.
2000; Weiland 2010).

Tabell 1. 4. Teoretisk gassutbytte og sammensetning av biogass (Schniirer & Jarvis 2009)

Substrat Biogass (m*/ kg VS) CH, (%) CO, (%)
Karbohydrater 0,38 50 50
Fett 1,0 70 30
Proteiner 0,53 60 40

Det teoretiske gassutbyttet kan estimeres for de enkelte komponentene. Beregninger av
biogassvolum og teoretisk andel av metan vises i tabell 1. 4, som i sin helhet er hentet fra
Schnirer & Jarvis (2009). Verdiene av beregnet biogass-sammesetning varierer noe i
litteraturen. Teoretiske beregninger er ofte overestimerte i forhold til faktisk gassutbytte

(Mgller et al. 2004b), og disse verdiene ma derfor bare sees pa som veiledende eksempel.

I tillegg til at de ngdvendige naringsstoffene ma vere tilgjengelig i substratet, har ratioen av
karbon og nitrogen vist seg a vaere en viktig faktor for konverteringsprosessen (Lin & Lay
2004). Akseptert C/N ratio varierer mellom ulike substrater og prosesseringsforhold, men
ligger mellom 10 og 30, med et optimum rundt 15-25 (Schniirer & Jarvis 2009; Yen & Brune
2007). Dersom ratioen er for hgy, kan nitrogenmangel hemme veksten av mikroorganismer.
En lav ratio vil derimot kunne fare til frigjgrelse av store mengder ammoniakk, og dermed gi
en hemming av prosessen. C/N ratioen pavirker ogsa i stor grad kvantitet og kvalitet av
flyktige fettsyrer (VFA) som dannes i prosessen (Liu et al. 2008; Yen & Brune 2007).

| arbeidet med denne oppgaven er storfegjadsel og ensilert fiskeavfall benyttet som substrater.

| den kommende seksjonen er det derfor fokusert pa disse to materialene.
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1.5.1 Storfegjedsel
Tilgangen til husdyrgjadsel er stor i landbruksomrader. Ved utnyttelse av gjedsel som

substrat, reduserer man emisjon av drivhusgasser til atmosfaeren, som ellers frigis ved lagring
(Mgller et al. 2004a). Gjedsel fra storfe som eneste substrat vil generelt gi et lavere
gassutbytte enn gjgdsel fra fjeerkre og gris, fordi mye av det organiske materialet allerede har
gjennomgatt nedbrytning til metan i fordayelsessystemet til dravtyggere (Mgller et al. 2004b;
Weiland 2003). Som tilleggssubstrat til f.eks. matavfall, mais og korn, er storfegjgdsel
derimot godt egnet, siden gjgdsel inneholder flere av mikroorganismene som kreves for
anaerob nedbrytning (Schnurer & Jarvis 2009). | tillegg har storfegjedsel en hgy
bufferkapasitet, som stabiliserer pH verdien ved VFA akkumulering (Weiland 2003; Weiland
2010).

1.5.2 Ensilert fiskeavfall
Fiskeavfall fra slakteri og oppdrettsnaring utgjer en stor «uutnyttet» ressurs langs

norskekysten. | en rapport utfart av stiftelsen RUBIN, ble den totale mengden av birastoff fra
fisk og skalldyr beregnet til 816 000 tonn i 2011 (RUBIN 2011). Dette materialet inneholder
mye fett og proteiner og har derfor ogsa et stort potensiale, blant annet som substrat i
biogassanlegg. Ved anaerob behandling av fiskeavfall reduseres avfallsmassen, spredning av
parasitter og patogene mikroorganismer forhindres, og emisjon av ubehagelig lukt unngas.
Fordi forratnelsesprosessen av fiskeavfall skjer raskt, er konservering ofte ngdvendig for
senere & kunne utnytte avfallet til ulike formal. Konservering ved ensilering er en mate &
holde avfallet lagringsstabilt over lengre tid, siden pH senkes til et niva nedbrytere ikke kan
leve pa. Hvor lav pH som er ngdvendig for a stoppe nedbrytningsprosessen er avhengig av
konserveringsegenskapene til syren som benyttes, men ligger ofte rundt pH 4,5 (Baekken &
Bekkevold 1993). I tillegg til at ensilering gjer lagring mulig, gkes biotilgjengligheten av
neringsstoffer (Amon et al. 2007; Vidotti et al. 2003). Fordi ensileringen gir en lav pH,
hemmes ogsa mikroorganismer ngdvendig for den anaerobe nedbrytningen. Disse faktorene
gjer fiskeensilasje vanskelig a behandle i en anaerob nedbrytningsprosess. | tillegg kan
nedbrytingen av store kvantum av fett og proteiner fere til akkumulering av hhv. flyktige
fettsyrer (VFA)/lange fettsyrekjeder (LCFA), og ammoniakk (Eiroa et al. 2012; Mshandete et

al. 2004), noe som igjen kan hemme prosessen.
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1.6 Biogassreaktor

En biogassreaktor er kort fortalt en tank for nedbrytning av organisk materiale, der all tilforsel
av oksygen elimineres for a opprettholde et anaerobt miljg. Det finnes ulike modeller for
oppbygging av reaktorer, men den grunnleggende konstruksjonen er i hovedsak den samme:
Gassen som dannes i prosessen samles opp i tankens gverste del, mens tilfgrsel av nytt
substrat pumpes inn pa tankens side. Avhengig av substratets egenskaper, gjennomgar
materialet ofte en forbehandling, som for eksempel innblanding med andre type substrater,
tilgjengeliggjering for nedbrytning, fortynning eller fortykkelse, og sanering for a fjerne
patogene mikroorganismer (Schnirer & Jarvis 2009). Sammenligninger av mikrobiologisk
diversitet i ulike bioreaktorer har tidligere avdekket at rektorens utforming,
prosesseringsforhold og substratsammensetning har stor betydning for stukturen til det
mikrobielle samfunnet (Collins et al. 2003; Leclerc et al. 2004; McHugh et al. 2003).

1.6.1 Ulike reaktortyper
De fleste bioreaktorene som benyttes til biogassproduksjon rundt om i verden i dag, kan deles

inn i ulike kategorier basert pa reaktorens utforming.

1.6.1.1 Batch eller kontinuerlig reaktor
| en batchreaktor (ogsa omtalt som porsjonsreaktor) blir all biomasse brutt ned, uten tilfgring

eller fjerning av materiale underveis i prosessen. Nar nedbrytningen av det organiske
materialet er fullfart, fjernes bioresten for nytt substrat tilferes. | en slik uforstyrret
nedbrytningsprosess far mikroorganismene lang tid til & bryte ned organiske materiale, uten &
bli vasket ut av systemet. Metanproduksjonen vil ofte veere starst i starten, for sa a avta over
tid ettersom energi- og karbonkildene brukes opp. 1 tillegg til at batchreaktorer ofte benyttes i
forskning, er denne typen nedbrytingsmodell hyppig brukt i smaskalaanlegg (Schniirer &
Jarvis 2009).

| en kontinuerlig biogassreaktor med omrgring, pumpes nytt materiale inn i en kontinuerlig
strgm, samtidig som ferdig nedbrutt materiale ogsa pumpes ut. Dermed tilfares nytt
ramateriale hele tiden, og metan produseres jevnt. Denne type reaktor kan benyttes for
flytende substrater med et tgrrstoffinnhold under 5 % (Schnirer & Jarvis 2009). Selv om en
kontinuerlig biogassdrift kan medfare utvasking av organismer, vil mikrobesamfunnet dra
nytte av interaksjonene mellom ulike grupper og den uniforme substrattilgangen som skapes
ved omrgring. Semikontinuerlige bioreaktorer referer til nedbrytningstanker der nytt

ramateriale tilfares med jevne mellomrom, fra 1 til 8 ganger daglig (Schniirer & Jarvis 2009).
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1.6.1.2 Nedbryting i ett eller flere trinn
Nedbrytingen i en kontinuerlig eller semikontinuerlig biogassreaktor kan forega i ett eller to

trinn. Ved nedbrytning i ett trinn, skjer hele prosessen i en tank. Det vil si at hydrolyse,
acidogenese (fermentering), acetogenese (anaerob oksidasjon) og metanogenese
(metanproduksjon) skjer pa samme sted, til samme tid. (Schntirer & Jarvis 2009). Dette er

tradisjonelt sett den vanligste prosesslgsningen pa norske biogassanlegg.

Degradering i flere trinn er et passende alternativ nar substratet er lett nedbrytbart og
hydrolysen rask, og dersom man gnsker en optimalisering av forholdene til hver enkelt
prosess (Blonskaja et al. 2003; Bouallagui et al. 2005; Liu et al. 2006). De fleste flertrinns-
systemene separerer hydrolyse og acidogenesen fra acetogenesen og metanogenesen i to
respektive tanker, en sakalt to-trinns reaktor (Ward et al. 2008).

Solids dosing unit E’ 41°C

e

Maize silage

Ignition il

Figur 1. 5. Skjematisk diagram av et typisk totrinns biogassanlegg. Designet kan variere mellom ulike
anlegg. Figuren er i sin helhet hentet fra Weiland (2009).

Ved a separere hydrolysen og acidogenesen i en egen tank, unngar man at de mer sensitive
metanogene arkene hemmes av et hgyt innhold av flyktige fettsyrer, lav pH og andre
stressfaktorer som kan oppsta, blant annet dersom biopolymerene brytes raskt ned i de forste
stegene. Metanogene har dessuten en vesentlig lavere vekstrate, og ved a separere prosessene

unngar man en «overforing» av den metanogene delen av et reaktorsamfunn (Bouallagui et al.
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2005; Weiland 2010). Det er ogsa gjort suksessfulle studier med en ytterligere oppdeling av
prosessen (Kim et al. 2000).

Selv om anlegg med to- eller flertrinns reaktorer er mer kostbare enn et-trinns reaktorer, tyder
flere studier pa at biogassutbyttet i en reaktor med separerte tanker er signifikant hgyere

sammenlignet med en et-trinns reaktor (Liu et al. 2006; Nielsen et al. 2004).

| tillegg til inndeling basert pa design av reaktortanken, kategoriseres bioreaktorer ogsa ut fra
substratets terrstoffinnhold. Vatreaktorer har en tgrrstoffprosent pa 16 % eller mindre, mens
sakalt terre reaktorer har en verdi mellom 22 % og 40 % (Ward et al. 2008).

1.6.2 pH og temperarur:
For at et biogassanlegg skal fungere mest mulig optimalt er driften avhengig av flere

parametre. Temperatur og pH er faktorer med serlig stor pavirkningskraft. Basert pa
prosessens temperatur, kan biogassanlegg drives pa to ulike mater. Mesofile biogassanlegg
opererer med en temperatur pa mellom 35-37 °C, mens termofile reaktorer benytter en
vesentlig hgyere temperatur (55-65 °C). Studier basert pA sammenligning av reaktorer med
ulike temperaturer har konkludert med at det er en generelt hgyere mikrobiell diversitet ved
degradering av organisk materiale under mesofile forhold, enn ved hgyere temperaturer
(Karakashev et al. 2005; Leven et al. 2007; Sekiguchi et al. 1998). Termofile biogassanlegg er
ofte av starre skala enn mesofile anlegg, og foretrekkes ved biodegradering av kommunalt
avfall, der komplekse blandinger av ulike organiske materialer (storfegjadsel, avfall fra
matindustri, slaktehus, husholdning, olje og fett 0.1.) dominerer (Weiss et al. 2008).
Sammenligninger har ogsa vist at utbyttet av metangass er hgyere i termofile biogassanlegg
(Ahn & Forster 2000; Sanchez et al. 2000; Zabranska et al. 2000). | tillegg vil en hgy
temperatur mer effektivt ta livet av patogene organismer i avfallet. Men i forhold til en
mesofil bioreaktor, kreves en vesentlig hgyere energitilfarsel for degradering under termofile
forhold. I tillegg er det mikrobielle samfunnet i en mesofil reaktor mindre sensitiv mot

ammoniumhemming, enn ved prosesser med hgyere temperaturer (Sanchez et al. 2000).

De fleste metanogener har et pH optimum mellom 7.0 og 8.0. Dersom pH kommer under 6 vil
vekstraten til metanogene arker hemmes. En pH over 8 vil ha samme utfall, fordi et sveert
basisk miljg kan veere dgdelig for mikroorganismene (Sandberg & Ahring 1992; Ward et al.
2008; Zinder 1993). Optimal pH for hydrolysen og acidogenesen ofte noe lavere (mellom 5,5
0g 6,5) enn for metanogenesen, og bioreaktorer fungerer derfor best med en pH mellom 6,8
0g 7,3 (Boone & Xun 1987; Ward et al. 2008; Zinder 1993).
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Hemming av metanogenesen i biogassreaktorer kan forarsakes av tilstedeveerelsen av giftige
substanser, som ammoniakk, flyktige fettsyrer, tungmetaller, sulfid og petrolium-kjemikalier.
| kommende seksjon fokuseres det pA hemming av biogassprosesser som et resultat av hgy

ammoniumkonsentrasjon.

1.7 Biogasshemming ved hgye ammoniumkonsentrasjoner
Som tidligere nevnt, vil proteinene i biomassen hydrolyseres til aminosyrer. Ved en videre

nedbryting i fermenteringssteget, frigis aminosyrenes amin-gruppe (-NH,) som ammoniakk
(NHa) eller ammonium (NH,"). Ogsé nedbrytingen av urea vil frigi uorganiske
nitrogenforbindelser. Hvilken av forbindelsene som dominerer i prosessen er avhengig av pH
og temperaturforhold (Sanchez et al. 2000). Ved ammoniumhemming anses NH3z som den
aktive substansen (Kroeker et al. 1979), og tidligere forsgk tyder pa at serlig de acetotrofe
metanogene arkene er sensitive mot hgye konsentrasjoner (Angelidaki & Ahring 1993;
Hansen et al. 1998; Koster & Lettinga 1988). Fordi det antas at mesteparten av
metanproduksjonen i biogassreaktorer utfgres av acetotrofer, kan en gkt
ammoniumkonsentrasjon ha stor innvirkning pa systemets biogassutbytte. Innenfor de
acetotrofe gruppene, ser Methanosarcinaecea ser ut til a tale miljger med hgyt innhold av

ammoniakk og organiske syrer bedre enn Methanosaetacea (Karakashev et al. 2005).

Mekanismen bak ammoniumhemming er ikke fullstendig forstatt, men man antar at
aktiviteten av sentrale enzymer hemmes, eller at det intracellulzere miljget forstyrres ved
diffusjon av ammoniakk over celleveggen (Kadam & Boone 1996; Sprott et al. 1984). Hvor
mye fritt ammonium et metanogent samfunn kan tale, er bestridt i litteraturen. Flere faktorer
er avgjegrende (pH, temperatur, inokulum), og den enkelte arts sensitivitet mot ammoniakk
gjer at den tolererte mengden varierer (Angelidaki & Ahring 1993; Chen et al. 2008). Tidlige
forsgk har vist en hemming i prosessen ved konsentrasjoner over 30,0 g N/I, mens andre
studier viser bade lavere og hgyere toleranse (Chen et al. 2008). Angelidaki (1993)
konkluderte i sine studier med at en konsentrasjon over 4 g N/I hemmer termofile
bioreaktorer. Siden hgy pH og temperatur gker mengden ammoniakk/ fritt ammonium, vil
termofile bioreaktorer veere mer sensitive for hemming enn mesofile samfunn (Angelidaki &
Ahring 1993; Braun et al. 1981; Sanchez et al. 2000). Fordi en hemming av metanogenesen
medfarer ubalanse i forholdet mellom syredannede bakterier og metanproduserende arker, vil
flyktige fettsyrer akkumulere. Haye konsentrasjoner av visse flyktige fettsyrer kan derfor

benyttes som indikasjon pa ammoniumhemming i biogassanlegg.
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1.8 Metoder for identifisering og kvantifisering og av biogasskomponenter og
flyktige fettsyrer

1.8.1 Gasskromatografi (GC)

Gasskromatografi kan benyttes nar et volum av en gassprgve skal analyseres med hensyn pa
dens sammensetning. Metoden baseres pa separering og deteksjon av ulike gasskomponenter
ut fra komponentens molekylvekt, kokepunkt, lipofilisitet o.l. I enkelhet bestar en
gasskromatograf av en injeksjonsport, en kolonne med inngang for baeregass, detektor og en
registrator. Etter injisering fraktes preven gjennom kolonnen med hjelp av en baregass, ofte
bestaende av helium eller nitrogengass under trykk. Kolonnen inneholder en stasjoneer fase
med ulike kjemiske komponenter som prgven reagerer med. Pa grunn av ulikheter i kjemiske
og fysiske egenskaper til de ulike komponentene i gasspreven, vil de vandre med ulik
hastighet gjennom kolonnen. I tillegg har kolonnematerialet, temperatur og baeregassens
hastighet innvirkning pa prevens vandring. Pa denne maten separeres prgvens komponenter
fra hverandre. Ved kolonnes utlap, registreres gassmengde og tidspunkt den passerer

detektoren pa.

Sample

injector
/ inje \

Flow controller

B4
q\\ » Wasta

Column \

Detector

Carrier gas Column oven

Figur 1. 6. En skjematisk fremstilling av en gasskromatograf. Gasskromatografen er oppbygd av en kolonne,
en detektor og en registrator. Beeregassen bringer praven gjennom kolonnen, og detektoren registrerer de ulike
komponentene.

Ulike GC apparater benytter ulike deteksjonsprinsipper med varierende selektivitet for ulike
gasser. Thermal Conductivity Detector (TCD) detekterer alle komponentene i prgven utenom
baerergassen, mens flammeioniseringsdetektor (FID), fotoionisasjonsdetektorer (PID),
flammefotometridetektorer (FPD) og elektroninnfangingsdetektorer (ECD) kun detekterer
bestemte substanser. For & kunne identifisere komponentene, ma standarder med kjente

konsentrasjoner for alle gasskomponentene legges inn i programvaren. Programvaren
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sammenligner deretter komponentens retensjonstid (tiden det tar for hver komponent & vandre
gjennom kolonnen) mellom den ukjente preven og den kjente standarden, og pa denne maten

identifiserer og kvantifiserer komponenten.

1.8.2 Vaeskekromatografi (HPLC)
HPLC (high performance liquid chromatography) fungerer etter samme hovedprinsipper som

gasskromatografi, men prgvene analyseres i vaeskeform istedenfor i gassform. Systemet er
utviklet for analyser av flyktige fettsyrer og produkter fra degradering av karbohydrater, som
for eksempel furfural (et biprodukt av maursyre), hydroxymethylfurfural (HMF, fra
degradering av noen sukkertyper, druesukker) og ketosyrer. Dette er organiske molekyler med
ulik hydrofobisitet, og de separeres basert pa reversert fase (RP) separering.

HPLC-systemet bestar av en injeksjonsport, en eller flere kolonner og detektorer, og en
programvare for handtering av data, samt instrumentkontroll. Prgven injiseres via
injeksjonsporten og hayt trykk serger for at veesken presses gjennom kolonnen. Et lgsemiddel

frakter veesken gjennom kolonnen med stasjoneer fase.

Det finnes ulike typer HPLC-metoder, basert pa den relative polariteten mellom lgsemiddelet
og den stasjonere fasen. Metanol (CH3OH), svovelsyre (H,SO,) og acetonitril (CH3CN) er
eksempel pa slike lgsemiddel. Komponentene i vaesken separeres etter samme prinsipp som
ved GC, og passerer detektoren ved ulike tider. Mens hydrofile komponenter fraktes raskt
gjennom kolonnen, vil hydrofobe forbindelser binde sterkere til kolonnens matrise.
Detektoren registrerer flyktige, organiske komponenter fra prgven, og et kromatogram
konstrueres for sammenligning med kjente standarder (Figur 1. 7) (Agger 2011).

i

Figur 1. 7. Kromatografisk profil. Toppene identifiseres som falgende flyktige fettsyrer: 1) metansyre, 2)
etansyre, 3) propansyre, 4 og 5) Levulinic syre 6) HMF 7) Furfural 8) butansyre og 9) valerinsyre.
Kromatogrammet er hentet fra manual for HPLC analyse, av Agger (2011).
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1.9 Metoder for identifisering av mikrobielle grupper og kartlegging av
diversiteten

1.9.1 Polymerase chain reaction (PCR)

Polymerase chain reaction (PCR) gjer det mulig a utfare molekylare studier av ekstrahert
DNA som opprinnelig ville veert tilstede i sveert sma mengder, eller a studere spesifikke
sekvenser og gener fra starre molekyler (Mullis et al. 1986).

PCR er en enzymatisk reaksjon der RNA og DNA amplifiseres ved hjelp av en varmestabil
polymerase og komplementare primere til flankerende DNA sekvenser (Saiki et al. 1988). De
spesifikke primerne er korte oligonukleotider, som hybridiserer til den komplementaere
sekvensen pa templatet/gnsket DNA sekvens. | tillegg tilsettes deoxynucleotidene dATP,
dCTP, dGTP og dTT, slik at polymerasen kan syntetisere en ny DNA sekvens (Mullis et al.
1986).

Reaksjonen styres av ulike temperaturer som aktiverer eller inaktiverer prosessene.
Amplifiseringen bestar av tre gjentagende steg, i tillegg til initiell denaturering der
temperaturen stiger til optimal aktiveringstemperatur for polymerasen, samt et avsluttende
steg som senker temperaturen sa lavt at polymerasen inaktiveres. | syklusens farste steg gkes
temperaturen slik at hydrogenbindingene mellom nukleotidene i DNA-spiralen brytes, og
DNA denatureres. Dette gjer malsekvensen tilgjengelig for primere. | hybridiseringssteget
senkes temperaturen til 40-70 °C (avhengig av primerens smeltepunkt) og primere binder til
de komplementzre basene pa DNA sekvensene. Deretter syntetiserer polymerasen en ny
DNA-trad komplementeer til den gamle, ved a inkorpore nukleotider til den ledige 3° OH
gruppen pa hybridisert primer. Denaturering, primer hybridisering og elongering repeteres, og
for hver runde dobles antall DNA trader. Resultatet er en eksponentiell amplifisering av

gnsket DNA-sekvens.

1.9.2 Kvantitativ PCR (gPCR)
Real-time quantitativ PCR er en sveert sensitiv metode for kvantifisering og deteksjon av

mikrobielle samfunn. Hovedprinsippene er de samme som for tradisjonell PCR, der hver
syklus dobler det teoretiske antallet DNA-trader. I qPCR reaksjoner blir amplifisert DNA
fortlgpende detektert underveis i reaksjonen, ved at prosessen genererer et malbart signal
(Higuchi et al. 1992). | dag er alle deteksjonssystemer basert pa fluorescens teknologi, der
mengden DNA-kopier av den spesifikke sekvensen korrelerer med kinetikken av fluorescens
signalet (Kubista et al. 2006).
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C+ (threshold cycle) verdien definerer antall PCR sykluser som trengs for at signalintensiteten
skal bli signifikant hgyere enn bakgrunnsnivaet (Kubista et al. 2006). Denne verdien er
proporsjonal med antall kopier av malsekvensen i startreaksjonen; til lavere Cr verdi, dess
hgyere er startkonsentrasjonen av rDNA. Kvantiteten baseres pa to ulike tilnerminger:
Absolutt kvantifisering med normalisering til en standardkurve, eller en relativ kvantifisering
der en intern referanse benyttes til normalisering (Heid et al. 1996). P& bakgrunn av dette kan

startkonsentrasjoner av gnsket mikroorganisme/gen i prgver beregnes.

1.9.3 Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
In Situ Hybridization (ISH) ble for farste gang beskrevet i 1969, med hensikt & eksaminere

nukleinsyresekvenser med radioaktive prober, uten a endre cellens morfologi (Pardue & Gall
1969). Siden den gang er denne metoden blitt modifisert flere ganger, og DeLong et al. (1989)
var de farste til a benytte oligonukleotider med fluorescerende merker for deteksjon av
mikrobiologiske celler. | dag er Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) et viktig verktgy
for identifisering, kvantifisering og lokalisering av enkeltceller i fylogenetiske og gkologiske

studier innen medisin og miljgmikrobiologi.

FISH baserer seg pa hybridisering av en syntetisk oligonukleotid-probe til komplementare
regioner pa ribosomet eller til spesifikke gener (Bottari et al. 2006). Probene er designet ut fra
databaser med rRNA sekvenser for ulike mikroorganismer, og sekvensene ofte korte (15 og
30 bp) for de skal kunne penetrere cellemembranen/veggen. De er i tillegg modifisert med et
fluorescerende merke, slik at de kan detekteres via et epifluorescense mikroskop eller
flowcytometri (Amann et al. 1995; Wagner et al. 2003). Merkingen kan skje pa flere mater,
men direkte fluorescens merking i 5°- eller 3” ende er vanligst. Ved direkte merking forlenges
proben med en eller flere dNTP, modifisert med et fluorokrom i sidegruppen (Bottari et al.
2006). Bruk av indirekte probemerking inkluderer reporter molekyler, enzymatisk signal
amplifisering og bruk av polyribonucleotid prober merket med flere fluorokrom-molekyler
(Moter & Gobel 2000). De senere arene har det kommet flere, og mer stabile fluorokromer.
Noen eksempler pa vanlige fluorokromer er TAMRA, Rodamine, Dapi og carbocyanine
farger som Cy3 og Cy 5 (Amann et al. 2001; Moter & Gobel 2000). Ved a kombinere prober
og fluorokromer med ulik eksitasjons- og emisjonsmaksimum, kan to eller flere ulike
mikroorganismer detekteres fra samme prgve. In situ studier av mirkoorganismer tillater
eksaminering av celler som normalt ikke lar seg kultivere. Dette gir et mer korrekt bilde av

sammensetningen i mikrobesamfunnet siden man antar et bare en liten andel mikroorganismer
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lar seg dyrke in vitro. Metoden er sensitiv og rask, og gjer det mulig a studere enkeltceller i

deres opprinnelig miljg.

1.9.4 DNA-sekvensering
DNA-sekvensering innebarer bestemmelse av baserekkefglgen i DNA. Pa bakgrunn av denne

rekkefglgen kan organismer sammenlignes og identifiseres, nye gener eller mutasjoner
kartlegges og kunnskap om bade vart eget, og andre organismers molekylaere programmering
oppdateres (Shendure et al. 2004).

1.9.4.1 Sanger- sekvensering
Sanger-sekvensering er en DNA-polymerase avhengig sekvenseringsstrategi basert pa

elektroforetisk separering av deoxyribonucleotide triphosphate (ANTP) fragmenter.
Polymeraseaktiviteten katalyserer en syntese av nytt DNA templat (komplementeer til aktuell
sekvens) ved fosfodiesterbindinger av dNTP til den voksende 3’-enden. | tillegg til ANTP,
tilsettes dideoxyribonucleotide triphosphate (ddNTP), der den frie OH-gruppen i 3’-ende er
erstattet av et hydrogenatom. Ved en tilfeldig binding av ddNTP istedenfor dNTP vil
reaksjonen dermed termineres. Ratio av dNTP/ddNTP bestemmer hyppigheten av
terminering, og dermed ogsa lengden av DNA-fragmenter. En balansert konkurranse mellom
dNTP og ddNTP i reaksjonen gir dermed fragmenter av ulik sterrelse (Sanger et al. 1977).
Den vanligste metoden for deteksjon av sekvensen er ved & merke hver ddNTP med en
spesifikk fluorokrom som eksiterer ved passering av en laser i sekvenseringsanalysatoren.
Fragmentene separeres ved high-resolution gelelektroforese, og fluorescenssignalet detekteres
i fire ulike farger, etter basens identitet (Metzker 2005). Fordi fragmentene separeres med
hensyn pa starrelse, bestemmes ogsa posisjonen til basene. Pa denne maten vil rekkefglgen av
farger avslare sekvensens baserekkefglge. I arbeidet med denne oppgaven ble en blandet

Sanger-sekvensering benyttet.

1.9.4.2 High Throughput-sekvensering
Dybdesekvenseringsmetoder med high throughput-teknologi ble utviklet i kjglevannet av

Human Genomic Project (HGP), for a mate kravet om rimeligere og mer effektiv DNA

sekvensering sammenlignet med fargeterminatormetoder (Metzker 2005).

I high throughput-sekvensering utferes sekvenseringsreaksjonene i paralleller, og resultatet er
et starre antall sekvenser, fra flere tusen til millioner. Pa denne maten kan analyser av hele
genom, karakterisering av gkologisk diversitet og identifisering av ukjente agenter og

mutanter utferes i et enkelt eksperiment (Mardis 2008; Reis-Filho 2009). 1 tillegg til at
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parallelle reaksjoner gir et gkt antall sekvenser, er de enkelte sekvensene kortere enn
leselengder fra Sanger-sekvensering (Dohm et al. 2008). High throughput sekvensering gir
mer dybde i form av multiple leselengder av samme region, og er gkonomisk gunstigere med
hensyn pa ngyaktighet, enn tradisjonelle sekvenseringsmetoder. De knappe ti siste arene har
utviklingen av sekvenseringsstrategier skutt fart, og i dag finnes det flere tilgjengelige
plattformer for dybdesekvensering. De mest brukte er 454 sekvensering/Roche, basert
pyrosekvenseringsteknlogogi, SOLiD ™ system/ Applied Biosystem og Illumina genome
analyzer /Solex (Mardis 2008). | arbeidet med denne oppgaven ble sekvensering pa lllumina
plattform benyttet, for karakterisering av diversiteten i bioreaktore med storfegjedsel og

fiskeensilasje.

Illumina-sekvensering er en 2. generasjons sekvensering som benytter seg av single
nucleotide addition (SNA). Denne sekvenseringsstrategien er basert pa reversibel
fargeterminering, som detekterer enkeltbaser etterhvert som de inkorporeres til en voksende
DNA trad. DNA molekyler binder via adaptersekvenser til oligonukleotider pa overflaten til
en «flowcell». Broamplifisering av multiple DNA kopier danner kolonier pa rundt 1 million
sekvenser, der hver koloni representerer den opprinnelige DNA sekvensen (Mardis 2008).
Fire ulike reversible terminatorbaser tilsettes, hver modifisert med et fluorescerende molekyl
som blokkerer 3’-OH gruppen. Dermed kan DNA sekvensen bare forlenges med en nukleotid
om gangen. Fordi alle fire INTP molekylene er tilstede i reaksjonen, oppstar en naturlig

konkurranse mellom basene, og nukleotiden komplementzaer til malsekvensen inkorpores.
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Figur 1. 8. Illumina «flowcell». Genomiske DNA hybridiserer til oligonucleotider via adaptere pdA DNA
fragmentet. Broamplifisering med enzym og umerket nukleotider resulterer i kolonidannelse, der hver enkelt
koloni representerer et opprinnelig DNA molekyl. Figuren er hentet fra Mardis (2008)
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En illuminerende kilde farer til at fluorokromet pa det inkorporerte nukleotidet fluorescerer i
en farge som reflekterer basens identitet. Pa grunn av kolonidannelsen vil dette signalet vaere
sterkt nok til a fanges opp av et kamera. Etter deteksjon av fluorescenssignalet, blir fargen
kjemisk fjernet og syklusen gjentas med inkorporering av den neste reversterminerende basen
(Mardis 2008). Signalene arrangeres i inkorporert rekkefalge, der fargekodene avdekker DNA

molekylets basesekvens.

1.10 Oppgavens malsetning:

Hovedmalsettingen med dette arbeidet var a studere sammensetning og utvikling av
mikroorganismer, og dannelse av biogass i reaktorer med storfegjgdsel i kombinasjon med
ensilert fiskeavfall. Fiskeavfall har stort metanpotensiale, men er ofte forbundet med
ustabilitet pa grunn av store mengder ammoniakk og flyktige fettsyrer. Det ble derfor benyttet
ulike ratioer av storfegjadsel:fiskeensilasje i et forsgk pa forbedring av metanproduksjonen.

Spesifikke mal med arbeidet:

e Beregning av mengde gass produsert per enhet organisk materiale.

e Kvalitativ og kvantitativ analysering av komponenter i biogass, med serlig hensyn pa
metan.

e Avdekke tilstedevarelsen av flyktige fettsyrer i biomassen.

e Karakterisere den mikrobielle sammensetningen og utviklingen i reaktorene over en
gitt tidsperiode.

e Karakterisere den relative tilstedeveerelsen av to spesifikke metanogene grupper
(Methanomicrobiales og Methanosarcinaaceae).

e Visualisere, lokalisere og bestemme forholdet mellom bakterier og arker.
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2. Materialer og metoder
| arbeidet med denne oppgaven ble flere ulike metoder benyttet for & kartlegge mikrobiologisk
tilstedeveerelse og suksesjon i batchreaktorer med fiskeensilasje og storfegjadsel. | tillegg ble
det utfart kvalitative og kvantitative analyser av biomassen og den produserte biogassen. En

skjematisk fremstilling av oppgavens utfarelse er vist i Figur 2. 1.

Batchreaktorer med storfegjgdsel og fiskeensilasje
(i ulike blandingsforhold)

I
I I I I

Beregning Kvantitativ Gasskromatografi Veeskekromatografi Proveuttak for DNA Fluorescence In
avtotalt gassmaling (GC) for (HPLC) for isolering Situ
torrstoff- detektering av detektering av Hybridization
innhold gasskomponenter flyktige fettsyrer. I (FISH) for
DNA isoleres etter magnetisk bestemmelse av
I partikkelseparererings - bakterie:arke
Beregning teknologi
av organisk
torrstoff-
innhold
16S rRNA genamplifisering med gPCR for relativ kvantifisering av
PRKIllumina primersett metanogene grupper

Blandet Sanger Dybdaesekve.nsermg
sekvensering pa llumina-
plattform

Figur 2. 1 En skjematisk fremstilling som viser stegene i gjennomfgringen av arbeidet knyttet til denne
oppgaven. Batchreaktorer med ulik ratio av storfegjgdsel og fiskeensilasje er utgangspunktet for alle analysene
som foretas, Kjemiske og sa vel som molekylarbiologiske.

Maling av mengde gass produsert, og kromatografisk analyse av gassen ble foretatt annenhver
dag i hovedforsgksperioden (30 dager), og deretter med jevne mellomrom/ved behov resten
av forsgksperioden (til dag 101). Analyse for deteksjon av flyktige fettsyrer ble utfgrt pa
prever fra dag 0, dag 59 og dag 101 (samtlige praver ble lagret ved -20 °C for analysering).
pH ble malt pa det samme materiale. | hovedforsgksperioden ble prgveuttak for DNA-
isolering gjennomfart annenhver dag, mens uttak og forberedelse av FISH-preparater ble

utfart hver 7-9. dag.

En fullstendig oversikt over alle kjemikalier, materialer og laboratorieutstyr benyttet i dette
arbeidet er gitt som vedlegg, jf. Vedlegg B. Oppskrifter pa alle buffere og lgsninger er ogsa
gitt som vedlegg, jf. Vedlegg G.
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2.1 Forbehandling og generell handtering av batchreaktorene

2.1.1 Valg av ratio for storfegjgdsel:fiskeensilasje

Husdyrgjedsel og fiskeensilasje fra biogassanlegget pad Ana kretsfengsel (hentet i oktober
2010 og lagret ved 4 °C frem til bruk) ble benyttet som substrat i batchreaktorene.
Innledningsvis ble batchreaktorer med ulike blandingsforhold av husdyrgjedsel og
fiskeensilasje satt opp, og pa bakgrunn av gassproduksjonen i disse reaktorene ble fire ulike
ratioer av storfegjadsel:fiskeensilasje valgt (jf. blandingsforholdene i tabell 2. 1). I tillegg til
storfegjedsel og fiskeensilasje ble 16 % inokulum tilsatt i hver reaktor. Inokulumet er biorest
fra en reaktor med husdyrgjgdsel og fiskeensilasje fra SUS scrofa (BioForsk). Dette
inneholder lett tilgjengelige naringsstoffer og organisk materiale, i tillegg til mikroorganismer
fra tidligere prosessering.

Tabell 2. 1 For gjennomfaring av forsgket ble falgende volum (ml) av substrat (storfegjadsel og fiskeensilasje)
og inokulum blandet:

Substrat
Serie Inokulum Storfegjadsel Fiskeensilasje
1 10 ml 20 ml 30 ml
2 10 ml 30 ml 20 ml
3 10 ml 40 ml 10 ml
4 10 ml 50 ml 0 ml

De fire ulike batchreaktorene omtales heretter som serie 1, serie 2, serie 3 og serie 4, jf. tabell
2. 1. De respektive seriene inneholdt fglgende ratio av hhv. storfegjedsel (SG) og
fiskeensilasje (FE); 40:60 %, 60:40 %, 80:20 % og 100:0 % (av 100 % substrat, beregnet pa

bakgrunn av volum i ml.). Av hver blanding ble 8 parallelle reaktorer benyttet.

2.1.2 Homogenisering av substratene
Homogenisering av storfegjgdsel var ngdvending for gjennomfgringen av prgveuttak, da dette

substratet inneholdt stagrre partikler som forrester og lignende. Homogeniseringen ble foretatt i
en Waring-blender (Waring Products, USA). Det var ikke ngdvendig a homogenisere det
ensilerte fiskeavfallet. Avslutningsvis ble alle fraksjonene blandet godt sammen, slik at
graden av homogenisering var den samme for hele massen, far substratet ble fordel utover i

serumsflasker.
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2.1.3 Serumsflasker ble benyttet som batchreaktorer
Serumsflasker (120 ml) ble benyttet for simulering av reelle biogassreaktorer (Miller & Wolin

1974). Til hver flaske ble totalt 60 ml reaktormateriale tilsatt (i blandingsforhold som
beskrevet i tabell 2. 1) og serumsflaskene ble lukket med en septa av butylgummi og
aluminiumforsegling. Septaens egenskaper gjar at gass kan tas ut med kanyle (med sideport)
gjennom membranen gjentatte ganger uten at luft lekker inn, eller biogass ut. Aluminiums-
forsegling sarger for at flaskene taler et overtrykk ved gassproduksjon. Serumsflaskene er
enklere & handtere, og krever mindre plass enn reelle pravereaktorer. Alle serumsflaskene ble

inkubert i 37 °C med moderat risting.

Figur 2. 2. Serumsflasker ble beﬁyttet som batchreaktorer. Til venstre; 120 ml serumsflasker med 60 ml
reaktormateriale. Til hgyre; batchreaktorene ble inkubert i varmeskap (37 °C) med moderat risting. Foto: Live
Heldal Hagen.

2.1.4 Apning av batchfermentorene for uttak av prevematerialer
Tre av parallellene i hver serie ble dpnet annenhver dag for uttak av prgvemateriale til

molekylerbiologiske analyser. Konverteringen av biomasse til biogass er en strengt anaerob
prosess, og apning og lukking av flaskene bar skje uten at det anaerobe miljget i fermentorene
forstyrres. For a redusere tilfarselen av oksygen ble apningene utfart med sa hurtig apningstid
som mulig, og flaskene ble lukket med ny septa og aluminiumsforsegling gyeblikkelig etter
uttak av materiale. Undertrykk i flaskene ble fjernet med gasstett sprayte (for maling av
produsert gass) far apning. Pa grunn av lukt, ble praveuttak utfert i avtrekkskap. Etter apning
og lukking ble flaskene staende mest mulig i ro for & unnga omrgring av det gverste sjiktet, da
noe oksygen ville vere tilstede her. For & evakuere oksygengass i batchreaktorene, ble
flaskene skylt med nitrogengass (99,99 %). Nitrogengass er en ikke-reaktiv gass, og vil ikke
pavirke det mikrobielle samfunnet i reaktormaterialet. En kanyle festet via en slange pa
gasstanken ble fgrt gjennom gummimembranen, og trykk ledet nitrogengass ned i flasken. En
apen kanyle gjennom membranen ledet gass ut igjen for a unnga et overtrykk over
serumsflaskens kapasitet, samt for & evakuere fortrengt oksygengass.
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2.2 Beregning av totalt tgrrstoff (TS) og organisk terrstoff (VS)
Totalt terrstoff (TS) er mengden faste stoffer gjenveerende i prgven etter oppvarming til 105

°C, til konstant vekt (ca. 24 timer). Tarrvekten av materialet inkl. aluminiumsskaler ble veid

og vekten notert. Pa grunnlag av disse verdiene ble andel tarrstoff beregnet:

Torrvekt
% TS =——x 100
Vatvekt

Organisk tarrstoff (VVS) defineres som mengden av flyktige, organiske stoffer som forsvinner
etter forbrenning ved 550 °C (i minst 8 timer) av total terrstoff (TS). Aske ble veid og
gledetap bestemt, og pa grunnlag av disse verdiene ble andel organisk materiale beregnet:

Glgdetap

0, — X
n Vs Torrvekt

Fordi prevemateriale trekker til seg fuktighet fra omgivelsene, var det viktig at veiing ble

utfart umiddelbart etter terking og forbrenning.

2.3 Maling av akkumulert gassvolum og beregning av spesifikk gassproduksjon
Gassproduksjon i batchreaktorene ble malt ved gassuttak med en 50 ml glassprayte

(Condence Science, Inc.). Det eventuelle overtrykket i flaskene presset stempelet i
glassprayten opp, og mengde gass (ml) ble avlest og notert. Hensikten var & bestemme hvor
mye biogass som ble produsert i batchkulturene, for beregning av spesifikk gassproduksjon.
Den organiske andelen av tgrrstoffet som er tilgengelig for mikrobiell nedbrytning (jf. VS),
spiller en viktig rolle for biogasspotensialet. Spesifikk gassproduksjon beregnes derfor ut fra

mengden organisk tarrstoff i hver prave:

Gass produsert (ml)
VS tilsatt (g)

Spesifikk gassproduksjon =
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2.4 Kromatografiske metoder for analysering av gass og flyktige forbindelser

2.4.1 Gasskromatografi (GC)
Sammensetningen av biogasskomponenter ble analysert i en gasskromatograf (PerkinElmer),

for & beregne metan- og karbondioksidutbyttet i batchreaktorene. Gasskromatograf-
instrumentet som ble benyttet i dette forsgket har CTR | kolonne (Alltech Associates Inc.) og
er ideell for separering av oksygen (Oy), nitrogen (N), metan (CH,4), karbonmonoksid (CO)
og karbondioksid (CO,).

CTR 1—Air, CO, CH:, COz, Oz, N: _CHROM
(058 )

13 5 . Air and Carbon Monoxide

2 {Inner Column}

. Methane (Inner Column)

. Carbon Dioxide (Inner Column)

. Oxygen (Outer Column)

. Nitrogen (Outer Column)

. Methane (Quter Column)

. Carbon Monoxide (Quter Column)

-

e N T

Column: CTR | (Part Mo. 8700)
Outer Column: 6ft x 1/4" Packed with Activated Molecular Sieve
Inner Column:  6ft x 1/8" Packed with Porous Polymer Mixture

Temp: Ambient
Carrier Gas: Helium at 65mL/min
Detector: TCD

Figur 2.3. Kromatografisk profil (Alltech® CTR Concentric Packed Columns). Gasskomponentene i
proven separeres i kolonnen, detekteres ved kolonnens utlgp. Komponentens retensjonstid sammenlignes med
kjente standarder, og arealet under hver topp gjenspeiler komponentens kvantitet. P4 denne maten kan ulike
gasser i en preve indentifiseres og kvantifiseres.

Kolonnen inneholder to ulike pakkinger som skilles fra hverandre med ulik innvending
diameter og ulike separeringsegenskaper. Porapack (pakket med en blanding av porgse
polymerere) kommer forst, og separerer farst luft og karbonmonoksid, deretter metan, og til
slutt karbondioksid. Molekyl-sil separerer (hhv.) oksygen, nitrogen, metan og karbon
monoksid. For deteksjon av komponentene ble to ulike sensorer benyttet, TCD og FID.
Sistnevnte ble benyttet for a detektere sma mengder metan. For TCD sensor ble helium (He,
klasse 5) benyttet som baregass, mens O, og H; ble brukt ved FID. Alle analysene ble utfart
med et trykk pa baregassen pa 20,0 psi. 0,50 ml gass ble samlet fra hver batchreaktor med en
gasstett glasspreyte med sideportkanyle (VIKI), og injisert via injiseringsporten pa
gasskromatografen. Temperaturer i injeksjonsporten og kolonnen var pa hhv. 200 °C og 60

°C, mens deteksjonstemperaturen var 250 °C. Analyseringen ble startet manuelt og
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resultatene ble tilgjengelige for prosessering i programmet TotalChrom (PerkinElmer). For en
prosentvis bergening av gassenes konsentrasjon, ble en blanding av fglgende standardgasser
benyttet (sammensetning i mol %); metan (60,6 %), CO, (34,5 %) og nitrogen (resterende)
(YYara).

Av mengde CH, som males i denne analysen, ble fglgende utregning benyttet for beregning
av spesifikk metanproduksjon (de samme formelene gjelder for beregning av spesifikk

karbondioksidproduksjon):

Gass produsert (ml) * CH, (%)
100

Akkumulert metan =

Akkumulert metan (ml)
VS tilsatt (g)

Spesifikk metanproduksjon =

2.4.2 Vaeskekromatografi (HPLC)
HPLC (high performance liquid chromatography) ble benyttet for a detektere et utvalg

flyktige fettsyrer og karbohydrater i batchreaktorene. I tillegg til startkultur (O dager),
midtkultur (59 dager) og sluttkultur (101 dager), ble ogsa de enkelte substratene og inokulum

analysert med instrumentet Dionex Ultimate 3000 kromatografisk system med UV-VIS -

basert (ultraviolet-visiable light) detektor.

Figur 2. 4. Dionex Ultimate 3000 ble benyttet for &
detektere et utvalg flyktige fettsyrer. Ultimate 3000
systemet bestar av 5 moduler: 1) Lgsningsrack, 2)
Pumper, 3) Autosampler, 4) Kolonne og 5) UV detektor.
Foto: Live Heldal Hagen
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De ulike komponentene har ulike bglgelengdeoptimum, og metoden inkluderte derfor
deteksjon ved to ulike bglgelengder; 210 nm (organiske syrer) og 278 nm (furfural og HMF).
Kolonnen som ble benyttet, Zorbax Eclipse Plus C18 (Agilent Technologies), var 150 x 2,1
mm (3,5 um partikler) med en 12,5 x 2,1 mm (5 um partikler) beskyttelseskolonne. Pumpene
opererte med en infusjonshastighet i kolonnene pa mellom 0,200 ml/min, og med maksimalt
trykk pa 400 bar. Kolonnetemperaturen var 40 °C og 100 % metanol og 2,5 mM H,SO, ble
brukt som lgsemiddel.

For & unnga protonering av komponentene, er det viktig at pH i den mobile fasen er lavere
enn pKa-verdien til komponenten med lavest pKa. Prgvene ble derfor forsuret med 75 %
H,SO4, til en pH lavere enn 2,5. En pH-indikatorstrips ble benyttet for & konstatere en lav pH.
For stabilitet under lagring ble prgvene oppbevart pa -20 °C, og tinet sakte i kjglerom (4 °C)
far analysering. Pravene ble spunnet ned pa maksimal hastighet i 10 min far forsuring, for &
fa et partikkelfritt materiale til analysering (noen av pravene trengte lengre sentrifugering).
Etter forsuringen ble prgvene inkubert pa benk i noen minutter. Det dannes CO,, og for a
hindre overtrykk stod prgvene uten lokk. Reaksjoner ved tilsetningen av H,SO, farte til
fargeforandring og utfelling, og preven ble derfor sentrifugert pa nytt. Standarder av
metansyre (CH,0,), eddiksyre (CH3COOH), propansyre (C3HsO), butansyre (C4,HgO-) og
valerinsyre (CsH100,) ble laget i konsentrasjonene 5 mM, 50 mM, 100 mM og 500 mM.
Injiseringsvolumet ble satt til 1 pl per preve (ved dette volumet vil flyktige fettsyrer med en

konsentrasjon pa minst 1 mM detekteres).

Dataprogrammet Chromeleon™ 7 (versjon 7.1.1.1127, Dionex) benyttes for kontrollering og

kommandering av instrumentet, samt datahandtering.

2.5 Isolering av genomisk DNA
Tre ulike prosedyrer for isolering av DNA ble pa forhand testet for a finne ut hvilken metode

som gav starst utbytte av genomisk DNA. Av disse er to kommersielle kit, mens en tredje

prosedyreprotokoll er utviklet av Genetic Analysis (GA):

1. FastDNA SPIN kit for Soil (Qbiogene) er en kolonnebasert metode, produsert og

designet for ekstrahering av genomisk DNA fra jord.

2. MagMAX™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion) er et silicabasert metode,

basert pa magnetisk partikkelseparering.
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3. Stool Bacteria DNA extraction (SPO2-001) (Genetic Analysis AS) baserer seg pa
SIMAG/MG- DNA (paramagnetiske silicapartikler), som binder spesifikt til

nukleinsyrer.

For & detektere forurensinger og eventuelle feil som har oppstatt under renseprosessen, ble en
negativ (sterilfiltrert MQ-vann) og en positiv (overnattkultur av Escherichia coli)
kontrollpreve inkludert til alle tre isoleringsprosedyrene. Protokoller for de tre DNA-
isoleringsmetodene er gitt i sin helhet som vedlegg, jf. Vedlegg D.2. P& bakgrunn av
resultatene ble MagMAX ™ Total Nucleic Isolation Kit valgt for videre isolering av genomisk
DNA.

| hovedforsgket ble 0,5 ml prgvematerialet tatt ut fra hver av de tre fgrste batchreaktorene per
serie (totalt 192 prgver). Materialet ble sentrifugert i 7 min pa maksimal hastighet for a
konsentrere cellene. Cellene ble lysert i FastPrep 24 intrument (MP), og etter celleknusing ble
resten av ekstraheringsprosessen utfgrt med duplikate prever. 0,17 ng av et syntetisk templat
med kjent konsentrasjon ble tilsatt en av duplikatene som intern kontroll (det syntetiske
templatet ble preparert av Zhian Salehian, UMB).

Praver og reagenser prepareres i henhold til protokoll for MagMAX DNA-isolering. Til
ekstrahering ble et helautomatisk system, KingFisher Flex (Thermo Scientific) benyttet.
KingFisher Flex er basert pa invers magnetisk partikkelseparering, en teknologi der
magnetiske kuler flyttes fra plate til plate med spesifikke reagenser (Thermo Scientific 2010)
Nukleinsyrer bundet til magnetiske kuler blir dermed automatisk overfart mellom de ulike
Igsningene, f.eks. vaskelagsninger og elueringsbuffer. En automatisert DNA ekstraktor vil
isolere nukleinsyrer med hgy renhet, og er tids- og arbeidsbesparende i forhold til manuell
ekstrahering (Kessler et al. 2001). 20 ul kulemiks etter oppskrift fra MagMAX protokoll ble
tilsatt hver prave manuelt. DNA isoleringsprosedyren ble lagt inn i programvaren og valgt

gjennom instrumentets kontrollpanel.

2.6 Kvantifisering og kvalifisering av DNA

2.6.1 Agarosegel-elektroforese

Elektroforese defineres som bevegelsen av ioner og ladde makromolekyler gjennom et
medium. Vandringen skyldes elektrisk spenning, og i det elektriske feltet vil negativt ladde
molekyler vandre mot den positive polen. Fordi DNA-molekylets fosfatgruppe er negativt

ladet ved ngytral pH, vil DNA fragmenter vandre mot anoden. Polymerer i gelmatrisen
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separerer makromolekyler basert pa ladning, sterrelse og struktur. Sma, sterkt negativt ladde
molekyler vil vandre raskere gjennom matrisen, og dermed vandre lengre enn starre
molekyler. Agarose er en av de vanligste medium-matrisene for separering av
nukleinsyremolekyler av starrelsesorden 0,210 kb. I arbeidet med denne oppgaven ble
gelelektroforese utfart med en agarosekonsentrasjon pa 1 % og TAE buffer for visualisering
av genomisk DNA, PCR-produkter osv. For visualisering av nukleinsyrene tilsettes ethidium
bromid til gelen. Ethidium bromid er en fluorescerende farge som fester seg mellom basene
pa DNA molekylet, og avgir lys ved UV-bestraling pa 590 nm. Loading buffer med glyserol
og fargestoff tilsettes pravene far amplifisering pa gel, for & forhindre at pravene flyter opp av
brannene. Molekylets starrelse og konsentrasjon estimeres basert pa sammenligninger med en
starrelsesstandard. | denne oppgaven ble 1Kb DNA ladder (New England BioLabs) benyttet.
For visualisering av DNA med interkalert ethidium bromid ble Universal Hood Il (BioRad)
gel-dokumentasjonssystem benyttet. For fullstendig protokoll for stepning av 1 % agarosegel,

samt illustrasjon av 1 Kb DNA ladder henvises det til Vedlegg D.1.

2.6.2 OD-maling
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) ble benyttet for & se pd mengde genomisk DNA,

samt renheten av prgvene (genomisk DNA og PCR-produkt). Dette instrumentet maler
prgvens optiske tetthet, ved at overflatespenninger holder vaesken pa plass mellom to optiske
fibre. Lys passerer gjennom toppfiberet, og ned gjennom preven fer det detekteres av et
innebygdt spektrometer. Etter fa sekunder avleses malingene (ND 1000 v.3.3.1). Nukleinsyrer
absorberer lys ved bglgelengden 260 nm, mens proteiner absorberer ved 280 nm. Optimal
verdi for 260/280 er 1,8, og en ratio under 1,8 kan tyde pa proteinkontaminering. En
overestimering av DNA i praven kan forekomme, fordi alle molekylene som absorberer lys
ved 260 nm vil gi utslag (eks RNA, frie nukleotider, proteiner m.m.). 260/230 ratioen gir en
indikasjon pa om lgsningen inneholder hgye saltkonsentrasjoner. 260/230 gir ofte noe hgyere
verdi (mellom 1,8 og 2,0) enn 260/280 ratio.

Instrumentet ble initiert med nukleasefritt dH,0, og blanket ut med elueringsbufferen som ble
benyttet for DNA eluering. 1-2 pul DNA lgsning ble applisert pa instrumentets pidestall, og
maling startet fra PC. Dersom prgven har statt lagret en stund kan DNA felles ut eller bli

krystallisert, og preven ble derfor ristet opp far applisering.

2.6.3 Fluorescerende agent
Quant-iT PicoGreen dsDNA (Invitrogen) reagens er en sensitiv fluoriserende nukleotidfarge

for kvantifisering av dsDNA. Nar PicoGreen binder DNA, gkes fluorescensen flere tusen
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ganger, proporsjonalt med mengde DNA til stede. PicoGreen kan detektere sa lite som 25
pg/mL dsDNA med et standard spektrofluorometer, og 250 pg/mL dsDNA med fluorescens
mikroplateleser. Spektralomradet til Quant-iT PicoGreen dsDNA reagens bundet til

nukleinsyrer ligger mellom 502 og 523 nm.

98 ul PicoGreen brukslgsning (0,5 pl Quant-iT PicoGreen reagent, 1 x TE-buffer) ble
applisert til hver brenn i en Nunc F96 MicroWell™ plate. Deretter ble 2 pul PCR produkt
tilsatt til respektive brgnner, og blandet ved repeterte pipetteringer for fullstendig
homogenisering. Platene ble avlest i et spektrofluorometer (Cambrex, Inc) med to fluorescein
filter, som malte eksitasjon ved 485 nm og emisjon ved 528 nm (sensitiviteten ble satt til 50).
Resultatene ble lest av med programvaren KC4™ (BioTek) og A DNA standard fra 100 ng/ul
til 0,78 ng/pl ble benyttet for utregning av konsentrasjon.

2.7 Polymerase Chain Reaction (PCR)
For & oppna tilstrekkelige mengder genomisk materiale fra batchreaktorene, utfares en 16S

rRNA genamplifisering med et universelt primersett for prokaryote organismer; PRK341F og
PRKB806R, et primersett for deteksjon av arker; ARC787F og ARC 1059R og et primersett for
bakterier; BAC338F og BAC805R. Alle primersettene er utviklet for detektsjon av
mikrobesamfunn i bioreaktorer, og basert pa regioner av identitet innen organismenes 16S
rRNA sekvenser (Yu et al. 2005). Primersekvenser og gvrig karakteristikk er gitt som

vedlegg, jf. Vedlegg B.1.

| denne oppgaven ble HOT FIREpol ® DNA polymerase (Solis Biodyne) med tilhgrende
reagenser benyttet i felgende reaksjonsblanding: 1,25 U HOT FIREpol® DNA polymerase, 1
X HOT FIREpol® buffer B2, 2,5 mM Magnesium-dichloride (MgCl,), 200 uM dNTP og 0,2
UM av hver primer (forward og reverse). Fra en fortynningsrekke ble et volum pa 1,5 pl (5-
100 ng/ul) DNA templat valgt som optimal mengde i reaksjonen. MQ-vann ble tilsettat til et
totalvolum pa 25 pl per reaksjon. Reaksjonen ble utfert i en termosykler (Applied Biosystem)
med felgende temperaturforhold: En initiell denaturering, og aktivering av HOT FIREpol
polymerasen ble utfgrt ved 95 °C i 15 min. Deretter ble denaturering av dsDNA,
primerhybridisering og elongering gjentatt i 30 sykluser pa hhv. 95 °C (30 sek.), 57 °C (30
sek.) og 72 °C! (45 sek.)

! Temperatur varierer m.h.p smeltepunktet til primeren som benyttes. Temperaturen gitt her er basert pa
smeltepunktet til PRK- primersettet.
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2.7.1 16 S rRNA genamplifisering med PRKillumina primersett
Et primerbibliotek ble konstruert fra det universelle primerparet for prokaryote organismer

(PRK341F og PRK806R). Regionen i primerens 3" ende inneholdt den genspesifikke
sekvensen, mens 5° enden var modifisert med en spesifikk adapter. Adapteren inneholdt en
koloniamplifiserende region og en Illumina sekvenseringsregion (Figur 2. 5). Biblioteket
bestod totalt av 12 reverse primere og 16 forward primere. Hver reversprimer bar et unik
[llumina-merke («illumina tag»); en kort sekvens (seksomer) av revers komplementaere baser
til indekssekvens gitt i TruSeq Index Sequencer, indeks 1-12, jf. Vedlegg C.1. Egne
indekskoder («primer tag») ble konstruert for forward primerene, for & identifisere og separere
koloniene (indeks 13-28 in TruSeq Index Sequencer). Sekvenser av samtlige illuminaprimere

benyttet til 16S rRNA genamplifiseringen foreligger som vedlegg, jf vedlegg C.2.

Unik primer tag

L

PRKi F 5'- aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttcectacacgacgetctteegatctagtcaaCCTACGGGRBGCASCAG - 3°

|

Koloni- amplifiserings- Illumina sekvenserings- Gen-spesifikk region
region primer

Unik illumina tag

PRKi R 5'- caagcagaagacggcatacgagatCGTGATgtgactggagticagacgtgtgcteticegatct GGACTACYVGGGTATCTAAT - 3

Koloni- amplifiserings- lllumina sekvenseringsprimer Gen-spesifikk region
region

Figur 2. 5. Skjematisk fremstilling av PRKillumina Forward (PRKi F) og PRKillumina Reverse (PRKi R)
primere. Det genspesifikke omradet pa primeren tilsvarer PRK341F og PRK806R primersekvensene, som er et
universelt primerpar designet for omrader pa 16S rRNA gensekvensen til prokaryote organismer.
Koloniamplifiseringsregionen er komplementar til oligonukleotid-sekvenser pa illuminaplattformens flytcelle.
Hver reverse primer har et unik illumina merke (tag). For & kunne gjenkjenne og separere koloniene, designes
unike primer merker til hver forward primer.

PRKillumina-primerparene ble kombinert pa 192 ulike mater, etter falgende mganster; to
mikrobrgnnplater ble benyttet, der de 12 ulike PRKi R primerne ble applisert, en i hver
kolonne (1-12). Deretter ble 16 ulike PRKi F primere tilsatt, en i hver rad (A-H, A-H). Som
templat ble DNA fra de 192 ulike pravene (en fra hvert duplikat; prgven uten intern kontroll)
benyttet.
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En amplifiseringsreaksjon med standard betingelser i henhold til seksjon 2.7 ble utfgrt. Basert
pa en Tp-gradient av PRKillumina primersett pa tidligere DNA prgver, ble en temperaturen
for primerhybridisering bestemt til 50 °C. Ved a velge en sa lav temperatur gjares
amplifiseringen mindre spesifikk. Ulempen vil vere at det ved for lav

hybridiseringstemperatur vil dannes primerdimer.

PCR produktet ble benyttet bade til blandet Sanger-sekvensering og dybdesekvensering pa
[llumina-plattform/MiSeq.

2.8 DNA sekvensering av mikrobiota
DNA sekvensering ble utfgret for a bestemme baserekkefalgen til 16S rRNA genregionen til
organismene tilstede i biogassreaktorene. P& bakgrunn av dette ble mikrobielle arter

identifisert og den mikrobielle diversiteten kartlagt.

2.8.1 Blandet Sanger-sekvensering

Alle PCR-produktene fra amplifisering med PRKillumina-primere ble fortynnet far
prosessering for Sanger-sekvensering. En 1 % agarosegel-elektroforese av fragmentband fra
PCR-produkt viste at forsgkets amplikon var omtrent 550 bp langt, og PCR-produktene ble
fortynnet til 5 ng i MQ-vann (etter anbefaling i manual for BigDye® Terminator V 1.1 Cycle
Sequencing Kit).

Etter en endt amplifiseringsreaksjon vil lgsningen inneholde ss-primere, overfladig sSDNA og
nukleotider. For & hindre at disse komponentene forstyrret kommende reaksjoner, ble PCR-
produktet enzymatisk renset. Exonuclease 1 degraderer ss-primere og SSDNA, mens Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) hydrolyserer gjenvarende dNTP (ExoSAP- IT™, USB®
Products Affymetrix). For hver reaksjon ble 1 pl PCR-produkt (~ 5 ng), 0,5 pl EXoSAP- It™
reagens miks, kombinert med 1 x BigDye Terminator v1.1/v1.3 Sequencing Buffer og blandet
til et totalvolum pa 5 pl med MQ-vann. Enzymaktivering og — inaktivering ble utfert ved

inkubering i en termosykler, i hhv. 37 °C i en time og 80 °C i 15 min.

For utfering av en fluorescensbasert sekvenseringsreaksjon, ble BigDye® Sekvenserings
Terminator (BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystem) benyttet.
Terminatoren inneholder polymerase og en blanding av dNTP og ddNTP. |
sekvenseringsreaksjonen amplifiseres DNA ved inkorporering av naturlige dNTP og
terminerende ddNTP, der hver ddNTP(ddATP, ddCTP, ddGTP og ddTTP) er
fluorescensmerket med ulike fargestoff. Hensikten er a fa ekstensjonsprodukter i alle mulige
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lengder, som kan separeres m.h.p starrelse og detekteres ut fra fluoroescenssignal fra eksitert
fluorokrom. 1 pl BigDye v1.1 reaksjons miks, 1 x BigDye Terminator v1.1/v1.3
sekvenseringbuffer og 3,2 UM sekvenseringsprimer (forward) ble applisert til 5 ul ExoSap
behandlet PCR-produkt. MQ-vann ble tilsatt til et totalvolum pa 10 pl.
Amplifiseringsreaksjonen ble utfart i en termosykler. Etter initiell denaturering ved 95 °Ci 1
min, ble 25 temperatursykluser for sekvenseringsreaksjonen utfart i falgende gjentatte steg;
denaturering ved 96 °C (15 sek.), primerhybridisering ved 50 °C (5 sek.) og elongering ved 60
°C (45 sek.). Etter sekvenseringsreaksjonen ble prgvene spunnet ned i en dobbel

platesentrifuge pa 14 000 rpm i 1 min. (PlateSpinll, Kubota).

For a rense produktet fra sekvenserings-PCR reaksjonen for saltioner, ikke-inkorporert
fargeterminator og dNTP/ddNTP, ble XTerminator™-Igsning og SAM™ -|gsning (BigDye®
XTerminator™ Purification Kit, Applied Biosystem) benyttet. X Terminator binder
uinkorporert farge og salter fra post-sekvenseringsreaksjonen, mens SAM forbedrer
XTerminator-reagenten og stabiliser sekvenseringspraven etter rensing. Til hver pragve fra
sekvenseringsreaksjonen ble 10 pl XTerminator-lgsning og 45 pl SAM applisert, i henhold til
protokoll for BigDye XTerminator. Platen ble forseglet med selvklebende folie (MicroAmp™
Optical Adhesive Film) og ristet pa vortex mikser (MS 3 digital, IKA) med plateadapter ved
2000 rpm i 30 min (ved romtemperatur), slik at reagensene fanget opp og immobiliserte
ugnskede komponenter. Prgvene ble deretter sentrifugert (PlateSpinll, Kubota) med en
hastighet pa 2900 rpm i 2 min. Pa denne maten ble ulgselige fraksjoner og
reaksjonskomponerer felt ut til bunnen, mens de fluorescensmerkede

sekvenseringsproduktene forble i supernatanten.

Analysering av prgven ble foretatt med 3130x| Genetic Analyzer (ABI). DNA analysatorens
kapilleerkolonne inneholdt en polymermatrise, som separerte DNA fragmenter basert pa
starrelse. Fragmentene ble deretter utsatt for laserstraling slik at fargemolekylene (pa ddNTP)
fluorescerer. Fluorescenssignalene samles og spektral-separeres i et spektrogram og

instrumentets programvare viser dataene i et elektroferogram.

Principal Components Analysis (PCA) og Multivariate curve resolution (MCR) ble benyttet
for analysering av utbyttet etter sekvensering. PCA gir en klassifisering av ulike subgrupper,
basert pa manstergjenkjennelse fra forholdet mellom flere ukorrelerte komponenter (PC,

principle components). Forholdet blir fremhevet i forskjeller mellom de ulike komponentene

(Jolliffe 2002). Ogsa MCR baseres pa variasjon, og deler opp datasettet utfra antall
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komponenter, deres responsprofil og estimert konsentrasjon (Tauler & Smide 1995). Bade
PCA og MCR ble utfert av Knut Rudi.

2.8.2 Dybdesekvensering
| tillegg til Sanger-sekvensering, ble ogsa en dybdesekvensering med high throughput-

teknologi utfart. Alle PCR-produktene fra amplifisering med PRKillumina primersett ble
blandet til en preve for multipleksing. En total konsentrasjon av DNA pa 2000 ng var
gnskelig, og fordi DNA-konsentrasjonen varierte for de ulike PCR-produktene, var en
normalisering av prevene ngdvendig. Konsentrasjonen av DNA etter amplifisering ble
bestemt med fluorescensmalinger i et spektrofluorometer (jf. seksjon 2.6.3), og pa bakgrunn
av disse verdiene ble alle prgvene fortynnet til en gitt konsentrasjonen pa 10 ng DNA per

prave.

PCR-produktet ble renset med et kolonnebasert system som binder spesifikt DNA eller RNA i
en HiBind® matrise, mens kontamineringer som salter og proteiner vaskes gjennom. For
utfarelse av PCR rensingen ble hovedprinsippene fra E.N.Z.A. ™ Cycle-Pure Kit Manual
(Omega Bio-Tek) fulgt. 4 volumer av CP buffer ble tilsatt PCR-produktet, og lgsningen ble
overfort til HiBind® DNA kolonne. Gjentatte vaskesteg med DNA vaskebuffer utfgres far 30
ul elueringsbuffer (0,1 mM Tris-HCI, pH 8,5) tilsettes kolonnen, som deretter sentrifugeres pa
maksimal hastighet i 1 min for eluering av DNA. For a gke utbyttet av DNA, ble eluatet
overfgrt til samme kolonne og sentrifugert pa nytt. DNA konsentrasjonen ble malt med
PicoGreen og Nanodrop, og en estimering av lengde og renhet ble utfart pa 1 % agarosegel-

elektroforese.

Amplikonbiblioteket (10 ng/ul, med et totalt volum pa 50 pl i 0,1 mM Tris buffer (pH 8,5))
ble sekvensert i MiSeq® system (lllumina). Dette er et helautomatisk system som gir

leselengder pa 150 bp. Sekvenseringer ble utfgrt av Universitetssykehuset i Oslo.

Sekvensprosessering av radata ble utfert i MATLAB (Matrix Laboratory) og ulike
Operational Taxonomic Unit (OTU) ble definert basert pA mgnsteret av basene adenin og
cytocin i sekvensene. Pa bakgrunn av manglede erfaring med MATLAB, og tidsbegrensinger
knyttet til opplering, ble behandlingen av radata utfgrt av Knut Rudi. RDP-Classifier
(Ribosomal Database Project) (Wang et al. 2007) ble benyttet for OTU-klassifisering.

2.9 Kvantitativ PCR (qPCR)
gPCR ble benyttet for a undersgke forholdet mellom den relative mengden av to metanogene

grupper, i tillegg til ratioen av arker og bakterier. Til dette ble spesifikke primer-/probesett for
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Methanomicrobiales (MMB282F, MMB749F-probe, MMB832R) og Methanosarcinaceae
(Msc380F, Msc492F-probe, Msc828R) benyttet, i tillegg til et universelt primersett for
detektering av prokaryote organismer (PRK341F, PRK806R), og arker (ARC787F, ARC
1059R). Alle primer- og probesettene er designet basert pa regioner av identitet innen
malorganismenes 16S rRNA gensekvenser (Yu et al. 2005). Sekvenser og gvrig karakteristikk

av primere og prober foreligger som vedlegg, jf. vedlegg B.1.1.

EvaGreen® (Solis BioDyne) ble benyttet i kombinasjon med de universelle primersettene.
Denne forbindelsen avgir fluorescerende signaler etter interkalering i dobbelt tradet DNA. For
gPCR reaksjon med PRK- og ARC- primersettene ble falgende reagenser blandet per
reaksjon: 1 x HOT FIREPol ® EvaGreen ® gPCR Mix Plus (ROX), 0,2 uM av hver primer,
1,5 pl (5-100 ng/ul) DNA templat og MQ-vann til et totalt volum pa 25 pl. ROX ble valgt
som passiv referanse, for a normalisere fluorescens reporter signal som genereres i gPCR.
gPCR-reaksjonen ble utfart etter fglgende oppsett: En initiell DNA denaturering ved 95 °C i
15 min og 40 sykluser av denaturering ved 95 °C (15 sek.), primerhybridisering ved 60 °C (20
sek.) og elongering ved 75 °C (30 sek.). Slike uspesifikke systemer vil binde til alt dsSDNA, og
reaksjonen ble derfor avsluttet med en smeltekurve for a avdekke tilstedeveerelsen av
primerdimer og uspesifikk binding. | smeltekurven gkes temperaturen sakte fra 60 °C til 95
°C, slik at dsSDNA denatureres og fluorescensmolekylet lgsner. Primerdimer denatureres
tidligere enn amplikonet pa grunn av dens starrelse, og tilstedevarelsen vises derfor som et
drypp i signalet ved 70 °C (Kubista et al. 2006).

TagMan® prober er spesifikke system, som skiller mellom uspesifikk amplifisering og
amplifisering av gnsket sekvens. Probene inneholder en enkelttradet probesekvens som er
komplementer til en av tradene pa DNA sekvensen. Denne probesekvensen har et fluorokrom
festet til 5° ende, og et quencher molekyl i 3’ ende. Nar disse molekylene er i neerheten av
hverandre, vil quencher-molekylet absorbere eksitert energi fra fluorokromet i form av lys og
spre signalet i form av lys (fluorescens) eller varme (dark quencher) (Eurogenetec). Under
hybridisering binder proben til DNA sekvensen. En elongering av primerene pa samme DNA
trad vil degradere probesekvensen som dermed frigjar og separerer fluorokrom og quencher-
molekylene. Uten quencher innen rekkevidde sender det fluorescerende molekylet ut lys som
detekteres. | denne oppgaven ble FAM benyttet som fluorokrom sammen med «dark

guencher.

43



Materialer og metoder

For probebasert g°PCR med de spesifikke primersettene for metanogene grupper (MMB, Msc)
0g 5" -nuklease prober (TagMan) (MMB og Msc) ble falgende reagenser blandet per reaksjon:
1,25 U HOT FIREpol® DNA polymerase, 1 x HOT FIREpol® buffer B2, 2,5 mM
Magnesium-dichloride, (MgCly), 0,2 mM dNTP, 0,2 uM av hver primer og 0,1 uM
tilsvarende probe. 1,5 ul (5-100 ng/ul) DNA ble benyttet som templat i hver reaksjon. MQ-
vann ble tilsatt til et totalt volum pa 25 pl. gPCR-reaksjonen ble utfert i falgende oppsett:
Initiell denaturering ved 95 °C, med péfelgende 40 sykluser av 95 °C (15 min.) og 60 °C (1

min.).

Alle reaksjonene ble utfgrt pa MicroAmp® Fast Optical 96-well reaksjons plate (forseglet
med MicroAmp™ Optical Adhesive Film) og spunnet ned for a fjerne eventuelle luftbobler.
gPCR-reaksjonen ble foretatt i instrumentet StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems). For kontroll av plate-til-plate variasjoner, og som referansegen for
kvantifisering, inkluderes amplifisering med den interne kontrollen (jf. det syntetiske
templatet tilsatt under DNA ekstrahering). Innstillingene ble kommandert manuelt via
instrumentets tilhgrende StepOne™ Software v.2.0 (Applied Biosystems). Den samme
programvaren ble benyttet for datahandtering.

Effektiviteten for hver qPCR reaksjonene ble rekalkulert i programvaren LinRegPCR (Ruijter
et al. 2009). Basislinjen viser signalene som males far spesifikk amplifisering detekteres, og
har opphav fra blant annet ubundne fluorokromer og uspesifikke bindinger. PCR
effektiviteten pavirkes i stor grad av basislinjeestimatet, og LinRegPCR estimerer basislinjen
ved a rekonstruere en log-linezr fase fra et tidlig plata i amplifiseringskurven. En
regresjonslinje tilpasses punkter i datasettet, og PCR effektiviteten til hver prgve beregnes fra
linjens stigning. Den relative mengden DNA ble beregnet med det syntetiske plasmidet (viser

til seksjon 2.5) som referanse, etter falgende formel:

CT (preve) CT (referanse)
L lati de) = — -
092 (Te arvmeng e) <PCReff. (prove) PCReff. (referanse)

Crrefererer til antall sykluser for & na terskelverdien (gitt i StepOne™) og PCReff er

reaksjonseffektiviteten til hver prgve (beregnet i LinRegPCR).
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2.10 Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
For bestemmelse av ratioen Bacteria:Archaea, samt visualisering og lokalisering av

mikrobiologiske celler, ble fluorescence in situ hybridization (FISH) benyttet. Fra en reaktor
per blandingsserie (jf. 1.1, 2.1, 3.1 og 4.1) ble hybridisering av to parallelle praver utfart, der

10 tilfeldige bilder ble tatt av preparatene fra hver parallell.

For a skille mellom bakterielle celler og arker, ble to prober med ulik modifiseringer i 5°ende
benyttet. Den arke-spesifikke proben, ARC915 med 6- FAM i 5"-ende gav grgnn fluorescens.
Proben som hybridiserte til bakterielt DNA, EUB338, var modifisert med Cy 3
Indocarbocyanin 507.59 i 5"-ende, som gav ragd fluorescens (begge probene ble levert av
Eurogenetic). Probenes sekvens og gvrig karakterisering er gitt som vedlegg, jf. vedlegg
B.1.2.

Prosedyren for FISH deles inn i fire steg: Fiksering og permeabilisering av cellen,
hybridisering, vasking for & stoppe hybridisering og fjerne ubundet prober, og til slutt
deteksjon av celler i flourescensmikroskop. Far hybridisering ma celleveggen gjares mer
gjennomtrengelig for den fluorescerende proben, samtidig som at cellens rRNA ma beskyttes
fra degradering av endogene RNaser. Effektiviteten av fikseringen er kritisk for resultatet
siden tilstrekkelig penetrering av probene er ngdvendig for optimal hybridisering (Moter &
Gobel 2000). I dette forsgket ble 3,0 % paraformaldehyd benyttet for fiksering av cellene.
Fiksativet ble titrert med 10 M HCI til pH 7,0 (lgsningen har svert lav bufferkapasitet).

Resuspendering av pellet for og etter fiksering ble utfart med 1 x PBS, erstattet av 1 x PBS og
96 % EtOH (1:1) i siste vaskesteg far hybridisering. Cellesuspensjonen ble tarket pa
teflonbelagt glasskive, deretter dehydrert i hhv. 50 %, 80 % og 96 % EtOH far cellene ble
hybridisert med 5 pl 20 uM ARC915 og EUB338 i hybridiseringsbuffer (35 % formamid, 0,9
M NaCl 0,01 % SDS, 20 mM Tris pH 7,2). Etter hybridisering ble preparatene vasket i
vaskebuffer (40 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,01 % SDS, 20 M Tris pH 7,2). En drape (~ 5 pl)
monteringslgsning ble tilsatt hver brgnn for & hindre “bleking”, og til slutt ble dekkglass lagt

over. Preparatene ble undersgkt i et konfokal laserskanningmikroskop, LSM 700 (Zeiss).

Metoden som ble benyttet for gjennomfaring av FISH var hentet fra Bomo et al. (2004). En
fullstendig protokoll med modifikasjoner foreligger i sin helhet som vedlegg, jf. vedlegg D.3.

Oppskrifter av fiksativ, hybridiseringsbuffer og vaskebuffer foreligger i vedlegg G.1.3.
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3. Resultater

3.1 Analyser av biomassen
3.1.1 Beregning av totalt tarrstoff (TS) og organisk tgrrstoff (VS)
| tabell 3. 1. sees startkulturenes innhold av tarrstoff og organisk terrstoff. Oppgitte

prosentandeler er beregnet ut fra substratets vatvekt.

Som tabellen viser, inneholdt fiskeensilasje et hgyere tarrstoffinnhold enn storfegjgdsel. Dette
kommer ogsa frem av batchreaktorene, der totalt tgrrstoff og organisk tarrstoff i reaktorene

stiger med gkende andel fiskeensilasje.

Tabell 3. 1. Innhold av totalt tarrstoff og organisk tgrrstoff i startkulturen til samtlige blandingsforhold, i
tillegg til rene substratkulturer av storfegjadsel, fiskeensilasje og inokulum. Mengden vises som prosentvis
andel TS og VS, samt vekt av tgrrstoffinnhold per batchreaktor (med totalt biomasseinnhold pa 60 ml). Seriene
bestar av fglgende ratio (basert pa volum) av hhv. storfegjadsel:fiskeensilasje: Serie 1; 40:60 %, serie 2; 60:40
%, serie 3; 80:20 % og serie 4; 100:0 %.

Materiale % TS % VS gTSi60ml gVSi6oml
Inokulum 3,26 67,14 1,96 1,31
Storfegjodsel 5,68 76,32 3,41 2,60
Fiskeensilasje 32,64 92,25 19,58 18,07
Serie 1 18,92 90,29 11,35 10,25
Serie 2 14,02 88,30 8,41 7,43
Serie 3 10,06 86,12 6,03 5,20
Serie 4 5,72 80,15 3,43 2,75

Mengde organisk terrstoff per batchreaktor ble ogsa benyttet for beregning av spesifikk

gassproduksjon.

3.1.2 Detektering av et utvalg flyktige fettsyrer
En HPLC-analyse av start- (0 dager), midt- (59 dager) og sluttkulturer (101 dager) av

biomassematerialet ble utfgrt med hensyn pa deteksjon av et utvalg flyktige fettsyrer i
biomassen. Analysen ble gjennomfart i trad med anbefalt protokoll, men pa grunn av
ekstreme mengder bakgrunnsstgy fra fiskeensilasjematerialet ble resultatene ansett som
umulige a lese. Figur 3. 1 og Figur 3. 2 illustrerer kromatografiske profiler av praver med
hhv. storfegjedsel og fiskeensilasje (begge 100 % substrat), i kombinasjon med standarder av

100 mM metansyre, etansyre/eddiksyre, propansyre, butansyre og valerinsyre.
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Figur 3. 1 Kromatografisk profil av 100 % substrat av storfegjgdsel (sort kromatogram) og 100 mM
standard (blatt kromatogram) av fglgende flyktige fettsyrer (vises som topper, i rekkefglge fra venstre til
hgyre): metansyre, etansyre/eddiksyre, propansyre, butansyre og valerinsyre. Av denne profilen ser vi at
rent storfegjedsel inneholder flere av fettsyrene i standarden, i tillegg til noe bakgrunnsstgy forarsaket av
absorbering av andre stoffer.

o

Figur 3. 2 Kromatografisk profil av 100 % substrat av fiskeensilasje (blatt kromatogram) og 100 mM
standard (sort kromatogram). Denne profilen illustrerer den enorme overbelastningen fra bakgrunnsstey i det
ensilerte fiskeavfallet. Ogsa gvrige prever med innhold av fiskeensilasje viste lignende trend.

Selv om pravene for rent storfegjedsel viste relativt god separering av ulike komponenter, var
det stor overbelastning i samtlige praver med innhold av fiskeensilasje. Det foreligger derfor

ingen kvantifisering av flyktige fettsyrer i batchreaktorene.

3.1.3 pH-utvikling i de ulike reaktorene
En maling av pH i startkultur (0) dager, midtkultur (59 dager) og sluttkultur (101 dager) ble

foretatt av de fire ulike blandingene (

Figur 3. 3). I tillegg ble pH av inokulum og substratene (storfegjadsel og fiskeensilasje) malt
med pH-indikatorstrips (Merck Chemicals). Verdiene innad i hver serie representerer
malinger fra ulike batchreaktorer med samme innhold, og kan derfor ikke betegnes som
direkte parallelle malinger. Pa bakgrunn av disse faktorene bar resultatene bare ansees som

veiledende for & vise en trend, og ikke den faktiske utviklingen av pH i de ulike reaktorene.
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2 Figur 3. 3. Indikert pH av startkultur (0 dager),

= midtkultur (59 dager) og sluttkultur (101 dager).

Seriene bestar av fglgende ratio (basert pa volum)

av hhv. storfegjadsel:fiskeensilasje: Serie 1; 40:60

— %, serie 2; 60:40 %, serie 3; 80:20 % og serie 4;
100:0 %.

S
S
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0 59
Tid (dager)

Malingene viser en tendens til svak stigning i pH fra startkultur til midtkultur. Dette stemmer
med forventingene, siden nedbrytning av proteinrike substrater gir store mengder ammoniakk.
Det observeres ingen synlige endring fra midtkultur til sluttkultur, med unntak av stigende pH
i serie 3. Inokulumet viser pH 8, mens storfegjadsel ligger noe under, med en pH mellom 7 og
8. Fiskeensilasje har som forventet en lavere pH (rundt 4). Reaktorene med hgyest andel
fiskeensilasje har dermed, ikke overraskende, den laveste pH-verdien.

3.2 Analyser av biogassen

3.2.1 Beregning av spesifikk gassproduksjon
Malinger av mengde gass ble foretatt av alle batchreaktorene (4 ulike substratblandinger, med

8 parallelle batchreaktorer per blanding) gjennom hele forsgksperioden. Fra reaktorenes
akkumulerte gassmengde ble spesifikk gassproduksjon beregnet, definert som liter gass
produsert per kilogram organisk terrstoff tilsatt i batchreaktor med total materialevolum pa 60
ml. Tre av reaktorene innen hver serie ble benyttet til uttak av materiale for isolering av
genomisk DNA i en 30 dagers periode. De fem siste stod urgrte, og fungerte som kontroller,
da de kun ble benyttet til kvantitativ og kvalitativ analyse av gass. For a vise variasjonen i
gassproduksjon innen de parallelle batchreaktorene, fremstilles spesifikk gassproduksjon for
hver serie i en periode pa 101 dager, jf. Figur 3. 4. Reaktor 6 av alle seriene avsluttes etter 59
dager (ble benyttet som midtkultur for fettsyreanalyse, HPLC), men dataene tas likevel med i

beregningen.
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Figur 3. 4. spesifikk gassproduksjon (gass (I) VS (kg)™) i fire ulike substratblandingen, referert til serie 1,
2, 3 0g 4. Serienavnene (t.h. for graf) til hver kurve viser hvilket nummer av de parallelle batchreaktorene
dataene presenterer. Seriene bestar av fglgende ratio (basert pa volum) av hhv. storfegjedsel:fiskeensilasje: Serie
1; 40:60 %, serie 2; 60:40 %, serie 3; 80:20 % og serie 4; 100:0 %. Reaktor 6 i hver serie avsluttes etter 59 dager
Av batchflaskene i serie 1, er 1.7 og 1.8 titrert med NaOH.

Fra Figur 3. 4 ser man at det ble produsert svaert lite gass i serie 1, trolig pd grunn av den store
andelen ensilert fiskeavfall med pH rundt 4. Reaktor 1.7 og 1.8 ble tilsatt NaOH for & heve
reaktormiljgets pH. Disse er derfor ikke representative for den opprinnelige gassproduksjon i
serie 1, men fremstilles likevel for a vise effekten av pH-endringer. Lutingen av 1.7 og 1.8 ble
foretatt etter en ukes inkubering. I en ny serie av samme blandingsforhold, senkes pH pa dag
0, for a fa starre gassutbytte. Fremstillinger av disse batchreaktorene foreligger som vedlegg,
jf. vedlegg A.1. Samtlige parallelle reaktorer i serie 2 produserer biogass den forste perioden,
der den minst aktive produserte til sammen 75,3 | gass per kg tilsatt VS. Gjennomsnittet av de
tre reaktorene som ble benyttet til prgveuttak produserer svart lik mengde gass (94,6 - 94,8 1),
og ligger hgyere enn gjennomsnittet av urgrte reaktorer. Etter 30 dager stopper derimot

gassproduksjonen i disse batchreaktorene opp, noe som sees som en stasjoner fase i grafen.
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De farste 20 dagene er gassproduksjonen den samme for alle reaktorene i serie 3. Aktiviteten
avtar noe i en periode, far en ny akkumulering farer til relativt store mengder gass. Av Figur
3. 4 ser man at det i denne perioden er det de dpnede flaskene som produserer mest gass, mens
urgrte flasker har en lavere aktivitet. Etter 101 dager er det stor forskjell mellom reaktoren
som produserer mest (reaktor 3.3), og den som produserer minst (reaktor 3.7). En ny serie av
batchreaktorer med blandingsforholdet 80 % storfegjadsel: 20 % fiskeensilasje settes opp for
kontroll, og denne viser en lignende trend. Alle reaktorene i serie 4 produserer nesten
identiske mengder gass. Aktiviteten avtar noe etter hvert, med reaktorene produserer fortsatt

gass etter 101 dager.

For & vise variasjonen mellom reaktorer med ulike blandingsfraksjoner, fremstilles
gjennomsnittlig spesifikk gassproduksjon av de fire substratblandingene over 101 dager, jf.
Figur 3. 5. Batchreaktorer som ble dpnet underveis i forsgket ekskluderes for & unnga
skjevheter i resultatene fra eventuelle forstyrrelser knyttet til tilfersel av oksygen. Reaktorer
tilsatt lut i serie 1 utelates i denne beregningen, da disse produserte mer gass en ubehandlet

batchreaktor (som observert i Figur 3. 6).
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Figur 3. 5. Spesifikk gassproduksjon. Grafen representerer et gjennomsnitt av mengde gass (l) per organiske
terrstoff (kg) fra intakte batchreaktorer. Hver serie tilsvarer batchreaktorer med falgende ratio (basert pa volum)
av hhv. storfegjedsel:fiskeensilasje: Serie 1; 40:60 %, serie 2; 60:40 %, serie 3; 80:20 % og serie 4; 100:0 %.

Sammenligninger med gjennomsnittet av produsert gass i batchreaktorer som apnes, viser at
serie 3 har en hgyere spesifikk gassproduksjon enn uapnede reaktorer (figur vises i vedlegg
A.2).
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3.2.2 Kvalitativ analyse av biogass med gasskromatografi
Biogass produsert i batchreaktorene ble analysert i en gasskromatograf gjennom hele

forsgksperioden (101 dager), med redusert hyppighet etter 30 dager. I tillegg til identifisering
av ulike komponenter i gassen, ble mengden av respektive gasskomponenter beregnet.
Biogass bestar stort sett av en blanding metan (CH,4) og karbondioksid (CO,), og kommende
grafiske fremstillinger viser den spesifikke produksjonen av disse gassene over gitt

tidsperiode.

Figur 3. 6 viser spesifikk metanproduksjon i de ulike seriene, med gjennomsnittsverdier fra

intakte reaktorer (A) og apnede reaktorer (B).
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Figur 3. 6. Spesifikk mengde metan (l) produsert i de fire ulike substratblandingene, registrert med
gasskromatograf. Hver serie representerer gjennomsnittet av intakte/udpna batchreaktorer fra hele
forsgksperioden (A). Tilsvarende fremstilling gjeres for batchreaktorer som dpnes annenhver dag (B). Seriene
bestar av falgende ratio (basert pa volum) av hhv. storfegjedsel:fiskeensilasje: Serie 1; 40:60 %, serie 2; 60:40
%, serie 3; 80:20 % og serie 4; 100:0 %.

Av akkumuleringskurve (A) for spesifikk metanproduksjon observeres en klar forskjell i
metanproduksjonen for de ulike seriene, som samsvarer med andel fiskeensilasje.
Batchreaktoren med 100 % storfegjedsel (serie 4) produserer mest metan den farste tiden,
mens serie 1 og serie 2, som inneholder hhv. 60 % og 40 % fiskeensilasje produserer under
2,5 | metan per organisk tarrstoff (kg) tilsatt. Ogsa serie 3 produser sma mengder metan den
farste perioden. Etter 70 dager registreres en gkning i metanproduksjon for denne serien.
Denne gkningen fortsetter ut forsgksperioden. En tilsvarende fremstilling av andel metan i
apnede reaktorer (B) viser lignende trend, men med en lavere metanproduksjon for serie 4 og

hayere for serie 3.
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| tillegg til metan, ble karbondioksid i batchreaktorene registrert. Spesifikk CO,-produksjon er
representert ved gjennomsnitt av reaktorer som ikke dpnes (A) og reaktorer som apnes (B), i
Figur 3. 7.
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Figur 3. 7. Spesifikk karbondioksidproduksjon vist som gjennomsnitt av malinger fra udpnede
batchreaktorer i hver representative serie (A). Den samme beregningen ble ogsa utfart for batchreaktorer
som &pnes for uttak av materialet i lgpet av de forste 30 dagene(B). Seriene bestar av fglgende ratio (basert
pa volum) av hhv. storfegjedsel:fiskeensilasje: Serie 1; 40:60 %, serie 2; 60:40 %, serie 3; 80:20 % og serie 4;
100:0 %.

En sammenligning av graf A og B i Figur 3. 7 viser en relativt stor forskjell mellom andel
karbondioksid i batchreaktorer som forblir urgrte gjennom perioden (A), og reaktorer som
apnes annenhver dag (B). For 4 illustrere dette bedre, vises variasjonen mellom apnede og
uapnede parallelle reaktorer for serie 2 i figuren under (Figur 3. 8). Her observeres en forskjell
i spesifikk CO, produksjon mellom apnet og uapnet batchreaktorer. Ogsa de andre
reaktorseriene viser en lignende trend.
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Figur 3. 8. Spesifikk karbondioksidproduksjon i alle batchreaktorene i serie 2. Hver kurve presenterer
spesifikk CO,- produksjon i individuelle batchreaktorer, der alle inneholder det samme, men 2.1, 2.2 og 2.3
apnes annenhver dag for prgveuttak til genomisk analyse. Resterende forblir lukket gjennom hele
forsgksperioden.
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3.3 Valg av metode for isolering av genomisk DNA fra batchkulturene

For best utbytte av genomisk DNA fra biomassene, ble tre ulike metoder testet.
Prgvematerialet som ble benyttet var fra fermentorene med anrikningsmedium (Atlas 1993,;
Cooney et al. 2007) inokulert med storfegjadsel og fiskeensilasje (oppskrift pa medium vises i
vedlegg G.2) som viste mest metandannelse ved gasskromatografisk analyse etter inkubering
pa 37 °C i 28 dager. Etter isolering, ble en universell primer for prokaryote (PRK341F og
PRKB806R) benyttet for 16S rRNA amplifisering. For analysering av resultatene ble
amplifisert DNA fra de tre renseprosedyrene visualisert i et gel-dokumentasjonssystem, etter

fragmentseparering ved 1 % agarosegel-elektroforese, jf. Figur 3. 9.

FastDNA® SPIN for Soil Kit MagMAX™ Total Nucleic Acid Isolation

GA Stool Bacteria DNA extraction

Figur 3. 9. PCR produkt fra 16S rRNA genamplifisering av genomisk DNA, isolert etter tre ulike
protokoller. Brgnn 1-4 er DNA isolert fra ulike batchreaktorer av anrikningskulturer (vedlegg x), brenn 5 er
positiv kontroll (E. coli) og brgnn 6 er negativ kontroll.

Fra visualiseringen av fragmentene fra DNA-isoleringen observeres det at flere av de negative
kontrollene for PCR er svakt forurenset. Grunnen til dette er trolig at vannet som ble benyttet i
den negative kontrollen var dobbelt sterilfiltrert, men ikke autoklavert. VVed autoklavering
fragmenteres DNA ytterligere, slik at sekvensen ikke kan binde primeren og pa den maten

delta i PCR. Vi velger likevel a bruke disse resultatene for validering.
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| tillegg ble renhet og konsentrasjonen av nukleinsyrer anslatt med OD-malinger (Nanodrop

ND-1000). Disse verdiene foreligger i sin helhet som vedlegg, jf. vedlegg A.3.

Komplekse materialer inneholder ofte store mengder hemmende substranser, som resulterer i
et lavt PCR utbytte. MagMAX™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion) gav et betydelig
starre utbytte av PCR-produkt enn FastDNA SPIN kit og GA Stool Bacteria DNA extraction,
trolig pa grunn av en optimalisering mot slike hemmestoffer. Pa grunnlag av disse resultatene
ble derfor MagMAX isoleringsprosedyre benyttet for isolering av genomisk DNA fra
bioreaktorene.

3.4 16 S rRNA genamplifisering av genomisk DNA med PRKillumina primersett

| sekvenseringsreaksjonene benyttes amplikon fra 16S rRNA amplifisering av isolert DNA.
PRKillumina primersett (sekvensene foreligger i sin helhet som vedlegg C.2) ble benyttet, og
basert pa en Tp,- gradient av PRKillumina primer bestemmes en primerhybridiserings-
temperatur pa 50 °C. Fra bildet av agarosegel med PCR-produkter fra T,- gradienten (Figur 3.
10, A), ser det ut til at primerparet er svert robust. Temperaturomradet for primerannealing er

bred, uten store mengder av primerdimer ved lav temperaturer.

Etter PCR reaksjon, normalisering og sammenblanding, ble amplikonbiblioteket for
dybdesekvensering renset og eluert i 0,1 mM Tris buffer (pH 8,5). Figur 3. 10, B viser eluert
fragment etter 1 % agarosegel-elekroforese. OD-malinger (Nanodrop ND-1000) av eluatet

viste en nukleotidekonsentrasjon pa 10 ng/ul, med en absobans pa 1,85 ved 260/280 nm.

A B

Figur 3. 10. 16S rRNA amplifisering av isolert DNA med PRKillumina primersett: (A) T,, gradient av
PRKillumina primerpar. Fglgende temperaturer i gradientet, fra brgnn 1 til 10 (hhv): 47 °C; 48,4 °C; 52,5 °C;
55,1 °C; 57,8 °C; 60,5 °C; 63,0 °C; 65,1 °C; 66,7 °C; 67,5 °C. (B) 3 ul av amplikonbiblioteket (renset i 0,1 mM
Tris buffer) vises i brann 1 og 2. Brgnn 3 er negativ kontroll. Sammenlignet med 1Kb ladder, viser fragmentet en
starrelse pa ca. 550 bp, i overenstemmelse med forventet lengde.
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3.5 Sekvensering viste lav diversitet for bakterier og arker i batchreaktorene
3.5.1 Blandet Sanger-sekvensering

Datasettet fra Sanger-sekvenseringen inneholdt en blanding av mange ulike sekvenser. For &
sortere disse, ble algoritmer som fremhever forskjeller mellom komponenter benyttet.

Sekvensene analyseres i PCA (Principal Component Analysis), og et biplot beskriver
grupperingene m.h.p. prgve og variabel (jf. Figur 3.11). Den farste komponeneten (PC1) star
for sd mye av variasjonen i datasettet som mulig, mens PC2 vil ha den nest hgyeste variasjon.
PC3 har minst variasjon av komponentene benyttet i denne oppgaven. Punkter i ngerheten av
hverandre representerer prgver med lignende spekter, og ansees dermed som en subgruppe

innen datasettet.
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Figur 3.11. Likheter mellom ulike komponenter i en PCA-analyse. Ved & se pa forholdet mellom flere
komponenter, er klassefisering av ulike subgrupper mulig. PC1 har maksimum variasjon mellom komponentene,
og forklarer dermed mest. PC2 har noe lavere variasjon, mens PC3 har minst. PC1 mot PC2 -plottet (A) viser
den beste grupperingen av prever fra ulike batchreaktorer. Den korte avstanden mellom punkene innenfor
subgruppene (markert med sirkel) indikerer svart like prgver. (Prgver som havner pa posisjon rundt 0,0 er
sekvenseprofiler som ikke passer inn i noen grupperinger, og de forteller dermed ingen ting.) Seriene bestar av
falgende ratio av hhv. storfegjgdsel:fiskeensilasje: Serie 1; 40:60 %, serie 2; 60:40 %, serie 3; 80:20 % og serie
4;100:0 %.

Gruppering av praver fra ulike bioreaktorer sees i begge biplottene, markert med sirkler. PC1/
PC2 (A) viser grupperinger av alle fire reaktorseriene av blandingsforhold, men med noen
avvikende punkter. Prgvene i serie 3 og 2 viser tettest gruppering, som tyder pa svart like
profiler mellom prgver av samme substratblanding. Subgruppene for serie 1 og serie 4 er ikke

like definerte.
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For identifisering av de avvikende punktene, ble alle pravene fra de enkelte
blandingsforholdene fremstilt i et eget biplott, jf. Figur 3. 12, med separering med hensyn pa
respektive dager i forsgksperioden. | figuren under fremstilles prgver av batchreaktorene fra
serie 2 (A) og serie 3 (B). Biplottene viser en trend til at sene prever har en starre likhet

mellom spektrene. Prgver fra de farste dagene faller derimot litt utenfor.
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Figur 3. 12. Tidsavhengig gruppering av praver fra batchreaktorer i serie 2 (A) og serie 3 (B). Subgrupper
markert med sirkel tilhgrer praver tatt ut fra batchreaktorene etter inkubering i dag 16 og utover. De fleste
avvikene representerer derimot prgver fra forsgksperiodens tidlige fase (med noen unntak). (I noen tilfeller
uteblir punkter for visse dager, da det ikke finnes verdier/data for vedrarende praver.)

Av biplottene kan se ut som at det forekommer tendenser til konvergent utvikling i
batchreaktorene i serie 2 og serie 3, der det mikrobielle samfunnet i de parallelle
batchreaktorene utvikler seg mot den samme profilen, til tross for ulikheter i utgangspunktet.
At de fire ulike blandingene opptrer i hver sin subgruppe, indikerer at dette er en
miljgavhengig prosess. En fremstilling av serie 4 viste et lignende bilde (ikke vist her), mens

denne trenden ikke kunne observeres for serie 1.

Sekvensene til 8 MCR-komponentene fra Sanger-sekvenseringen klassifiseres, basert pa
RDP-databasesgk med en lav terskelverdi (50 %), hvorav 2 bakterielle slekter innen fylumet
Firmicutes identifiseres jf. tabell 3. 2. De gvrige komponentene oppgis som uklassifiserte
bakterier (5 stk.) eller uklassifiserte Clostridiales (1 stk.).
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Tabell 3. 2 Et RDP-databasesgk av de 8 MCR-komponentene ga totalt 2 treff pa slektsniva. Av resterende
komponenter klassifiseres 5 som uklassifiserte bakterier, og den siste som uklassifisert Clostridiales.

Fylum Klasse Orden Familie Slekt

Firmicutes  Clostridia  Clostridiales ~ Peptpstreptococcaceae Sporacetigenium

Clostridiales inc. sed Sporanaerobacter

Resultatene fra klassifisering av MRC indikerer en lav diversitet. Samtlige (2 klassifiserte og
1 uklassifisert) treff pa ordenniva tilhgrte Clostridiales (fylum Firmicutes). Det var ingen treff

for arker.

Basert pa likheter fra RDP-sgk ble MCR-komponenter fra Sanger-sekvenseringen
sammenstilt med tilsvarende OTU definert fra Illumina-sekvensene. Sammenstillingene viste

sveaert liten/ingen korrelasjon mellom sekvensene.

3.5.2 Dybdesekvensering
Fra dybdesekvenseringen oppnas i overkant 5 millioner sekvenser med en leselengde pa 150

basepar. Til sammen ble 869 unike OTUer (med en terskelverdi over 100 sekvenser) definert,

basert pa adenin-cytosin mgnsteret i sekvensene.

| en parvis sammenstilling ble distansen mellom to referansesekvenser (en for arker og en for
bakterier) og OTU-sekvensene beregnet. | Figur 3. 13 fremstilles grupperinger av OTU

sekvenser basert pa denne sammenstillingen.
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Figur 3. 13 Grupperingan av OTU sekvenser. Ulike grupper defineres i et biplott, der OTU innen rgd ring
trolig er arker, bla ring er bakterier. Det observeres ogsa en del stay (gruppering utenfor sirkler).
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Grupperingene i biplottet indikerer en stor andel bakterielle enheter, totalt 689 ulike OTUer.
OTU innenfor red sirkel tilhgrer arkeadomenet, og det detekteres i alt 19 ulike enheter for
denne gruppen. Av disse identifiseres 17 OTUer til Euryarchaeota, hvorav 14 klassifiseres (~
2,8 % av total prokaryot OTU forekomst). I tillegg observeres en del stay, trolig pa grunn av
uspesifikk amplifisering. Et RDP-databasesgk av de ulike OTU sekvensene ble utfert, med
konfidensniva pa 50 % sekvenslikhet. Forekomst av ulike OTUer ble benyttet for en
estimering av den totale diversiteten av bakterier og arker i batchreaktorene i dette forsgket.
Diversiteten fremstilles i Figur 3. 14, der forekomsten av ulike bakterier vises pa fylumniva,

mens arker presenteres pa familieniva.

Bacteria <i1% Archaea

<1%%
BTM7

15% 9% ® Fibrobacteres

B Methanobacteriaceae
® Spirochaetes
B Tenericutes
B Methanosarcinaceae
B Synergistetes
® Verrucomicrobia
& Proteobacteria ® Methanomicrobiaceae
E Actinobacteria
Chloroflexi H Methanocorpusculaceae

B Firmicutes

Bacteroidetes

Figur 3. 14. Den totale diversiteten i batchreaktorene, basert pa forekomst av ulike OTUer. Diversiteten er
beregnet ut fra sekvenstreff (med 50 % konfidensintervall) i RDP-databasen. Bakteriene er her klassifisert i
fylum (sektordiagram t.h.) mens de ulike gruppene av arker (t.v.) defineres pa familieniva. (TM7 er en bakteriell
avstamming, i ner slekt med Chloroflexi.)

Til tross for en sveert variert representasjonen av Bacteria—domenet, var de ulike OTUene
distribuert pa kun 11 fylum. Firmicutes var det mest dominerende fylumet, representert med
65 % av totalt antall bakterielle OTUer. Ogsa Bacteroidetes, Proteobacteria og Actinobacteria

hadde relativ hgy forekomst, med respektive 15 %, 9 % og 7 % av OTUene.

Som det fremgar av fremstillingene over, var den arkeale diversiteten begrenset i forhold til
bakterier. Av arker er Methanobacteriaceae mest dominerende, representert med 64 % av total
arke-OTU forekomst. Methanomicrobiaceae og Methanocorpusculaceae tilhgrer ordenen
Methanomicrobiales, sammen utgjer den nest sterste arkeale gruppen (29 %). Dette betyr at
COy/H,-utnyttende arker dominerer over acetotrofe, som bare utgjar 7 % (jf.

Methanosarcinaceac).
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En dypere Kklassifisering av arkene viser at Methanobacteriaceae i hovedsak representeres av
slekten Methanobrevibacter, jf Figur 3. 15. Methanosphaera, et annet medlem av
Methanobacteriales, var ogsa tilstede, men i mindre grad. Methanosarcina er eneste

representant for acetotrofe metanogener.

® Methanocorpusculum
m Methanoculleus

®m Methanogenium

= Methanosarcina

® Methanosphaera

= Methanobrevibacter

Figur 3. 15 OTU-forekomst av metanogener pa slektsniva. Methanobrevibacter og Methanosphaera
representerer reaktorenes dominerende familie: Methanobacteriaceae. Methanocorpusculum, Methanogenium og
Methanoculleus er slekter innen Methanomicrobiales, som sammen utgjgr den nest stgrste metanogene gruppen.
Methanosarcina, som eneste acetotrofe metanogen, er underrepresentert i batchreaktorene.

Selv om det observeres lav forekomst av ulike taksonomiske grupper for bakterier og arker
(hhv. pa fylum- og familieniva) i batchreaktorene, var antall sekvenser innen hver OTU
relativt hgy. | Figur 3. 16 fremstilles forekomsten av de 9 mest dominerende OTUene innen

bakteriedomenet.
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Figur 3. 16. Antall sekvenser innenfor de 9 mest dominante bakterie— OTUene. Fra RDP-databasesgk
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De fleste sekvensene ble identifisert til & stamme fra diverse taksonomiske grupper innen
fylumet Firmicutes, der Clostridia ble observert som den mest dominerende klassen. For
detaljer om bakterie-OTUer med over 1000 sekvenser henvises det til vedlegg A.4.

Arkene viste en lavere diversitet. Med hensyn pa antall sekvenser innen hver OTU, ble
Methanobacteriaceae observert som en sveert dominerende familie. Dette samsvarer med
diversitet pa OTU niva (jf. Figur 3. 14). | Figur 3. 17 fremstilles forekomsten av sekvenser
innen hver OTU. Her fremgar det at Methanobacteriales er den desidert mest dominante
ordenen i vare batchreaktorer. Ogsa Methanomicrobiales og Methanosarcinales er
representert. En detaljert taksonomisk oversikt over alle arke-OTUer foreligger som vedlegg,
jf. vedlegg A.4.
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Figur 3. 17. Antall sekvenser innenfor arke- OTUene. Fra RDP-databasesgk klassifiseres OTUene, her vist pa
ordneniva bak respektive OTU nummer.

Flere arkesekvenser klassifiseres ogsa som den acidofile ordenen Thermoplasmatales. Men
fordi sekvensidentiteten for de tilhgrende OTUene var lavere enn 50, utgar de fra
fremstillingen. Sveert korte sekvenser kan vere arsaken til lav identitet, og tilstedeveerelsen av

Thermoplasmatales kan likevel ikke utelukkes.

Tilstedeveerelsen av arker, samt de mest dominerende bakteriene, ble studert med hensyn pa
endring over tid. Det ble ikke observert suksesjon i noen av batchreaktorene gjennom

perioden pa 30 dager, hverken for de mest dominerende bakterie-OTUene eller arke-OTUer.
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3.6 Det relative forholdet mellom andel bakterier og arker
En relativ kvantifisering av ulike fylogenetiske grupper ble benyttet for beregning av

forholdene mellom bakterier og arker, bade med hensyn pa effekt av ulike blandingsforhold

og endring over en 30 dagers periode.

Pa bakgrunn av en regresjonsanalyse ble det bestemt det at de hgyere fylogenetiske ordenene
(PRK - og ARC- primersett) detekteres med den DNA-bindende fargen EvaGreen. Ved mer
spesifikk detektering (MMB- og Msc-primersett) ble en fluoriserende probe (TagMan) som
hybridiserer til malsekvensen benyttet. LinRegPCR ble benyttet for rekalkulering av PCR
reaksjonseffektivitet i hver prgve. Flere av pravene inneholdt lave konsentrasjoner av
primerens malsekvens, og gav derav svake signaler. Kombinert med en hgy, fluorescerende
bakgrunnsstey, var automatisk detekteringen av basislinjen ikke mulig ved flere tilfeller.
Dette gjaldt seerlig for amplifisering med hybridiserende probe, fordi fluorescenssignalene vil

akkumulere i en slik reaksjon. For de gjeldene pravene ble basislinjen derfor bestemt manuelt.

Det ble ekstrahert duplikate praver av hver batchreaktor, og genomisk DNA med tilsatt
syntetisk DNA ble amplifisert i gPCR-reaksjoner. Den interne kontrollen i hver prave ble
benyttet som referanse for beregning av forholdet mellom de metanogene gruppene. Figur 3.
18 viser forskjeller i tilstedeverelsen av Methanomicrobiales og Methanosarcinaceae i de

ulike blandingsforholdene.
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Figur 3. 18 En relativ kvantifisering viser tilstedeveerelsen av Methanomicrobiales (t.v.) og
Methanosarcinaceae (t.h.) i de fire ulike batchreaktorene. Det relative forholdet er gitt som Log, av forholdet
mellom Cy verdien til referansen og Ct verdien til amplifisert malsekvens. Verdiene for hver serie representerer
et gjennomsnitt av 3 parallelle flasker. Det observeres ulikheter med hensyn pé substrat, men det sees ingen
markant forandring over gitt tidsperiode. Seriene bestar av falgende ratio av hhv. storfegjgdsel:fiskeensilasje:
Serie 1; 40:60 %, serie 2; 60:40 %, serie 3; 80:20 % og serie 4; 100:0 %.
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Resultatene viste at serie 4 generelt inneholdt stgrst andel av bade Methanomicrobiales og
Methanosarcinaceae. Fra en sammenligning mellom de to fremstillingene, observeres den
relative mengden av Methanomicrobioales som hgyere enn Methanosarcinaceae for samtlige
reaktorer. Dette vises ogsa i Figur 3. 19, der forholdet mellom de to metanogene gruppene

fremstilles for batchreaktorserie 4 (gjennomsnitt av 3 parallelle flasker).

15

10

5
H
Rl i e el I —
< i : 1 + :
% 1 T + 1 T ——ARC
= 1 —NMB
%'10 . = l I Msc
Y [ l ) N ]
=1 [

=2 1 i 1

-20

-25

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tid (dager)

Figur 3. 19 Relativ mengde av Methanomicrobiales (MMB) og Methanosarcinaceae (Msc), samt arker
generelt (ARC) i batchreaktorserie 4. Mengden beregnes fra forholdet til en referanse, og fremstilles i Log, —

skala.

En sammenligning av kurvene viser at mengden av arker ligger lavere enn forventet, siden
ARC- primeren skal veere universal. Denne underestimeringen kan trolig begrunnes med at
probebasert gPCR er mer sensitiv enn detektering med DNA-bindende farge. Det observeres

ingen merkbar forandring gjennom perioden, hverken i Figur 3. 18 eller Figur 3. 19.

3.7 Visualisering av mikrobielle celler ved bruk av fluorescence in situ

hybridization (FISH)
To hybridiserende prober, EUB338 og ARC915 modifisert med ulike fluorescerende

molekyler, ble benyttet for identifisering av henholdsvis Bacteria og Archaea. Probene var
homologe med 16S sekvenser pa representative domener, og hybridiserer dermed bare til
(ribosomalt) aktive celler. Hensikten var a beregne det relative forholdet mellom andelen
bakterielle celler og arker, i tillegg til identifisering av celler utfra deres morfologi. Fordi
FISH ble utfart av prgver fra de samme reaktorene over gitt tidsperiode, kunne resultatene

ogsa gi et innblikk i dynamikken i mikrobiotaen over tid.

Pa grunn av mye bakgrunnsstgy ble reaktormaterialet fortynnet. Basert pa observasjonene fra

mikroskopering av en fortynningsrekke, ble en 10" fortynning benyttet. Lasningen gav
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likevel fortsatt store mengder bakgrunnsstgy av organisk materiale. Materialet avga grent
autofluorescenssignal, og skapte dermed problemer for identifisering av celluleere strukturer
blant stgy. Av det generelle helhetsbildet fra SEM-mikroskopering sees mange celler, men
bare en liten fraksjon var fluorescerende. Disse faktorene gjorde kvantifiseringen sveert
vanskelig, og det ble besluttet & konsentrere seg om identifisering av enkelceller ut fra
karakteristisk morfologi (Methanosarcina spp.), samt forsgke a se om trender forandret seg

gjennom perioden (30 dager).

Det ble observert pseudosarcina-struktuer i alle reaktorene. Forekomsten varierte, og
bakgrunnsstey gjorde detektering vanskelig. Bildene under (jf. Figur 3. 20) viser typiske
pseudosarcina-strukturer. Det er narliggende & anta at disse cellene tilhgrer
Methanosarcinaceae, til tross for at dybdesekvenseringen viste lav forekomst av denne

metanogene gruppen.

Figur 3. 20. FISH bilder over viser typiske pseudosarcina-strukturer, som er den dominerende
morfologien til metanogene arker innen familien Methanosarcinaceae. Sarcina-aggregater ble i varierende
grad observert i alle fire batchreaktorblandingene, og forekom som enkeltaggregater (jf bildet t.v. av reaktor 4.1,
uke 1.) eller i starre samlinger (jf. bildet t.h. fra reaktor 2, uke 3). Starrelsesanvisning er gitt pa bildet.

Det ble det observert staver med grgnn fluorescens med sveert naerliggende bakterielle celler.
Figur 3. 21 viser et slikt tilfelle, der fire bakterielle kokker ligger sveert naer en stavcelle med

ARC915-hybridisering. Lignende assosiasjoner ble ogsa observert i andre reaktorer.
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Figur 3. 21. Arke med narliggende bakterielle
celler. Ved flere tilfeller ble bakterielle celler
observert i naer relasjon til arker. Dette bildet er tatt
fra reaktor 2 (uke 1), og viser en slik forbindelse
(rad sirkel). Flere metanogene og syntofiske
bakterier er avhengige av hverandres metabolisme,
og vil derfor forkomme i ner assosiasjon til
hverandre. Den Kkorte fysiske avstanden mellom
cellene kan ogsa komme av tilfeldigheter, og sikre
konklusjoner om observert syntrofi kan ikke
trekkes.

Ogsa andre cellulzre strukturer ble observert, deriblant staver av ulik starrelse og
probehybridisering, kokker og dipolokokker, samt et fatall spiralformede komponenter. FISH-
bildet under (Figur 3. 22, t.h.) viser en starre samling av kokkoide celler med ARC915
fluorescenssignal. Spirosheta-strukturer, jf. Figur 3. 22 (t.v.) ble ogsa observert ved noen

tilfeller.

Figur 3. 22 FISH-analyse. Bildet til venstre viser en samling kokkoide arker fra reaktor 4, uke 3. Bildet til
hgyre illusterere observerte spiroshetastukturer, her markert med rad pil. Sistnevnte er fra reaktor 1, uke 3. Det
ble ogsa observert spirosheta med grant fluorescenssignal. Starrelsesanvisning er gitt pa bildene.

| reaktor 1.1 (40 % storfegjadsel: 60 % fiskeensilasje, av 100 % substrat) storfegjgdsel og sees
generelt fa organismer, og de fleste cellene hybridiserer i tillegg darlig. Av celler som
observeres, er de fleste bakterielle kokker og diplokokker, i tillegg til noen fa spiraler, (Figur
3. 22), som ser ut til & hybridisere begge probene. Methanosarcina er naermest fravaerende i
preparatet fra den farste uken, mens det observeres flere pseudosarcina-aggregater i den fjerde

(og dermed siste) uken. De fleste av disse hybridiserer derimot ikke, eller sveert darlig.
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| preparater fra reaktor 2.1 (60 % storfegjedsel: 40 % fiskeensilasje, av 100 % substrat) ble
celler med bacillus-morfologisk struktur (ca. 5 um lange) observert, hvorav noen fa som
diplobacilli. De fleste av disse avgir grann fluorescens, som indikerer arkeale celler.
Tilstedeveerelsen av celler med stavstruktur foreligger i hele perioden, men observasjoner
viser en trend til gkt antall i forsgkets andre uke. | tillegg til gkt antall staver, ser det ut til at
flere av stavcellene i uke 2 sporulerer (jf sporulerende staver fra reaktor 3, Figur 3. 23). Denne
strukturtypen viste darlig hybridisering. | uken etter (uke 3) er faerre av stavene assosiert med
en sporelignende kule, samtidig som flere lgse kuler observeres. Bakterielle diplokokker gar
ogsa igjen gjennom hele perioden i reaktor 2. Det observeres fa Methanosarcina-aggregater i
denne reaktoren, men fordi strukturene var vanskelige a separere fra bakgrunnsstgy kan

tilstedeveerelsen veere underestimert.

Allerede den farste uken viste reaktor 3 (80 % storfegjadsel: 20 % fiskeensilasje, av 100 %
substrat) strukturer som minner om sporulering. | motsetning til reaktor 2, det alle hybridiserte
til EUB338 probe, hybridiserer en andel av disse stavene til ARC915 proben (Figur 3. 23).

Den samme trenden ble ogsa observert i preparater fra uke 2 og 3.

Figur 3. 23. FISH bilder fra reaktor 3.1, uke 1. Bildene viser sporulerende staver. | bildet til venstre
hybridiserer ARC- proben til begge celle, som dermed fluorescerer grgnt. Dette er det dominerende mgnsteret i
alle preparatene med sporulerende celler. Pa bildet til hayre, fluorescerer to like, sporulerende staver til hver sin
probe. Dette ble observert ved et par tilfeller.

Det observeres relativt mange arker med stavstruktur (3-4 pm). Bade arker og bakterier med
kokkoid morfologi forekommer hyppig, og tilstedeveerelsen av bakterielle diplokokker er
gjennomgaende for hele perioden (hybridiserte bakterielle diplokokker, samt celler med
pseudosarcina-struktur vises i Figur 3. 24)
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Figur 3. 24. FISH-analyse av preparat fra reaktor 3.1, uke 1. Dette bildet viser bade pseudosarcina celler
(med rgd ring) og bakterielle diplokokker (red pil).

Reaktor 4 (100 % storfegjadsel) viser en stor andel hybridiserte Methanosarcina fra den farste
uken. Det ser ogsa ut til at preparatet inneholdt flere stavbakterier og bakterielle kokker, ofte

diplokokker, enn de andre reaktorene.

Preparatene fra de andre ukene er generelt darlige, eller inneholder mye stgy. Methanosarcina
observeres fortsatt, men en mindre andel hybridiserer. Det samme gjelder de bakterielle
stavene og kokkene. Det er vanskelig & si om grunnen til den lave hybridiseringseffektiviteten

kommer av tekniske feil ved hybridiseringen, eller fordi aktivitetsnivaet til cellene har avtatt.
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4. Diskusjon

En grundig forstaelse av den anaerobe nedbrytningsprosessen av organisk materiale til
biogass er viktig for & oppna et maksimalt utbytte av metanpotensialet til ulike
avfallsmaterialer. Tidligere arbeid har i hovedsak basert seg pa identifisering av metanogene
arker i biogassanlegg med storfegjedsel iblandet co-substrater som matavfall, mais og
kornavlinger (Leclerc et al. 2004; Nettmann et al. 2008; Nettmann et al. 2010; Souidi et al.
2007). Det er derimot utfart lite forskning pa fiskeensilasje som substrat. Det finnes ogsa lite
publisert arbeid rundt utviklingen av det mikrobiologiske samfunnet i biogassreaktorer over
tid, og sammenhengen mellom mikrobiell tilstedeverelse og gassproduksjon over en 30-

dagers periode ble derfor forsgkt avdekket.

Dataene presentert i denne oppgaven gir en karakterisering av det mikrobielle samfunnet med
hensyn pa substrat og temporal utvikling, samt gassproduksjon i batchreaktorer med
varierende ratio mellom mengde ensilert fiskeavfall og storfegjedsel. Det ble blant annet
funnet at batchreaktorer med hgyt innhold av fiskeensilasje produserte lite gass, og mulige
arsaker til dette er diskutert i det kommende avsnittet. Oppnadde resultater fra
karakteriseringen av det mikrobiologiske samfunnet er ogsa diskutert, i tillegg til tolkningen
av observasjonene fra FISH. Det ble ogsa observert en konvergent utvikling av mikrobiotaen
med hensyn pa substratblanding, og forslag til mulige forklaringer pa denne strukturendringen
er derfor ogsa diskutert. Til slutt er noen av metodene og det utferte arbeidet kort evaluert, for

a gi en pekepinn pa hva som fungerte og hva som bgr endres ved videre arbeid.

4.1 Gassproduksjon og andel metan varierte med hensyn pa ulike
blandingsforhold av storfegjadsel og fiskeensilasje
Storfegjadsel og fiskeensilasje har sveert ulik biotilgjengelighet, bl.a. pa grunn av innhold av

fett, proteiner og karbohydrater. Mens mye forskning basert pa metanpotensialet til ulike
typer storfegjedsel er publisert (Amon et al. 2007; Angelidaki & Ahring 2000; Hartmann &
Ahring 2005; Lehtomaki et al. 2007; Mgller et al. 2004b; Nielsen et al. 2004), er litteratur pa
metanproduksjon fra fiskeavfall utilstrekkelig. Pa grunn av stort fettinnhold, har fiskeavfall i
teorien et stgrre biokjemisk metanpotensiale enn storfegjgdsel. Studier har derimot
demonstrert et lavt metanutbytte ved anaerob nedbrytning av fiskeavfall, fordi en ubalanse i
systemet farer til akkumulering av flyktige fettsyrer (VFA) og lange fettsyrekjeder (LCFA), i

tillegg til store mengder ammoniakk.
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En tidligere analyse (utfart av Eurofins i 2010 pa oppdrag av Jon Fredrik Hanssen) av
substratene benyttet i dette forsgket viste at fiskeensilasje inneholdt 19 % rafett og 14,1 %
protein (N x 6,25). Storfegjgdsel inneholdt betydelig mindre mengder; 0,6 % rafett og 0,3 %
protein. (Hele analyserapporten foreligger som Vedlegg E). Til tross for mye energirikt fett,
produserte batchreaktorene med stor andel fiskeensilasje (over 40 %) svert lav eller ingen
biogass, og metanutbyttet avtok med gkende innhold av organisk tegrrstoff. De store mengdene
av fett og proteiner i fiskeavfallet kan ha resultert i en akkumulering av hhv. organiske syrer
og ammoniakk fra fermenteringsprosessen. Den mest sannsynlige arsaken er likevel at det
sure miljget (gitt til pH 4,5), som et resultat av ensileringen, var ugunstig for det mikrobielle
samfunnet i bioreaktorene. I batchflaskene som lutes for a gke pH, ble det derimot produsert
gass. Dette er en observasjon som kan vere riktig a studere videre, med hensyn pa

gkonomiske utgifter i forhold til utbytte av fiskeensilasje som substrat i biogassanlegg.

Heller ikke reaktorer med 60 % storfegjadsel og 40 % fiskeensilasje produserte metangass i
lgpet at forsgksperioden. Denne substratblandingen hadde derimot en relativt hgy produksjon
av karbondioksid per kg organisk tarrstoff, noe som gir en indikasjon pa mikrobiologisk
aktivitet. CO; er et av hovedproduktene fra acetogenesen, og dannes gjennom anaerob
oksidasjon utfgrt av blant annet en rekke Clostridium-arter og medlemmer av slekten
Syntrobacter. At karakteriseringen av den bakterielle delen av reaktorsamfunnet viste stor
tilstedevarelse av Clostridia-medlemmer, kan veere en forklarende arsak til hgy spesifikk

CO,-produksjon.

Batchreaktorene i serie 3 var (med unntak av enkeltflasker) de mest aktive gassprodusentene,
men med lav andel metangass. Variasjoner innad i de parallelle batchreaktorene oppstod av
ukjent grunn. Prgveopparbeidelsen var grundig, og ble foretatt etter samme prosedyre som de
andre reaktorene, som viser relativt god korrelasjon mellom parallellene. Sprikende resultater
kan alternativt ha oppstatt ved at tilfeldigheter har favorisert veksten av ulike typer
metanogener, som dermed pavirket mengde gass produsert. Det samme resultatet ble
observert ved en reprodusert inkubering av det samme blandingsforholdet.

Det hgyeste biogassutbyttet ble oppnadd i reaktorer uten tilsatt fiskeensilasje; batchreaktorer i
serie 4 produserte i overkant av 140 liter metan per kg. organisk tarrstoff i perioden pa 101
dager. Dette var ogsa den substratblandingen med hgyest pH (pH 8), nar optimum for
methanogene mikroorganismer. Dette viser at en forbehandling av fiskeavfallet trolig er

ngdvendig far det kan benyttes i biogassanlegg.
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For serie 2 og serie 3 observeres en gkning i spesifikk gassproduksjon for flasker som ble
apnet annenhver dag, sammenlignet med uapnede. Bade spesifikk metanproduksjon og
karbondioksidproduksjon var derimot lavere i apnede reaktorer. Denne skjevheten har trolig
oppstatt ved tilfarsel av sma mengder oksygen, knyttet til apningen av serumsflaskene.
Optimalt ville uttakene blitt foretatt uten oksygen tilgjengelig; under kontrollerte anaerobe
forhold, eller uten direkte dpning av serumsflaskene. Pa grunn av store mengder partikulaert
materiale i storfegjedsel, var ikke uttak uten &pning av membranen mulig. Apning av flaskene
i et anaerobt kammer med kontrollert sammensetning av gasser ville hindret en
oksygentilfarsel til flaskene, men tilgjengeligheten til en anaerob hanskeboks gjorde dette
alternativet vanskelig a gjennomfare. Luft i flaskene ble derimot evakuert med nitrogengass
umiddelbart etter apning for & skape en anaerob atmosfaere (fraver at oksygen ble bekreftet
ved gasskromatografi). Nitrogen i seg selv er ikke en reaktiv gass, og har ingen kjent
pavirkning pa mikroorganismenes metabolske aktivitet. Det ser likevel ut til at evakuering

med nitrogengass etter apning ikke var tilstrekkelig for & oppna et stabilt anaerobt miljg.

4.2 Biomassens innhold av flyktige fettsyrer kunne ikke bestemmes
Tilstedevarelsen av flyktige fettsyrer kan ofte gi en god indikasjon pa systemets stabilitet
(Ahring et al. 1995), og flere forsgk har vist at en akkumulering av bestemte fettsyrer oppstar
ved ammoniumhemming (Ahring et al. 1995; Hill & Holmberg 1988; Nakakubo et al. 2008).
Dette vil serlig veere nyttig ved bruk av proteinrike substrater, som for eksempel fiskeavfall
(14 % protein). En overbelastning av systemet oppstod for prever fra reaktorer med
fiskeensilasje, og en optimalisering av HPLC-metoden for fiskeavfall som substrat vil derfor

veere ngdvendig for videre arbeid.

4.3 Noen fa, men sveert dominerende mikrobiologiske grupper
Som nevnt i innledningen, har sammenligninger av mesofile og termofile reaktorer vist et

generelt stgrre mikrobielt mangfold ved temperatur rundt 35 °C. Resultater fra tidligere forsgk
har demonstrert at den bakterielle diversiteten i denne type gkosystem er vid, til tross for at de
fleste sekvensene tilhgrer noen fa, sveert dominerende grupper (Godon et al. 1997).
Diversiteten blant arker er derimot rapportert som lavere (Godon et al. 1997; Sekiguchi et al.
1998), og ofte utelukkende bestaende av arter tilhgrende fylumet Euryachaeota (Leclerc et al.
2004; Sekiguchi et al. 1998). At diversiteten blant bakterier er funnet stagrre enn for
metanogene, kan trolig forklares med at den bakterielle massen i en anaerob nedbrytning
benytter seg av mange ulike substrater, mens de metanogene arkene har spesialisert seg mot

utnyttelsen av noen fa forbindelser. Leclerc et al. (2004) demonstrerte ogsa tendenser til at
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fordelingen av arkeale arter var avhengig av reaktorprosessen som ble benyttet i anleggene.
En lav diversitet blant arker ble ogsa observert i denne studien, der kun 14 ulike OTUer ble
identifisert til ulike klasser innen Euryarchaeota.

Som nevn innledningsvis, er den acetotrofe metanogenesen tradisjonelt ansett som den
viktigste synteseveien for metanproduksjon. Nyere studier strider derimot med denne
pastanden, og CO,/H, — utnyttende metanogener er ved flere tilfeller funnet som dominerende
I bioreaktorer. Blant annet har Nettmann et al. (2008) konkluderte med at hele 70 % av de
arkeale sekvensene isolert fra reaktorer bestaende av storfegjadsel og maisensilasje, tilharte
den hydrogenotrofe ordenen Methanomicrobiales. Ogsa andre taksonomiske grupperinger av
mikrobielle samfunn i bioraktorer har indikert at Methanomicrobiales var dominerende, mens
acetotrofe metanogener tilsynelatende spilte en mindre viktig rolle (Jaenicke et al. 2011;
Krause et al. 2008; Krober et al. 2009). At ulike anaerobe gkosystem favoriserer vekst og
etablering av spesifikke hydrogenotrofe eller acteotrofe organismer kan vere en forklarende
faktor til sprikende forskningsresultater. Med tilstedeveerelsen av syntrofiske acetat-
oksiderende bakterier (som for eksempel ulike Clostridium — arter) vil acetat alternativt bli
utnyttet som hydrogenkilde for dannelsen av CO,, som videre konverters til metan av

hydrogenotrofe metanogener (Schnirer et al. 1996; Schniirer et al. 1999).

Ogsa resultatene fra dette forsgket indikerte at hydrogenotrofe organismer stod for det meste
av metanproduksjonen. Men i motsetning til funnene fra studier som Krause et al. (2008) og
Krdber et al. (2009), var Methanobacteriales den absolutt mest dominerende metanogene
organismen, og representerte 64 % av total arkeal OTU forekomst. Den acetotrofe
metanogenesen sa derimot ut til & spille en mindre viktig rolle i batchreaktorene presentert i
denne studien, da bare en liten andel Methanosarcinales ble detektert (7 %).
Underrepresentasjonen av Methanosarcinaceae kan muligens forklares med deres intoleranse
mot hgye konsentrasjoner avammonium, som kan ha akkumulert i reaktorene med mye
proteinrikt fiskeavfall. Av Methanobacteriales-medlemmer viste Methanobrevibacter seg a
vaere mest tilstedevarende, representert med 56 % av totalt antall arke OTUer. Arter innen
denne ordenen sees som Kkorte staver, eller coccibacillus-strukturer, og bruker H; eller formiat
for reduksjon av CO; til CH, (Boone et al. 1993). Methanobrevibacter er vanligvis funnet i
fordgyelsessystemet til pattedyr, og har tidligere blitt identifisert som en dominerende art i
magen til bl.a. sau (Liu et al. 2012; Wright et al. 2004). Mens bade Krause et al. (2008) og
Krober et al. (2009) konkluderte med at Methanoculleus trolig spilte en viktig rolle i
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metankonverteringen i deres forsgk, representerte Methanomicrobiales bare 22 % av totalt

antall arke-OTUer, og Methanoculleus var underrepresentert i pravene i dette forsgket.

Arsaken til at ulike studier rapporter om svart ulike sammensetninger av metanogene
grupper, kan forklares med at den anaerobe nedbrytningen er en miljastyrt prosess, der ulike
organismer etableres med hensyn pa substrat. Det er verdt a nevne at andre type substrater ble
benyttet i de tidligere nevnte publikasjonene fra studiene til Nettmann, Krause og Kréber, noe
som kan ha pavirket den mikrobielle sammensetningen. Et annet alternativ er at metodene
som benyttes for isolering og amplifisering av DNA, favoriserer eller underestimerer ulike
mikroorganismer. | dette forsgket ble en direkte, mekanisk lysis av cellene utfart. En slik
knusing av materialet vil ofte frigjgre hemmende substanser (VV Wintzingerode et al. 1997), og
enzymatisk lysis blir derfor typisk foretrukket. Dette gjelder blant annet for de omtalte
forsgkene der Methanobacteriales var underrepresentert. En studie fra 2010 (Bergmann et al.)
bekrefter at tilneermingen til DNA isolering av metanogene arker har mye a si for utfallet.
Med mekanisk lysis som eneste behandling var Methanobacteriales den absolutt dominerende
metanogene orden (81-90 %). Dersom celleknusingen derimot ble basert pa enzymatisk lysis
(lysozyme/SDS-basert lysis), ble det motsatte magnsteret observert, med liten andel
Methanobacteriales (14 — 18 %) og klar overrepresentasjon av Methanomicrobiales.
Celleveggen hos medlemmer av Methanobacteriales inneholder pseudomurein (Kandler &
Ko6nig 1998), som er resistente mot de fleste lysozymer (Nakamura et al. 2006). For & knuse
Methanobacteriales-celler er rgff, mekanisk behandling derfor ofte den beste lgsningen
(Bergmann et al. 2010a; Weiss et al. 2007). Det er nzrliggende a anta at dette er en mulig
arsak til at Methanobacteriales ble observert som den dominante gruppen av arker i dette
forsgket, mens Methanomicrobiales ofte refereres til som dominerende i forsgk der lysozymer

er benyttet for cellelysis.

En analyse av et metagenom-datasett (basert pa pyrosekvensering av bioreaktorpraver) fra
2011 (Jaenicke et al.), indikerte at Firmicutes var det radende bakteriefylumet, i tillegg til en
stor andel Bacteroidetes. Flere lignende publikasjoner har konkludert med tilsvarende
resultater (Kampmann et al. 2012; Krause et al. 2008; Krober et al. 2009). Ogsa funnene fra
dybdesekvenseringen i dette forsgket viste til samme trend i den bakterielle andelen av
reaktorens mikrobiota. Totalt ble 689 ulike «molekylare arter» funnet innen Bacteria-
domenet, og av disse tilhgrte 65 % av OTUene bakteriefylumet Firmucutes. Bacteroidetes var
den nest mest frekventerte gruppen (15 %), i tillegg til at Proteobacteria og Actinobacteria
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ogsa sa ut til & spille relativt viktige roller, med henholdsvis 9 % og 5 % av total mengde
bakteriell OTU-forekomst.

Til tross for at dybdesekvenseringen resulterte i mange sekvenser, tilhgrte de fleste av disse
noen fa men svaert dominerende taksonomiske grupper. De fleste sekvensene tilhgrende
Firmicutes ble klassifisert som Clostridiales, som representerte hele 75 % av alle sekvensene
innenfor de 9 mest dominante bakterielle OTUene. Tidligere er det ogsa utfart karakterisering
basert pa funksjon, der resultatene indikerte at Clostridia var involvert som en viktig
ngkkelspiller i hydrolyse av poly- og oligosaccarider (Krause et al. 2008) og i acetogenesen
(Jaenicke et al. 2011). Selv om den taksonomiske Klassifiseringen i denne oppgaven ikke
forteller noe om mikrobens funksjon, er det tenkelig at en stor andel av Clostridia, som den
dominerende ordenen i dette forsgket, ogsa bidrar i konverteringen av fermenteringsprodukter
til acetat, H, og CO,. Som tidligere nevnt, er ulike arter av Clostridium ogsa kjent som
syntrofiske acetat-oksiderende bakterier, og den hgye tilstedevaerelsen av Clostridia (disse
kunne ikke bestemmes lavere enn orden) kan muligens forklare fravaeret av acetogene

metanprodusenter.

4.4 Grupperingsmegnsteret indikerer konvergent utvikling
Som nevnt tidligere er det fa publiserte forsgk som baserer seg pa utviklingen av det

mikrobielle samfunnet over tid. Ved a velge hyppige prevetakninger hapet vi & kunne
avdekke etableringen og utviklingen av bakterie- og arkesamfunnet i batchreaktorene, med
hensyn pa tid og substrat. Grupperingene fra PCA-analysen viste at det var sterke likheter
mellom praver fra samme batchreaktor. At de ulike subgruppene hadde opphav i ulike
blandingsforhold av substratene, gjenspeiler at prosessen er avhengig av bioreaktorens miljg.
Avvikene fra subgruppene viste seg i hovedsak a stamme fra pregvetakninger tidlig i perioden.
Dette indikerer at den mikrobiologiske diversiteten er hgyere i starten, men etter en kort stund
snevres diversiteten inn til noen fa, sveert like organismer. Denne konvergente utviklingen kan
ha oppstatt som et resultat av at bestemte naeringsstoffer ble brukt opp. Det er viktig a ha i
minnet at reaktorene i dette forsgket var laboratorieskala bacthreaktorer, uten tilfgrsel av nytt
materiale underveis i forsgksperioden. | en kontinuerlig, eller semikontinuerlig reaktor, vil
mgnsteret fra PCA analysen trolig veere annerledes, siden nye naringsstoffer stadig tilfares

mikrobesamfunnet.

Dybdesekvenseringen avdekket derimot ingen forandringer av diversitet og mikrobiell
sammensetning over tid. En reell arsak til dette kan vaere en for kort tidsperiode med hensyn
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pa den lave vekstraten til metanogene arker (Boone & Xun 1987). En sammenligning av
antall sekvenser per OTU for de ulike reaktorblandingene avslgrte heller ingen forskjeller
mellom mikrobiologisk tilstedeverelse basert pa forholdet mellom storfegjedsel og
fiskeensilasje. Det ser dermed ut til at det mikrobielle samfunnet har tilsynelatende liten
betydning for gassproduksjon. Dette er overraskende, med hensyn pa variasjonen i
gassproduksjon for de ulike substratblandingene. Ved videre arbeid bgr PCA-analyser av
datasettet fra dybdesekvenseringen trolig utfares, for & undersgke om dette fanger opp

eventuelle forskjeller i sammensetning med hensyn pa tid og substrat.

4.5 FISH viste morfologi og tilstedeveerelse av aktive celler i reaktorene
Fluorescence in situ hybridization (FISH) er ved flere tilfeller benyttet for bestemmelse av

ratioen mellom bakterier og arker i bioreaktorer. | en FISH-basert studie utfgrt av Kolukirik et
al. (2007) ble den relative tilstedeverelsen av arker anslatt & vaere mellom 15 og 17 % av
totalt mengde prokaryote celler. Et annet forsgk (utfert med samme prober som i denne
oppgaven) viste en ratio pa 2:1 av hhv. bakterier og arker (Tay et al. 2001). Benyttelse av
andre metoder har ogsa vist lignende resultater, med et forhold pa (hhv. bakterier:arker) 83:17
(Nettmann et al. 2008) og 81:19 (Sekiguchi et al. 1998). Men som nevnt i innledningen, har
ulike studier demonstrert at ratioen mellom andel bakterier og arker i bioreaktorer er sveert

varierende, og pavirkes trolig av blant annet tilgang til lett nedbrytbare naringsstoffer.

Som forklart i forbindelse med resultene, farte store mengder autofluorescerende materiale til
at kvantifisering av bakterier og arker var umulig & gjennomfare. Dette problemet er ogsa
rapportert i tidligere forsgk utevd pa materiale fra biogassreaktorer (Karakashev et al. 2005).
Celler ble derimot visualisert, lokalisert og sa langt som mulig kategorisert pa bakgrunn av
morfologisk struktur. Sistnevnte faktor gjaldt serlig for medlemmer av Methanosarcinaceae
(M. sarcina osv.), da den dominerende strukturen til medlemmene av denne gruppen

forkommer som lett gjenkjennelige pseudosarcina eller irreguleere kokker.

Substratet med storfegjgdsel (uten fiskeensilasje) inneholdt flest Methanosarcina, identifisert
ut fra morfologi. Dette stemmer overens med resultatet fra et forsgk basert pa spesifikke
prober (pa familieniva) utfart av Karakashev et. al (2005), der Methanosarcinaceae dominerte
i reaktorer med storfegjadsel. Celler med stavform som responderte pa ARC915 (rikelig
tilstede i reaktor 2 og 3), kan ha vaert Methanobacteriales eller Methanosaetaceae.
Methanosaetaceae er derimot rapportert som ammoniumsensitiv (Karakashev et al. 2005), og
vil trolig ikke vokse i reaktorene med fiskeensilasje. At cellene derimot tilhgrte medlemmer
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av Methanobacteriales (utenom Methanobrevibacter), stemmer bedre overens med resultatene
fra sekvenseringen. Det vil ved senere arbeid kunne veere interessant & separere de
metanogene gruppene Yytterligere ved bruk av prober pa ordnsniva, for blant annet a avdekke
identiteten til de stavlignede arkene. Fordi det autofluorescerende materialet avga signal i
samme fargespekter som hybridisert ARC915-probe, ble andelen arker mest sannsynlig

underestimert ved identifisering av enkeltceller.

| reaktor 2 og 3 ble strukturer som lignet sporulerende staver observert. Det er neerliggende a
anta at dette var organismer tilhgrende en sporulerende Clostridium-art, siden disse ofte deltar
i flere av stegene i anaerob nedbrytning av biomasse. Dette er ogsa i samsvar med resultatene
fra sekvenseringen, som indikerte at Clostridia var rikelig tilstede i reaktorene. De
strukturlignende sporulerende stavene avga bade grenn og rgdfluorescens, og en lav celluleer
aktivitet under sporulering kan vere en mulig arsak til den tvetydige hybridiseringen. At de
avga grenn fluorescens kan eventuelt komme av uspesifikk probebinding, eller begrunnes
med autofluorescens, siden organisk materiale i de samme prgvene ogsa avga grent signal.
Det ble ogsa lokalisert tilsynelatende neere relasjoner mellom arke- og bakterielle celler. Om
dette dreier seq tilfeldigheter i plassering eller faktiske synergistiske forhold, kan ikke

bestemmes utfra bildene.

Flere ulike protokoller for gjennomfaring av FISH ble prgvd ut pa reaktormaterialet, men med
generell lav hybridiseringseffektivitet. Metoden som ble benyttet er optimalisert for
Aeromonas (Bomo et al. 2004), og det er derfor ikke gitt at den fungerer optimalt pa arker.
Dette kan veere arsaken til den lave fraksjonen av hybridiserte celler i flere av preparatene fra
samtlige reaktorer. En optimalisering av hybridiseringen er trolig ngdvendig for a fa
tilstrekkelig utbytte av FISH. Lysozymer kan eventuelt benyttes for permeabilisering av
celleveggen til gram positive mikrober. RNA-prober er rettet mot ribosomalt RNA, som
finnes i hgyt antall i aktive celler. Hybridisering reflekterer derfor enkeltcellers fysiske
tilstand, og uaktive celler kan ogsa forklare den darlige hybridisering.

4.6 Forholdet mellom tilstedeveerelsen av Methanomicrobioales og
Methanosarcinaceae detekteres ved pPCR.
En relativ kvantifisering pa orden- og familieniva av hhv. Methanomicrobiales og

Methanosarinaceae, viste at Methanomicrobiales var den mest dominerende gruppen av disse
to. Dette samsvarer med tidligere forsgk, utfart pa ulike biomassesubstrater. Nettmann et. al.
(2008) utfarte et lignende forsgksoppsett basert pA gPCR med biomasse av storfegjedsel og

maisensilasje, og konkluderte med en tilstedeveerelse av Methanomicrobiales pa 85 % av total
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bestanddel av arker. Bare 12 % Metanosarcinaceae (utelukkende Methanosaetaceae) og 3 %
Methanobacteriales ble detektert i samme forsgk. 84 %, 14 % og 2 % av hhv.
Methanomicrobioales, Methanosarcinales og Methanobacteriales ble detektert i biogassanlegg
med en blanding av grisegjedsel, maisensilasje og korn (Bergmann et al. 2010b). Forsgk
utfart pa termofile reaktorer har derimot vist en dominerende tilstedeverelse av
Methanobacteriales (Bauer et al. 2008). Disse resultatene underbygger teorien om at den
hydrogenotrofe metanogenesen er den dominerende metabolismen til arker i biogassreaktorer.

Beregningen av forholdet mellom de spesifikke metanogene arkene og den totale
arkepopulasjonen i denne studien, indikerte at nesten 100 % av totale arker tilhgrte
Methanomicrobiales. Dette samsvarer ikke med sekvenseringsresultatene, der
Methanomicrobiaceae stod for 22 % av den totale diversiteten innen domenet arker. En mulig
forklaring kan veere at den universelle primeren for arker (ARC915) ble benyttet i
kombinasjon med DNA-bindende farge, mens Methanomicrobiales ble detektert med ved et
probebasert fluorescenssignal. | qPCR reaksjonene ble den interne kontrollen benyttet til
detektering av variasjoner mellom reaksjonene, i tillegg til referanse for relativ kvantifisering
av de metanogene gruppene. En standardkurve ville i tillegg gjort det mulig & beregne DNA
konsentrasjon basert pa antall kopier, slik at mer korrekte forhold mellom de ulike mikrobielle

gruppene kan estimere. Denne bgr derfor inkluderes ved en senere anledning.

En amplifisering av 16S rRNA gensekvens fra reaktorprgvene med to universelle primere ble
ogsa utfert, for & avdekke andel av arker (universelt primersett for arker) i det prokatyote
(universelt primersett for prokaryote) samfunnet. Begge primersettene ble pa forhand validert
med en renkultur av Heloferax denitrificans, for & bekrefte deres sensitivitet mot 16S rRNA
gen i arkealt DNA. Disse skulle i utgangspunktet vise den relative andelen av arker i
bioreaktorene. Ci-verdiene fra pragver amplifisert med PRK-primersettet viste derimot en
lavere mengde DNA enn mengde arkea-DNA. Der er derfor grunn til & tro at mengden arker
er underrepresentert i amplikon fra amplifisering med PRK341F/PRK806R. Ved videre arbeid
bar det prokaryote primersettet erstattes med primere designet for bakterier (f.eks. BAC388F/
BACB805R (Yu et al. 2005)), for en estimering av forholdet mellom bakterier og arker. Det vil
ogsa vaere hensiktsmessig a se pa forekomsten av andre metanogene grupper. Av serlig
interesse er Methanobacteriales (f. eks. primersettet MBT857F/ MBT929F (TagMan) /
MBT1196R (Yu et al. 2005)), da resultatene fra dybdesekvenseringen viste at denne orden

opptrer som den dominerende gruppen i forsgkets bioreaktorer.
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4.7 Evaluering av metoder og eget arbeid:

4.7.2 Dybdesekvenseringen viser et tilfredsstillende estimat av diversiteten

[llumina high-throughput sekvensering gir en dypere analysering av mikrobiotaen enn andre
metagenomanalyser. | forhold til 454-pyrosekvensering, som er benyttet ved flere tilfeller,
genereres langt flere (men kortere) sekvenser pa Illumina-plattform. I arbeidet med denne
oppgaven mottok vi 5 mill. sekvenser med en sekvenslengde pa 150 basepar. Til
sammenligning fikk Schldter et al. (2008) i overkant av 600 000 sekvenser, med en
gjennomsnittelig lengde pa 230 basepar. Det er ikke funnet rapporteringer om tidligere forsgk
der lllumina-sekvensering er benyttet for karakterisering av arker og bakterier i en samlet

anaerob nedbrytningsprosess.

For klassifisering av sekvensene til taksonomiske enheter (pa fylumniva og lavere) ble RDP-
Classifier benyttet. Pa grunn av sekvensens korte leseramme (~ 150 bp), ble et konfidensniva
pa 50 % sekvenslikhet benyttet, etter anbefaling i RDP-databasen. Flere av sekvensene gav
treff med lav sekvensidentitet, trolig fordi mange arter fremdeles er ukjente og dermed ikke
finnes i databasen. Dette viser at mer forskning er ngdvendig for & kunne kartlegge den

mikrobielle sammensetningen i en anaerob nedbrytningsprosess.

Pa grunn av tidsbegrensninger ble ingen optimalisering for Illumina-sekvenseringen utfart.
Totalt sett gav analysene av datasettet likevel en god indikasjon pa sammensetningen av det
mikrobiologiske samfunnet i vare batchreaktorer, og de viktigeste metanogene
hovedgruppene (Methanobacteriales, Methanomicrobiales og Methanosarcinales) ble
representert. At biodiversiten ikke viste store, uforklarlige avvik fra andre forsgk, tyder pa at
metoden gav et representativt bilde pa den faktiske mikrobielle sasmmensetningen i
reaktorene. For senere benyttelse av denne prosedyren bgr likevel noen justeringer foretas.
Fra totalresultatet ser man blant annet at noen av de konstruerte indeksene («primer tag» pa
PRKi F) pa illuminaprimerene var darligere enn andre, noe som gjorde basesekvensen

vanskelig & lese. Vedrgrende indekser begr derfor ekskluderes fra kommende forsgk.

En stgrre andel av OTUene viste seg a veere staysekvenser. Ved sgk i RDP- databasen
klassifiseres flere av disse gensekvensene til Bacteriophager, noe som tyder pa at PRK
primerettet gir uspesifikk amplifisering. Etter en utskilling av «ekte» sekvenser fra «stgy»
sekvenser, ble antall OTU redusert til 689 for bakterier, og 19 arker. Selv om antall OTU var
betraktelig mindre enn farsteinntrykk skulle tilsi, var det mange sekvenser innad i hver gruppe

for de mest dominerende OTUene. Totalt sett tilhgrte kun 2,8 % av OTUene arkedomenet.
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Dette er trolig en underestimering av andelen arker - en teori som resultatene fra den relative
kvantifiseringen underbygger. Fra den gPCR-baserte kvantifiseringen ble en hgyere C+ verdi
(og dermed lavere startkonsentrasjon) observert for genamplifisering med
PRK341F/PRK806R, enn for ARC-primersettet. Dette gir en sterk indikasjon pa at PRK-

primersettet ikke var optimal for arkepopulasjonen i vare reaktorer.
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5. Konklusjon og videre arbeid

| dag er det hovedsakelig fossile brennstoff som forsyner vart globale samfunn med energi.
Men denne kilden er ikke utammelig, ei heller miljgvennlig, og det er ngdvendig med
alternative metoder & generere energi pa for 8 mate det gkende energibehovet verden star
ovenfor. Det oppleves derfor en gkende interesse rundt konverteringen av organisk materiale
til biogass, bade som kilde til fornybar, miljgvennlig energi, og som avfallsbehandling. For en
gkonomisk forsvarlig biogassproduksjon, er det viktig at den anaerobe nedbrytningen er
effektiv. Selv om mye forskning rundt biogassproduksjon med hensyn pa substrater og den
metanogene energimetabolismen er utfart tidligere, vil en ytterligere forstaelse rundt hele det
mikrobiologiske samfunnet veere viktig for en optimal biogassproduksjon. Storfegjadsel og
kommunalt avfall er tradisjonelt benyttet som biomassesubstrat, men etter hvert har ogsa en
rekke andre avfallsmaterialer blitt prevd ut. Her til lands blir det produsert store mengder
fiskeavfall fra fiskerinaringen, og mellom 75-78 % (RUBIN 2011) av dette utnyttes,
hovesaklig som dyrefor. Fordi fiskeavfall inneholder store mengder energirikt fett, er dette
0gsa er potensielt substrat i biogassanlegg. Det finnes allerede anlegg som benytter seg av
fiskeensilasje i Norge (Ana Kretsfengsel), men problemer knyttet til prosesshemming gjor
dette til et uforutsigbart materiale. At metanutbyttet avtok med gkende andel fiskeensilasje i
presenterte batchreaktorer, er et eksempel pa dette. Starre kunnskap knyttet til fiskeensilasje,
og annet proteinrikt avfall er derfor viktig for & kunne utnytte potensielt energirike substrater.

Fra tidligere publikasjoner fremgar det at den acetotrofe metanogenesen er den viktigste
metabolske synteseveien i biogassreaktorer. Nyere funn fra forsgk (hovedsakelig utfart med
dybdesekvensering), indikerer derimot at acetotrofe metanogener ikke utgjer en like viktig
rolle i biomassekonverteringen som tidligere antatt. Ogsa resultatene fra denne studien viser
en underrepresentasjon av Methanosarcinales, til tross for store mengder storfegjadsel.
Hydrogenotrofe arker utgjgr den dominerende gruppen, med Methanobacteriales som radende
orden. Av disse tilhgrer de fleste sekvensene slekten Methanobreviobakter (sekvensscore > 84
%). Der andre forsgk rapporterer om dominerende tilstedeveerelse av Methanomicrobiales,
viser resultatene fra dette arbeidet derimot en underrepresentasjon av denne metanogene
gruppen. At flere studier, der identifiseringsmetoder uten at lysis og DNA-ekstrahering
benyttes (FISH), ogsa viser at Methanobacteriales forekommer i rikelige mengder i ulike

reaktorsamfunn, underbygger vare antakelser om Methanobacteriales som den dominerende
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arken. Dette demonstrerer viktigheten av optimale isoleringsmetoder for & fa et DNA-utbytte
som representerer det faktiske mikrobielle samfunnet. Flere indisier tyder ogsa pa at den
universelle primerene for prokaryote celler underestimerer arker. Til senere arbeid bgr derfor
en lavere annealingstemperatur prgves ut, siden dette kan gi en bredere malgruppe ved

amplifisering.

Sekvensene klassifisert som bakterieenheter viser en noe tydeligere diversitet enn arker. Dette
er ikke overraskende, da de separate nedbrytningsstegene (hydrolyse/ acidogenese/
acetogenese) utfgres av en mengde ulike arter. Det er likevel Firmicutes, i hovedsak
representert av Clostridia som fremstar som den desidert mest dominerende bakteriegruppen i
reaktorene i denne studien. Dette samsvarer med tidligere publikasjoner, og kan trolig
begrunnes med at mange anaerobe mikroorganismer med cellulolytisk aktivitet tilhgrer
Clostridia.

Gassproduksjonen i de ulike batchreaktorene viser en sammenheng mellom andel
fiskeensilasje og spesifikk gassproduksjon, der aktiviteten i reaktorene med hgyt innhold av
fiskeavfall hemmes, trolig pd grunn av lav pH (~ 4). Den mikrobielle aktiviteten hemmes
muligens ogsa av hgy konsentrasjon av ammoniakk. Konsentrasjonen av flyktige fettsyrer kan
brukes som indikasjon pa sistnevnte parameter, men HPLC-metoden trenger flere
optimaliseringer for fiskeavfall som prgvemateriale fgr en kvantifisering kan gjennomfares.
Pa grunn av tidsbegrensninger ble en optimalisering ikke utfgrt i sammenheng med denne
oppgaven. Ved senere forsgk vil det derimot veere av interesse & forbedre metoden til & gjelde
ulike substrater. Det kan blant annet veere aktuelt & forsgke en fortynningsserie av
fiskeensilasjesubstratet, eller benytte en kolonne med kapasitet for denne type materiale.

Flere av de aktive reaktorene produserte fortsatt biogass etter 101 dager, og for & fa en mer
langsiktig vurdering burde en lengre periode blitt valgt for gassmalinger. Dette var derimot
ikke aktuelt med hensyn pa oppgavens tidsbegrensninger. At perioden var for kort, observeres
ogsa fra dybdekarakteriseringen av det mikrobiologiske samfunnet, der det ikke vises tegn til
endringer i sammensetningen over en 30 dagers periode. Det som derimot observeres fra PCA
analysen av datasettet fra blandet Sanger-sekvensering, er indikasjoner pa en konvergent
utvikling i oppstartsfasen hos gassproduserende reaktorer. Det vil vaere av serlig interesse a
utfgre videre analyser av denne observasjonen, og en PCA analyse av datasettet fra
dybdesekvenseringen vil trolig kunne brukes til & avdekke en eventuell dynamisk utvikling.

At det heller ikke observeres en sammenheng mellom MCR komponentene og OTUene, kan
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trolig forklares med at MCR komponentene dekker en bredere gruppe enn OTU. Ved videre
arbeid foreslas det derfor a konstruere et slektskapstre mellom OTUer innen hver MCR
komponent. Den utfgrte dybdesekvenseringen pa lllumina-plattform skaffet et innblikk i
sammensetningen og diversitet i batchraektorenes mikrosamfunn, og tilneermingen benyttet i
denne oppgaven vil muligens veere til nytte for videre undersgkelser av ulike mikrobielle

samfunn.
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Vedlegg A

A.1 Spesifikk gassproduksjon
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Figur A. 1 Spesifikk gassproduksjon. Batchreaktorer som ble dpnet annenhver dag for praveuttak til DNA-
isolering hadde en hayere spesifikk gassproduksjon for serie 3, sammenlignet med udpnede batchreaktorer. Det

var liten forskjell mellom de andre seriene. Serie 1; 40:60 %, serie 2; 60:40 %, serie 3; 80:20 % og serie 4; 100:0
% (av 100 % substrat).

A.2 Nye batchreaktorer av serie 1 (B)
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Figur A. 2 Spesifikk gassproduksjon i serie 1, etter luting med 10M KOH. En ny serie (3 parallelle
batchreaktorer) av blandingsforholdet i serie 1 (40 % storfegjgdsel og 60 % fiskeensilasje av total substratvolum,
16 % inokulum kommer i tillegg) ble satt opp. For & heve reaktorens pH ble ~ 30 draper 10 M KOH tilsatt til to
av batchreaktorene (1.1 og 1.2) umiddelbart etter blanding. Etter denne luting var pH for reaktorene hhv 7,02 og

7,11. Reaktor 1.3 forble ubehandlet og fungerte dermed som kontroll. Det ble observert en gkt gassproduksjon
ved luting av materialet.
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A.3 OD-maling for kvantifisering av DNA

Tabell A.4. Nanodrop ND-1000 ble benyttet for & fa en indikasjon pa kvantitet og renhet av DNA-utbyttet for tre
ulike ekstraheringsprosedyrer. Elueringsbufferen fra renseprosessen ble benyttet som blank pragve. 2 ul prave
prove appliseres for hver maling. Resultatene var som falger:

Metode for DNA isolrering Pragve Ng/ pl 260/280 260/230
FastDNA (soil-kit) 1 56,4 1,67 0,12
2 48,2 1,64 0,08
11 54,9 1,85 0,09
12 45,0 1,94 0,08
P 105,4 1,90 0,16
N 10,0 2,51 0,02
SiMag 3 10,2 1,01 0,22
4 33 1,07 0,02
12 6,5 1,45 0,03
14 51,1 1,40 0,32
P 13,8 1,84 0,08
N 1,9 1,64 2,62
MagMAX 5 13,5 2,50 0,33
6 12,0 2,94 0,07
15 24,6 2,62 0,09
16 20,0 2,60 0,14
P 47,2 2,21 0,33
N 15,5 2,58 0,06

NA absorberes ved 260 nm, mens proteiner blir absorbert ved 280 nm. Optimal ratio for
260/280 er 1,8. En ratio under 1,8 tyder pa en proteinkontaminering. 260/230 ratioen kan vise

om lgsningen inneholder haye saltkonsentrasjoner (N= negativ kontroll, P= positiv kontroll)
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A.4 Taksonomisk oversikt over det mikrobielle samfunnet i bioreaktorene
Sekvensene fra dybdesekvenseringen ble organisert i OTU-grupperingen basert pa
basemgnster. OTUene ble deretter taksonomisk identifisert etter treff i RDP- Classifier
databasen:

Tabell A.5.1 Klassifisering av Archaea-OTUer. Tabellen viser en oversikt over OTUer tilhgrende domenet
Archaea. Her inkluderes ogsd OTUer klassifisert til Thermogymnomonas og Ferroplasma, med en sekvenslikhet
fra 22- 43 % (under den anbefalte terskelverdien pa 50 % for korte sekvenser).

oTuU Slekt Fylum Klasse Orden ant.
OTU867 Ferroplasma Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales 438
0OTU868 Ferroplasma Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales 125
0oTUu842 Methanobrevibacter Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales 2073
0OTU843 Methanobrevibacter Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales 513
0oTU844 Methanobrevibacter Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales 248
0oTU847 Methanobrevibacter Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales 152
0OTU853 Methanobrevibacter Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales 754
OTU854 Methanobrevibacter Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales 448
OTU855 Methanobrevibacter Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales 171
OTU856 Methanobrevibacter Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales 101
0OTU829 Methanocorpusculum Euryarchaeota Methanomicrobia Methanomicrobiales 196
0OTU836 Methanoculleus Euryarchaeota Methanomicrobia Methanomicrobiales 173
0OTU837 Methanogenium Euryarchaeota Methanomicrobia Methanomicrobiales 469
0OTU869 Methanogenium Euryarchaeota Methanomicrobia Methanomicrobiales 146
0OTU838 Methanosarcina Euryarchaeota Methanomicrobia Methanosarcinales 125
0OTU845 Methanosphaera Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales 210
0OTU831 Thermogymnomonas Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales 217
0TU832 Thermogymnomonas Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales 1028
0OTU833 Thermogymnomonas Euryarchaeota Thermoplasmata Thermoplasmatales 399
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Tabell A.5.2. Klassifisering av Bacteria- OTUer. Tabellen viser en oversikt over OTUer tilhgrende domenet
Bacteria. P& de lavere taksonomiske nivaene er det relativt mange med lav sekvensidentitet (verdier ikke tatt med
her), og klassifiseringen pa suborden/familie/slekt bar derfor bare sees pa som veiledende/ en indikasjon pa
tilstedeveerelsen.

OTU Suborden/familie/slekt Fylum Klasse Orden ant.
0OTU132 Pseudoflavonifractor Firmicutes Clostridia Clostridiales 2313
0OTU264 Fastidiosipila Firmicutes Clostridia Clostridiales 1485
OTU155 Flavonifractor Firmicutes Clostridia Clostridiales 1990
0OTU158 Flavonifractor Firmicutes Clostridia Clostridiales 1805
0OTU160 Flavonifractor Firmicutes Clostridia Clostridiales 1213
0TU180 Saccharofermentans Firmicutes Clostridia Clostridiales 7466
OTU309 Flavonifractor Firmicutes Clostridia Clostridiales 1209
OTU310 Clostridium IV Firmicutes Clostridia Clostridiales 7413
OTU312  Acetivibrio Firmicutes Clostridia Clostridiales 5715
OTU317 Pseudoflavonifractor Firmicutes Clostridia Clostridiales 2503
0OTU318 Saccharofermentans Firmicutes Clostridia Clostridiales 1592
0OTU319 Clostridium 111 Firmicutes Clostridia Clostridiales 1855
0OTU320 Clostridium 111 Firmicutes Clostridia Clostridiales 11960
0OTU321 Flavonifractor Firmicutes Clostridia Clostridiales 1321
0TU324 Clostridium 11 Firmicutes Clostridia Clostridiales 1171
0OTU325 Saccharofermentans Firmicutes Clostridia Clostridiales 2335
0OTU326 Saccharofermentans Firmicutes Clostridia Clostridiales 1495
0OTU339 Papillibacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 2916
OTU373 Saccharofermentans Firmicutes Clostridia Clostridiales 15031
OTU475 Oscillibacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 8092
OTU603  Anaerotruncus Firmicutes Clostridia Clostridiales 2036
OTU684  Acetanaerobacterium Firmicutes Clostridia Clostridiales 1946
OTuU244  Alkalibacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 1658
OTU271 Firmicutes Clostridia Clostridiales 1195
OTU273  Anaerofustis Firmicutes Clostridia Clostridiales 22718
OTU274  Anaerofustis Firmicutes Clostridia Clostridiales 3706
OTU288  Anaerofustis Firmicutes Clostridia Clostridiales 4608
OTU298  Alkalibaculum Firmicutes Clostridia Clostridiales 2796
OTU561 Alkalibaculum Firmicutes Clostridia Clostridiales 1241
OTU671  Alkalibaculum Firmicutes Clostridia Clostridiales 85991
0TU293 Clostridium sensu stricto Firmicutes Clostridia Clostridiales 28055
0OTU306 Clostridium sensu stricto Firmicutes Clostridia Clostridiales 69669
OTU558  Anaerobacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 10396
0OTU653 Anaerobacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 5906
OTU697 Anaerobacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 14275
OTU704 Proteiniclasticum Firmicutes Clostridia Clostridiales 1702
OTU681  Geosporobacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 3194
OTU275  Thermosyntropha Firmicutes Clostridia Clostridiales 7248
0TU286 Syntrophomonas Firmicutes Clostridia Clostridiales 16028
OTU364  Tepidanaerobacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 10784
OTU366  Tepidanaerobacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 1272
OTU632  Sporanaerobacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 1718
OTU667  Sporanaerobacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 1E+05
OoTuU711 Tissierella Firmicutes Clostridia Clostridiales 18752
OTU712 Tissierella Firmicutes Clostridia Clostridiales 1240
OTU769  Sporanaerobacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 1613
OTU673 Sedimentibacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 16426
OoTuU677 Tissierella Firmicutes Clostridia Clostridiales 14243
OTU768 Clostridium XII Firmicutes Clostridia Clostridiales 1963
0OTU662 Clostridium XII Firmicutes Clostridia Clostridiales 2E+05
OTU709 Murdochiella Firmicutes Clostridia Clostridiales 12534
OTU546 Anaerovorax Firmicutes Clostridia Clostridiales 1706
OTU571 Mogibacterium Firmicutes Clostridia Clostridiales 3913
0OTU146 Fusibacter Firmicutes Clostridia Clostridiales 3756
0OTU522 Acetoanaerobium Firmicutes Clostridia Clostridiales 1183
OTU611  Peptostreptococcus * Firmicutes Clostridia Clostridiales 2051
0OTU548 Clostridium XI Firmicutes Clostridia Clostridiales 2E+05
OTU758 Clostridium X1 Firmicutes Clostridia Clostridiales 2708
OTU544  Anaerostipes Firmicutes Clostridia Clostridiales 31991
0OTU545 Pseudobutyrivibrio Firmicutes Clostridia Clostridiales 2456
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OTUS550
OTUS588
OTU605
OTU678
0TUG88

OTU141

OTU557
0OTU145

0OTU184
OTU454

OTU140

0OTU178

OTU137
OTU138
OTU139
0TU249
oTu277
0TU283
OTU379
0TU382

OTU172
OTU455
OTU464
OTU589
OTUT719
OTU723
OTU724
oTUT729
OTU458
OTU461
0TU448
OTU463
OTU731
OTUS554
OTU614
OTU616
0TU732

OTU98

OTU100
OTU104
OTU117
OTU441

OTU174
oTUu272
0TU229
0TU235
0TU236
OTU446
0OTU438
0TU431
OTU440

OTUS535
OTU536
OTUS538
OTU756

0OTU149
OTU153

OTU708
OTUG638
OTUG44
0TU645
oTuU647
oTU728

Butyrivibrio
Robinsoniella
Robinsoniella
Cellulosilyticum
Lachnospiracea inc. sed

Anaeroglobus

Thermincola
Sporotomaculum

Dethiobacter
Natronovirga

Halarsenatibacter
Syntrophaceticus

Turicibacter
Turicibacter
Turicibacter
Sharpea
Catenibacterium
Erysipelothrix
Sharpea
Sharpea

Shimazuella
Falsibacillus
Cerasibacillus
Shimazuella
Filibacter
Psychrobacillus
Planococcaceae inc. sed
Abiotrophia
Facklamia
Facklamia
Atopococcus
Isobaculum
Pediococcus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus

Anaerorhabdus
Acetomicrobium
Petrimonas
Petrimonas
Proteiniphilum
Proteiniphilum
Proteiniphilum
Marinilabilia
Anaerophaga

Lutaonella
Sediminicola
Coenonia
Coenonia

Jonquetella
Aminobacterium

Albidovulum
Advenella
Stenoxybacter
Paenalcaligenes
Alcaligenes
Desulfofustis

Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes

Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes

Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes

Synergistetes
Synergistetes

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia

Clostridia

Clostridia
Clostridia

Clostridia
Clostridia

Clostridia
Clostridia

Erysipelotrichia
Erysipelotrichia
Erysipelotrichia
Erysipelotrichia
Erysipelotrichia
Erysipelotrichia
Erysipelotrichia
Erysipelotrichia

Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli

Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes

Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia

Flavobacteria
Flavobacteria
Flavobacteria
Flavobacteria

Synergistia
Synergistia

nc.
nc.
nc.
nc.
nc.

sed
sed
sed
sed
sed

Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria

Deltaproteobacteria

Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales

Clostridiales
Clostridiales
Clostridiales
Natranaerobiales

Natranaerobiales

Halanaerobiales

1367
4119
1413
1358
1079

2354
3118
2213
2070
23496

2245

Thermoanaerobacterales 2941

Erysipelotrichales
Erysipelotrichales
Erysipelotrichales
Erysipelotrichales
Erysipelotrichales
Erysipelotrichales
Erysipelotrichales
Erysipelotrichales

Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales

Prolixibacter
Marinifilum
Marinifilum
Marinifilum
Marinifilum

Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales

Flavobacteriales
Flavobacteriales
Flavobacteriales
Flavobacteriales

Synergistales
Synergistales

Rhodobacterales
Burkholderiales
Neisseriales
Burkholderiales
Burkholderiales
Desulfobacterales

8292
1863
62994
2365
2141
1147
2037
3165

2412
1322
2725
2497
1203
1195
1049
1370
1395
1297
6409
11534
16891
5170
2097
42032
7995

1920
1017
8938
3659
826

1142
5404
12965
27347
3025
4132
1666
12309
1185

1577
1222
96929
1070

3847
1086

3851
1086
2226
1761
1588
1699

\Y
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OTU469 Desulfocurvus
0OTU265 Basfia
0TU269 Basfia

OTU633  Marinospirillum
OTU634 Pseudomonas
OTU635 Azomonas
OTU636 Azomonas
OTU639 Azomonas
OTU701 Sulfurospirillum
OTU255  Anaeroplasma
OTU343  Acholeplasma
OTU375  Acholeplasma
OTU385  Acholeplasma
OTU278  Acanthopleuribacter
OTU371 Coriobacterineae
OTU567 Bifidobacteriaceae
0OTU568 Micrococcineae
OTU576 Coriobacterineae
OTU577 Coriobacterineae
OTU586 Micrococcineae
OTU600 Micromonosporineae
OTU607 Coriobacterineae
0OTU333 Caldilinea
OTU453 Treponema
0OTU610 Venenivibrio
OTU706 Simkania
OTU707 Caldimicrobium

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Tenericutes
Tenericutes
Tenericutes
Tenericutes

Acidobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Chloroflexi
Spirochaetes
Aquificae
Chlamydiae

Thermodesulfobacteria

Deltaproteobacteria

Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Epsilonproteobacteria

Mollicutes
Mollicutes
Mollicutes
Mollicutes

Holophagae
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Caldilineae
Spirochaetes
Aquificae
Chlamydiae

Thermodesulfobacteria

Desulfovibrionales
Pasteurellales
Pasteurellales
Oceanospirillales
Pseudomonadales
Pseudomonadales
Pseudomonadales
Pseudomonadales
Campylobacterales

Anaeroplasmatales
Acholeplasmatales
Acholeplasmatales
Acholeplasmatales

Acanthopleuribacterales

Coriobacteridae
Actinobacteridae
Actinobacteridae
Coriobacteridae
Coriobacteridae
Actinobacteridae
Actinobacteridae
Coriobacteridae

Caldilineales
Spirochaetales
Aquificales

Chlamydiales

Thermodesulfobacteriales

1856
1315
1466
43049
23438
19275
3709
3899
3929

6880
1360
8407
2296

5011
1602
1194
1006
3106
2986
2775
1179
3267
1252
3101
23421
2239

3581
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Vedlegg B

Materialer

B.1 Primere og prober

Tabell B.1.1 Primere og prober benyttet i PCR/ gPCR-reaksjoner, samt sekvenseringsprimer

Primer/probe -settene for deteksjon av prokaryote generelt, bakterier, arker og spesifikke metanogene grupper, er
hentet fra en studie av Yu et. al (2004). Alle oligonukleotidene er designet basert pa identiske regioner innenfor
malgruppens 16S rRNA gensekvens. DNAspike-settet ble benyttet for amplifisering av den interne kontrollen.
Brukskonsentrasjonen av alle primere og prober var 10 uM. Brukskonsentrasjonen av sekvenseringsprimeren var
3,2 mM. Biomers var leverandgr for samtlige primere og prober.

Navn Sekvens (5°- 3") Malorganisme  Referanse

ARCT787F ATTAG ATACC CSBGT Archaea Yu et. al (2004)
AGTCC

ARC1059R GCCAT GCACCWCCTCT Archaea Yu et. al (2004)

BAC388F ACTCC TACGG GAGGC AG Bakterier Yu et. al (2004)

BACB805R GACTA CCAGG GTATC Bakterier Yu et. al (2004)
TAATCC

PRK341F* CCTAC GGGRB GCASC AG Prokatyote Yu et. al (2004)

PRK16F TagMan TGYCA GCMGC CGCGG TAA  Prokatyote Yu et. al (2004)

PRK806R? GGACT ACYVG GGTAT Prokaryote Yu et. al (2004)
CTAAT

MMB282F (F primer) ATCGRTACGG GTTGT GGG~ * Yu et. al (2004)

MMB749F (TagMan) TYCGA CAGTG AGGRA * Yu et. al (2004)
CGAAA GCTG

MMB832R (R primer) CACCT AACGC RCATH * Yu et. al (2004)
GTTTAC

Msc380F (F primer) GAAAC CGYGA TAAGG GGA  ** Yu et. al (2004)

Msc492F(TagMan) TTAGC AAGGG CCGGG CAA  ** Yu et. al (2004)

Msc828R (R primer) TAGCG ARCAT CGTTT ACG  ** Yu et. al (2004)

DNAspike F (F primer)  TACCT CTAAA ATGGA Intern kontroll Dette arbeidet
TGCGC AAA

DNAspike P (TagMan)  AGCCG CCGCT TGCGA Intern kontroll Dette arbeidet
TTTAG ACC

DNAspike R (R primer) ~ CACAT TCTCC TTTCG CACG  Intern kontroll Dette arbeidet
TT

Sekvenseringsprimer ACACT CTTCC TACAC Dette arbeidet

(F primer) GACGC TCTTC CGATCT

a Sekvensene for modifiserte PRK — primere; PRKillumina foreligger som eget vedlegg, jf. vedlegg C.
*MMB settet detekterer Methanobacterium mobile, Methanoculleus bourgense, Methanogenium cariaci,
Methanoplanus petrolearius, Methanofollis liminatans. Methanospirillium hungatei og Methanocorpusculum
parvum

**Msc settet detekterer Methanosarcina bakeri, Methanosarcina acetivorans, Methanosarcina mazei,
Methanosarcina thermophilia, Metanococcoides methylutens. Methanolobus tindarius og Methanosalsum
zhilinae.
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Tabell B.1.2 Prober benyttet for Flourescence in situ hybridization (FISH). Probene for flourescence in situ
hybridization er merket med et flourokrom i 5°- enden. Konsentrasjonen av probene i brukslgsning var 20 uM i
TE-buffer. Eurogenetic var leverandar.

Prober Basekvens

Modifiserti 5>  Spesifikasjoner

FA (%)* Referanse

ARC915 TGC-TCC-CCC-
GCC-AAT-TCC-T

EUB338 CTG-CCT-CCC-
GTA-GGA-GT

6- FAM

Cy3

Arker

Bakterier

Indocarbocyanin

507.59

35 Gir grgnn
farge

35 Gir rad
farge

*Formamide-konsentrasjon i hybridiseringsbuffer.

B.2 Bakteriestammer

Tabell B.2 Bakteriestammer. Fglgende bakteriestammer ble benyttet for validering av primere og/eller som
positiv kontroll (for validering av primere og prober).

Art Stamme

Bruksomrade

Referanse

Salmonella Type 5

Haloferax denitrificans DSMZ 4425

Escherichia coli 11775

Validering av EUB338

Validering av ARC915, og

ARC787F/ ARC1059R, i tillegg

til evaluering av PRK341F/
PRKB806R sensitivitet

Validering av bakterielle primer

0g prober, samt positiv kontoll.

Jon Fredrik Hanssen

Daniel Mania

Else Marie Aasen

B.3 Molekylvektstandard, enzymer og nukleotider
Tabell B.3 Tabellen gir en oversikt over molekylvektstandarder, enzymer og nukleotider som ble benyttet i

denne oppgaven.

Navn Stocklgsning (kons.)  Produkt- Produsent
nummer

1kb DNA ladder 500 pg/ml i N3232S New England
loadingbuffer og 1 x BioLabs
TEA-buffer

A DNA standard 100 pg/ml i TE- 1027444 Invitrogen
buffer

dNTP- miks 10 mM

HOT FIREPol ® DNA 5Uu/ul 01-02-01000  Solis BioDyne

Polymerase

HOT FIREPol ®EvaGreen 08-24-00001  Finnzymes

® gPCR Mix Plus (ROX)
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B.4 Kit

Tabell B.4 Kit. Tabellen gir en oversikt over ulike kommersielle kit benyttet i denne oppgaven, samt deres

bruksomrader.

Produkt Bruksomrade Produkt-  Produsent

nummer

BigDye® Terminator V 1.1 Sekvenseringsreaksjon 4337449  Applied Biosystems

Cycle Sequencing Kit

BigDYE ® XTerminator Rensing av produkt etter 4376486  Applied Biosystems

Purification kit rekvensringsreaksjon

E.N.Z.A.™ Cycle Pure Kit PCR- rensing D6492-02 Omega Bio-Tek

ExoSap- IT ™ PCR- rensing US78200  GE healthcare,
Affymetrix

FastDNA SPIN kit for Soil Isolering av gDNA 6560-200  Qbiogene

MagMAX™ Total Nucleic ~ Isolering av gDNA AM1840  Ambion, Inc.

Isolation Kit

Quant-iT PicoGreen dsDNA  Kvantifisering av nukleinsyrer  P7589 Invitrogen

Assay Kit

B.5 Programvarer

Tabell B.5 Programvarer. Tabellen gir en oversikt over ulik programvarer benyttet i denne oppgaven og deres

bruksomrader
Dataprogram Bruksomréade Podusent/referanse
BindIt™ Automatisk DNA- isolering Thermo Scientific
Chromeleon ™ 7 Kromatografisk analyseprogram Dionex

N _ (HPLC) _
KC4 " Data analysis Software Spektrofluorometer BioTek

Leica Application Suite v.3.8
LinRegPCR

MATLAB

ND 1000 v.3.3.1

Quantity One v.4.6.7
RDP- Classifier

StepOne™ Software v.2.0
TotalChromNavigator v.6.2.1

Zen 2010b v.6.0

Epifluoroscens- mikroskopi
gPCR effektivitet
Sekvensbehandling
Spektroflluorometer

Gel dokumentasjonssystem

Analyse av sekvenseringsresultatene

Real Time qPCR

Kromatografisk analyseprogram
(GC)
Konvokal scanning-mikroskopi

Leica Mikrosystem
Ruijter et al. (2009)
MathWorks

NanoDrop Technology
Inc.

BioRad

Tilgjengelig fra:
http://rdp.cme.msu.edu/
Applied Biosystem

Nelson/PerkinElmer

Carl Zeiss Microlmaging
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B.6 Kjemikalier

Tabell B.6 Kjemikalieliste. Tabellen viser en oversikt over alle kjemikaliene med kjemisk formel, som ble

benyttet i arbeidet (kjemiske reagenser som inngar i kit er ikke inkludert).

Kjemikalie Kjemisk formel Leverandgr
Agarose Invitrogen
Ammoniumklorid NH,CI Merck

Butansyre (smarsyre) (>99 %) C4HgO- Aldrich chemistry
di-kaliumhydrogenfostat K2HPO, Norsk medisinaldepot
EDTA Ci1oH16N20g Merck

Eddiksyre CH3;COOH Merck
Etidiumbromid (EtBr) C12H20B VWR

Formamide CH3NO Sigma

Gel loading dye (6X) New England BioLabs
Gjeer-ekstrakt Merck

Glukose CeH1206 B.D.H Laboratory supplies
Guanidine hydroklorid CHsCIN3 Sigma

Guanidine thiocyanat CoHgN4S Sigma
Isopropanol C3HgO Arcus
Kaliumdihydrogenfosfat KH,PO4 Merck
Kaliumklorid KCI Merck

Kalsium karbonat CaCO; Merck
Magnesiumdiklorid MgCl, Merck

Metanol (100 %) CH30H Sigma-Aldrich
Metansyre (98-100 %) CH,0, Sigma-Aldrich
Natriumhydroksid NaOH Merck
Natriumklorid NaCl Merck
Nitrogengass? [\ Yara
Paraformaldehyd OH(CH;0)H Sigma-Aldrich
p-Paraphenylenediamine (PPD) | CgHgN2 Sigma

Pepton (fra kjatt) Merck
Propansyre C3H6O: Merck
Rekvifisert sprit C,HsOH Arcus

Saltsyre HCI Merck

SDS (sodiumdeoxycholate) Co4H3904Na Sigma-Aldrich
Svovelsyre (75 %) H,SO, Merck

Tris-base C4H11NO3 Sigma-Aldrich
Triton® X-100 C14H2,0(C,H,40), Sigma
Trizma®-base Sigma-Aldich
Valerinsyre (99 %) CsH100, Kebo Lab
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B.7 Laboratorieutstyr

Tabell B.7 Laboratorieutstyr. Tabellen gir en oversikt over laboratorieutstyr og instrumenter som ble benyttet i
forbindelse med denne oppgaven. | tillegg til utsyr i listen, benyttes generelle laboratorieutstyr som
automatpipetter, pipettespisser, malebeger, podenaler o.l.

Laboratorie utsyr

Modell/produktnummer

Produsent

Automatisk magnetisk partikkel
prosessor, for rensing av DNA

Blender
Bordsentrifuge 1 (mini)
Bordsentrifuge 11
Celleknuser

Elektroforesekar til agarosegel
elektroforese
Epifluorescens-mikroskop

Eppendorfrar, 1,5 ml
Film for 96-brgnners plate

Gasskromatograf
Gassprayte (GC)
Gel dokumentasjon

Glassprayte 50 ml

Gladeskap, 550 °C
Inkubatorskap m/risting 37 °C
Inkubatorskap

Kanyle m/sideport (GC)
Kappekrymper

Kolonne (GC)

Kolonne (HPLC)

Konvocal scanningmikroskop
Magnetisk separator
Magnetrgrer

Mikrobglgeovn
Mikrobrgnnplate

PCR-rgr, 0,2 ml

pH-meter

pH-strips (pH 0 — 14)
Plastrgr m/skrukork, 15 ml
Plastspragyte (10, 30, 60 ml)
Platesentrifuge

KingFisher* Flex
(Magnetic Particle
Processors)

SNO0909 10556
Mini-spin
FastPrep® -24
Mini sub® cell GT

DMRE
MCT-150-C

MicroAmp™ Optical
Adhesive Film
Autosystem

Pressure-Lok®

GelDoc/ Universal Hood
1

Micro-Mate ®
Interchangeable

Ecotron
AG-CH4103
Gas A-2

CTRI
Zorbax Eclipse Plus C18
LM700

Basic 2

Twin.tec PCR plate 96,
unskirted

PCR-02-C

Delta 320

Cellstar® tubes
Becton Dickinson
PlateSpinll

Thermo Scientific

Waring, USA

Labnet international, Inc
Eppendorf

M.P. Biomedicals
BioRad

Leica
Axygen Scientific
Applied Biosystem

PerkinElmer
VIKI
BioRad

Cadence Science Inc.

Therm Concept

Infors HT

Infors HT

VIKI

Wheaton

Alltech Associates Inc
Agilent Technologies
Zeiss

Dynal

IKA® RH

Wirlpool
Eppendorf

Axygen Scientific
Mettler

Merck Chemicals
Greiner Bio-One
Plastipac

Kubota
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Real-time PCR maskin

Sekvensator
Spektrofluorometer

Spektrofotometer

Serumsflasker
Termosykler 1
Termosykler 11

Termosykler 111
Vannbad

Varmeskap, 100-105 °C
Varmeplate med rister

Vekt |

Vekt Il (finvekt)
Vortex mikser | (230 V)
Vortex-mikser Il
Vaeskekromatograf

StepOnePlus™ Real-
Time PCR Systems
Genetic analyzer 3130xI

FLx800cse

NanoDrop®
Spectrophotometer ND-
1000 UV/Vis

120 ml Crimp Neck vial

27051040277

Mastercycler Nexus
gradient
Mastercycler gradient

12

Powercell™ Shaking
Micro incubator
Type 1404

Z 0010141
MS3 digital
Dionex UltiMate 3000

Applied Biosystem

Applied Biosystem

Cambrex Bio Science
Walkersville, Inc
Thermo Scientific

Garse
Applied Biosystem
Eppendorf

Eppendorf
Julabo

ESCO

Sartgrius

Sartgrius

Labnet international, Inc
IKA

Thermo Scientific
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IHlumina-primere:

C.1 Sekvenser som benyttes pa illuminaprimerene:

Tabell C.1. En unik lllumina-tag pa hver reversprimer ble konstruert av revers komplementere baser til
indekssekvens gitt i TruSeq Index Sequencer, indeks 1-12. koloniene. Indeks 13-28 ble benyttet som unike
indekskoder pa forward primerene («primer tag»), for & identifisere og separere de ulike koloniene fra illumina-
sekvenseringen.

TruSeq Index Sequences

Index Sequence Index Sequence Index Sequence Index Sequence
1 ATCACG 13 AGTCAA 25 ACTGAT 37 CGEGAAT
2 CGATGT 14 AGTTCC 26 ATGAGC 38 CTAGCT
3 TTAGGC 15 ATGTCA 27 ATTCCT 39 CTATAC
4 TGACCA 16 CCETCC 28 CAALAG 40 CTCAGA
5 ACAGTG 17 GTAGAG 29 CARACTA 41 GACGAC
6 GCCAAT 18 GTCCGC 30 CACCGG 42 TAATCG
7 CAGATC 19 GTGAAR 31 CACGAT 43 TACAGC
8 ACTTGA 20 GTGGCC 32 CACTCA 44 TATAAT
9 GATCAG 21 GTTTCG 33 CAGGCG 45 TCATTC
10 TAGCTT 22 CGTACG 34 CATGGC 46 TCCCGA
11 GGCTAC 23 GAGTGGE 35 CATTTT a7 TCGRAAG
12 CTTGTA 24 GGTAGC 36 CCAACA 48 TCGGCA

C.2 PRKillumina-primersettet

Illuminaprimere konstruert fra PRK 341F/806R ble benyttet til 16S rRNA
genamplifiseringen. Biblioteket bestod totalt av fglgende 12 revers primere og 16 forward
primere:

Revers PRKillumina primer (5’-3"):

1.

caagcagaagacggcatacgagatCGTGATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GGACTACYVGGGTATCTAA
T

caagcagaagacggcatacgagatACAT CGgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatct GGACTACYVGGGTATCTA
AT

caagcagaagacggcatacgagatGCCTAAgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatct GGACTACYVGGGTATCTA
AT

caagcagaagacggcatacgagatT GGTCAgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GGACTACYVGGGTATCTAA
;:raagcagaagacggcatacgagatCACTCthqactqqaqttcaqacqtqtqctcttccqatctGGACTACYVGGGTATCTAA
;:raagcagaagacggcatacgagatATTGGthqactqqaqttcaqacqtqtqctcttccqatctGGACTACYVGG GTATCTAA
T

caagcagaagacggcatacgagatGATCTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GGACTACYVGGGTATCTAA
T
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10.

11.

12.

caagcagaagacggcatacgagatT CAAGT gtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GGACTACYVGGGTATCTAA
;:raagcagaagacggcatacgagatCTGATCqtqactqqaqttcaqacqtqtqctcttccqatctGGACTACYVGGGTATCTAA
;:raagcagaagacggcatacgagatAAGCTAqtqactqqaqttcaqacqtqtqctcttccqatctGGACTACYVGGGTATCTA
AT

caagcagaagacggcatacgagatGT AGCCgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GGACTACYVGGGTATCTA
AT

caagcagaagacggcatacgagatT ACAAGgtgactggagttcagacgtgtgctcticcgatct GGACTACYVGGGTATCTA
AT

Forward PRKillumina primer (5’— 3°):

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

XV

aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacqctcttccgatctagtcaaCCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacqgctcttccgatctagttccCCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacqgctcttccgatctatgtcaCCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctccgtccCCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctgtagagCCTACGGGRBG
CASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctgtccgcCCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacqctcttccgatctgtgaaaCCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctgtggccCCTACGGGRBG
CASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatetgtttcgCCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacqctcttccgatctcgtacgCCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacqgctcttccgatctgagtggCCTACGGGRBG
CASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctggtagc CCTACGGGRBG
CASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctactgat CCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacqctcttccgatctatgagcCCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacqgctcttccgatctattcct CCTACGGGRBGC
ASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacqgctcttccgatctcaaaagCCTACGGGRBG
CASCAG
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Protokoller

D.11 % Agarosegel- elekroforese
Materialer:

1 x TAE- buffer

SaeKEM® LE agarose

Ethidium bromide 0,07 % (10mg/ml)
1 kb DNA ladder

6X Gel Loading Dye

Prosedyre:

1.

0,5 g agarose ble blandet i 50 ml 1 x TEA-buffer, og varmet i mikrobglgeovn pa 650
watt til all agarose var opplgst.
Nar lgsningen var avkjglt til ~ 60 °C, ble 1 drape (5 pl) ethidium bromide (10 mg/mL)
tilsatt. Dette gav en sluttkonsentrasjon pa 0,4 pg/mL.
En passende stgpeform med brgnnkam ble festet i en tvinge, og den flytene
agaroselgsningen ble helt over. Ved avkjgling stivner lgsning til gel. Etter 20 minutter
ble stapeformen med agarosegelen overfaret til et elektroforesekar med 1 x TEA-
buffer.
| den farste brgnnen ble starrelsesstandarden bestaende av falgende reagenser
applisert:

e 1 pL 1Kb DNA ladder

e 1L 6X Gel loading dye

e 4L 1x TAE-buffer
| de kommende brgnnene ble praver applisert. For genomisk DNA: 10 ul genomisk

DNA ble blandet med 2 pl 6X Gel loading dye og applisert til brannene.
For PCR-produkt: 5 puL PCR-produkt ble blandet med1 pl 6X Gel loading dye og

appliserert til brgnnene.

Elektroforese ble utfgret med et spenningsfelt pa 90 V, til pravende hadde migrert
tilstrekkelig (30-40 min).
DNA fragmentene ble visualisert i et gel-dokumentasjons system (BioRad)

DNA-fragmentet ble sammenlignet med 1 Kb DNA ladder (New England BioLabs) jf. Figur

D. 1 for bestemmelse av starrelse og konsentrasjon.

XV



Vedlegg D

Molekylvektstandard benyttet ved 1 % agarosegel-elektroforese:

Kilobases Mass ing)

— 100 42
20 42
6.0 50
EX] 42

- 4.0 3z
X)) 125
20 48
1.5 el

— 1.0 42

— 05 42

Figur D. 1: 1Kb DNA-ladder. 1 Kb DNA ladder (New England BioLabs) egner seg til & ansla starrelsen pa
dsDNA-fragmenter av stagrrelse 500 bp-10 kb. Masseverdien er gitt for 0,5 pg/lane. 3,0 kb fragment har gkt
intensitet og fungerer som et referanse band. Hentet fra: http://www.neb.com/nebecomm/products
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D.2 DNA ekstrahering

D.2.1 FastDNA SPIN kit for soil

FastDNA SPIN kit (Qbiogene) er et kolonnebasert kit, produsert og designet for ekstrahering
av genomisk DNA fra jord, og ekstraherer DNA fra bade bakterier, fungi, planter og dyr.

Prosedyre:

1. Pellet fra 1 ml fermentorkultur ble resuspendert i 980 pl Sodium Phosphate Buffer og
122 pl MT Buffer (Pellet erstattes med 40 ul MQ-vann i den negative kontrollen).
Lasningen ble overfort til Lysing Matrix E tube (rer med skrukork med silikonring og
glasskuler) Alle prgvene ble homogenisert pa vortexes mikser.

2. Rarene ble plassert i FastPrep Instrument (M.P. Biomedicals) og ristet 6,5 M/S i 2* 20
sek. for celleknusing

3. Etter mekanisk lysis ble rgrene sentrifugert i 5 min pa 13,4 x 1000 rpm (Mini-spin,
Eppendorf) for & pelletere glasskulene. Vi valgte og ikke & sentrifugere lenger enn 5
min, i fare for & miste celler i dette steget. Supernatanten ble overfgret til et nytt rent
2.0 ml rar.

4. 250 ul PPS (Protein Precipitation Solution) ble tilsettat hver lgsning med knuste celler.
Rarene ble vendet for hand 10 ganger for & oppna en uniform suspensjonen.

5. Rarene ble sentrifugert i 5 min ved 13,4x 1000 rpm (Mini-spin, Eppendorf) og
supernatanten overfgrt til et rent 15 ml rgr (Greiner). 1,0 ml Binding Matrix
suspensjon ble tilsettat hver preve, og rerene ble snudd opp ned i 2 min. Deretter
hvilte pravene i 3 min slik at silica matriksen sedimenterte.

6. 500 ul av suspensjonen ble fjernet, mens resterende suspensjon ble resuspendert og
overfort til SPIN filter kolonnergr. Rarene ble sentrifugert i 1 min ved 13,4x 1000 rpm
(Mini-spin, Eppendorf) slik at vaesken ble presset gjennom filteret. Dette ble utfart i to
omganger for a fa med hele suspensjonen. Vasken ble fjernet fra oppsamlingsrarene
mellom hver sentrifugering.

7. 500 pl SEWS-M (vaskelgsning fortynnet i etanol) tilsettes hvert SPIN filter, og
pelleten som ble dannet pa filteret, ble forsiktig resuspendert. Rgrene ble sentrifugert
pa 13,4 x 1000 rpm (Mini-spin, Eppendorf) i 1 min. Oppsamlingsraret ble temt, og
SPIN filteret sentrifugert pa nytt i 2 min for a terke vekk rester av vaskelgsningen.
Oppsamlingsrarene ble kastet og filteret plasseres i et nytt, rent oppsamlingsrer der det

ble lufttgrket ved romtemperatur i 5 min.
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8. Bindingsmatriksen ble deretter resuspendert med 60 ul DES (DNae/ Pyrogen- Free
Water). Mengde DES er avhengig av pelletstgrrelsen (mellom 50 pl og 100 ul ), men
minst mulig fortynning av DNA er gnskelig.

9. For eluering av DNA, ble SPIN kolonnergrene sentrifugert pa nytt.

D.2.3 SOP2-001- for Stool Bacteria DNA extaction
Denne protokollen har som hensikt & beskrive isolering av DNA fra spedbarn avfgring.

Metoden ble overfart til isolering av DNA fra storfegjgdsel og fiskeensilasje. SOP2-001- for
Stool Bacteria DNA extaction baserer seg pa SIMAG/MG-DNA for & rense DNA fra andre
proteiner og cellekomponenter. SIMAG/MG-DNA er paramgnetiske silicapartikler som
binder spesifikt til nukleinsyrer og kan fanges opp av en magnet. Ved hgy saltkonsentrasjon
vil natriumionene bryte hydrogenbindinger mellom hydrogen i vannmolekyl og det negativt
ladde oksygenet pa silica-partikkelen. Dermed fungerer natrium som en katione-bro og fester
til negativt ladd oksygen i fosfatgruppen til DNA molekylet. Prgvene plasseres i en magnetisk
separator i 30 sek slik at silicapartiklene med nukeinsyrer tiltrekkes magneten.
Silicapartiklene samles opp med magnet tre ganger med vasking med vaskebuffer 1, 2 og 3
(henholdsvis) mellom hver oppsamling for a rense DNA fra andre cellekomponenter. Ved &
fjerne saltet med en elueringsbuffer lgsner DNA fra partiklene og DNA-eluatet brukes videre.

Prosedyre:

1. 1 ml prgvemateiale ble opplest i 1200 ul bindingsbuffer, og suspensjonen overfores til
egnet rgr med skrukork og siliconring. Disse rgrene var pa forhand tilsatt glasskuler av
ulike starrelser (0,25 ml kuler med en diameter pa 0,10-0,11 mm, 0,25 ml av kuler
med en mellomstarrelse, 1 kule med en diameter pa 2,5- 3,5 mm) og autoklavert.

2. Rarene ble plassert i et FastPREP instrument (M.P. Biomedicals) for mekanisk
knusing av cellene. Pragvene ble ristet ved 6,5 M/S i 2* 20 sek. og rgrene ble satt pa is
for avkjeling mellom gktene.

3. Pravene ble deretter sentrifugert ved 13,4 x 1000 rpm (Mini-spin, Eppendorf) i 5 min
for a pelletere glasskulene. 600 pl av supernatanten ble overfart til et nytt 1,5 ml
eppendorfrar.

4. Til hvert av de nye rgrene med supernanten ble 20 ul SIMAG/MP-DNA Magnetic
Beads (200 mg/ml) tilsatt. R@rene ble ristet pa vortex mixer for a sikre en tilstrekkelig
homogenisering kulene i suspensjonen. Suspensjonen inkuberes ved romtemperatur i 5

min, slik at de magnetiske kulene bandt opp DNA.
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10.

Rarene ble plassert i en magnetisk separator i 30 sek for & samle de magnetiske kulene
med DNA. All supernatant ble forsiktig fjernet.

Rarene ble tatt ut av den magnetiske separatoren og tilsatt 1 ml vaskebuffer I. Rgrene
ble forsiktig ristet for & unnga skumdannelse fra Triton X100. Kulene ble deretter
spunnet ned (short spin) og plassert tilbake i separatoren. Etter 30 sek/ nar kulene med
DNA hadde pelletert, ble supernatanten fjernet pa nytt.

Rarene ble tatt ut av den magnetiske separatoren og tilsatt 1 ml vaskebuffer 11, fgr
rarene ble ristes i 5 sek og deretter spunnet lett ned. Kulene med DNA ble samlet opp
til pellet pa nytt i med den magnetiske separatoren. Supernantanten ble deretter fjernet.
Rarene ble tatt ut av den magnetiske separatoren og tilsatt 1 ml vaskebuffer I11.
Rarene ble ristet i 1 sek (fordi H,O eluerer DNA, var det svert viktig a ikke vortexe
for lenge i dette steget). Separatoren samlet deretter beads/DNA, far supernantant ble
fjernet.

100 pl elueringsbuffer (TE-buffer) ble tilsatt hver prave. Rarene ble lett ristet pa
vortex mikser og deretter inkubert i 10 min pa thermomixer med 60°C og moderat
risting.

SIMAG/MP-DNA Magnetic Beads ble samlet til pellet med magnetisk separator, og
eluert DNA ble overfart til et nytt rent 1,5 ml eppendorfrar.
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D.2.3 MagMAX Total Nucleic Acid Isolation Prosedyre
MagMAX total nucleic acid isolation kit er designet for en effektiv isolering og rensing av

DNA og RNA.

Prosedyre:

Forberedelse av Kit reagenser:
Kit—reagensene ble pa forhand forberedt etter protokollens prosedyre:

1. 12 ml 100 % isopropanol ble tilsatt konsentrert vaskelgsning 1.
2. 32 ml 100 % ethanol ble tilsatt konsentrert vaskelgsning 2.
Begge vaskelgsningene ble lagret ved romtempereatur.
3. Carrier NA ble tilsatt Lysis/binding lgsningskonsentrat og lasningen ble homogenisert

ved gjentatt vending.

Reagent Per reaksjon
Lysis/binding Solution Consertrat 232 ul
Carrier NA (1 pg/sample) 3 ul

Denne lgsningen kan lagres i en maned i romtemperatur.

4. Til hver reaksjon ble 20 pl Bead miks benyttet:

Reagent Per reaksjon
NA Binding Beads 10 pl
Lysis/binding Enhancher 10 pl

Bead miks ber lages samme dag som den skal benyttes, men kan ogsa lagres opp til 2 uker
ved 4C.

DNA ekstrahering:

1. 235 pl Lysis binding lgsning ble tilsatt hver bead tube. Lgsningen ble deretter
benyttet videre i steg 3.

2. Fermentorpelleten ble resuspendert i 1 ml PBS og lgsningen blandet grundig med
vortexing i 3 min/ til suspensjonen var tilstrekkelig homogenisert. Pragvene ble
deretter sentrifugert ved lav fart i 1 min.

3. 175 ul av supernatanten ble overfart til en Bead tube (inneholder glasskuler for

mekanisk lysis og 235 pl lysis/binding solution) og sikret i FastPrep instrument
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

(M.P. Biomedicals). Prgvene ble ristet pa 6,5 m/s i 2 x1 min, med 5 min pause
mellom hver syklus.

Etter mekanisk lysis ble prgvene sentrifugert 13,4 x 1000 rpm (Mini-spin,
Eppendorf) i 3 min. for & pelletere glasskulene/Zirconia.

300 pl av supernatanten (inneholdt lyserte celler og cellekomponenter) ble overfart
til et nytt 1,5 ml eppendorfrar.

Pravene ble sentrifugert pa nytt pa 13,4 x 1000 rpm (Mini-spin, Eppendorf) i 6
min.

NA-rensing; 115 ul av prgvens supernatant ble overfart til et nytt eppendorfrar, og
65 pl 100 % isopropanol ble tilsatt hver prave. Pragvene ble deretter ristet
(thermomikser uten varme) i 1 min, med 700-800 rpm risting.

20 pl homogenisert Bead mix ble tilsatt hver prgve. Dette gav en rgdbrun farge pa
prgvene. Pravene ble ristet pa nytt, denne gangen i 5 min for at DNA skulle binde
til NA Binding Beads.

Etter risting ble rarene plassert i en magnetisk separator, slik at magnetene med
bundet DNA dannet pellet pa rgrets vegg.

Rarene ble stdende i separatoren til supernatanen ble blank, fgr supenatanen
forsiktig ble fjernet. Deretter ble rgrene tatt vekk fra separatoren.

150 pl vaskelgsning 1 ble tilsatt, og rgrene ble ristet i 1 min. Kulene ble samlet
opp i den magnetiske separatoren, og supernatanten fjernet. NB: Rgrene tas vekk
fra separatoren far vaskelgsningen tilsettes.

Forrige vaskesteg ble gjentatt en gang.

Samme prosedyre ble gjentatt to ganger med vaskelgsning 2.

Etter vaskeprosessen ble pravene tgrket pa risteren i ca. 2 min (ikke overtark!),
slik at alkohol fra vaskelgsing 2 fordampet.

Elueringsbufferen ble pa forhand oppvarmet til 65 C. Mellom 20-50 pl av
elueringsbufferen ble deretter tilsatt hver pragve. | dette tilfellet tilsatte vi 50 pl.
For at NA-ekstraheringen skulle vaere mest mulig effektiv var det ngdvendig a lase
opp aggregater av magnetiske kuler i elueringsbufferen. Dette ble gjordt ved a
pippetere lgsningen opp og ned, i tillegg til a riste pa vortex mikser. Etter dette var
renset DNA i supernatanten. De magnetiske kulene ble derfor samlet opp med

separatoren, og supernatanten ble overfart til et rent eppendorfrar.
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D.3 Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
Prosedyren er basert pa protokollen fra Bomo et al. (2004), men med noen modifikasjoner

med hensyn pa varighet av inkubering. For oppskrifter pa lgsninger/buffere for 3,0 %

paraformaldehydlgsning, hybridiseringsbuffer og vaskebuffer, henvises det til vedlegg G.1.3.

Fiksering og permabilisering av cellen slik at rRNA i cellen blir tilgjengelig for proben (ved

penetrering gjennom cellevegg), samtidig som rRNA ma beskyttes fra RNaser.

1.

0,5 ml prgvemateriale ble fortynnet i dH,0, til et endelig volum pa 5 ml i 15 ml rer.
Disse ble grundig ristet pa vortex-mixer i 30 sek. Rarene ble deretter staende pa
benken i noen minutter for & sedimentere de starste partiklene.

1500 ul av suspensjonen fra fortynningen ble tatt ut spunnet ned til pellet; 14,500 rpm
(Mini-spin, Eppendorf) i 5 min.

Supernataten ble fjernet og pelleten resuspendert i 1 ml 3,0 % paraformaldehyd
lgsning.

Cellene ble fikseret i denne lgsningen i 3 timer ved 4 °C.

Etter fikseringen ble cellene pelletert ved 13000 rpm (Mini-spin, Eppendorf) i 2 min,
0g supernatanten fjernes.

Pelleten ble resuspendert i 1 x PBS (1 ml) og deretter sentrifugert pa nytt far
supernatant ble fjernet.

Pelleten ble resuspendert pa nytt, denne gangen i 1x PBS : 96 % EtOH (1:1). Volumet
ble justeres etter pelletens starrelse.

Ferdig fikserte celler ble hybridisert til prober, eventuelt lagret ved — 20 °C.

Hybridisering for at probe skal binde seg til rRNA

1.
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5 ul av suspensjonen med fikserte celler ble tilsatt brannene pa en glasskive med
teflonbelegg. Skivene ble tarket i varmeskap pa 37 °C (evt lufttarkes).

Preparatet ble deretter dehydrert i 3 min i hhv 50 %, 80 % og 95 % etanol.

Etter en ny luftterking av preparatene ble 10 pl oligonucleotidelgsning tilsatt til hver
av brennene. Oligonucleotidene var pa forhand laget, og ble lagret pa is i

aluminiumsfolie (for beskyttelse mot lys) frem til bruk.

Oligonucleotidelgsningen (totalt volum pa 10 pl per reaksjon):
5ul 20 M EUB388 (probe med fluorescerende “tag”)
5 ul 20 uM ARC915 (probe med fluorescerende “tag”)
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40 pl Hybridiseringsbuffer (med 35 % formamid)

5 Glasskivene ble lagt i et fukt-rar (50 ml Greiner-rar, med absorberende papir fuktet
med hybridiseringsbuffer) og pakket i Alu- folie. Det ble deretter inkubert i

varmeskap pa 46 °C i 3 timer.
Vasking av slide for & stoppe hybridisering og fjerne overfladige prober.

1. Etter inkubering ble glassplaten lagt i et rgr med vaskebuffer og inkubert i 20 min ved
46 °C. Vaskebufferen var pa forhand varmet opp til 46 °C.

2. Etter denne inkuberingen ble preparatene lett vasket med MQ-vann og deretter
lufttarket.

Glasskivene med ferdig preparat ble oppbevart mgrkt frem til mikroskopering. De som

ble lagret over en lengre periode ble oppbevart ved — 20 °C.
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Vedlegg E

Analyserapport av storfegjadsel og fiskeavfall

Analyserapport

UmMB

Hansen Jon Fredrik

Boks 5003
1432 As

&% eurofins

Rapport utfart av
akkreditert laboratonium

udy
Report isswed by @

Accredited Laboratory | foms
TESTO43

Kundenummer 8403537-1726355 Pravemottak 15.09.2010 Side 1 (1)
Prevetype Farpraver Analyserapport klar  29.09.2010
Oppdragsmarking Jon Fredrik Hansen Ressurs 631,

stedkode 1934
Lab.nr. MNOFDD4657-10 MNOFOO4668-10  NOFDDA669-10
Produkt
Tatt ut 0B.09.2010 08.09.2010 08.08.2010
Merket 1 Fiskeensilasje, 2 Matavlall, 3 Storfegjodsel,

Bioforsk Bioforsk Bioforsk Ref/Metode

Parameter Enhet Maleu. basert pa Lab
Rafatt |hi SBR % 19.0 4.4 0.6 +9-30%  MMKL 13, Lise L
Protein N*6,25 % 141 4.9 2.3 +10-20%  MMEL nr6 3 utg L
Vann % 655 85.8 95.1 5% T1/39MEEG L

Karin Danielsen +47 94504297

Lab. ingeniar

Denne rapport er elektronisk signert!
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Vedlegg F

Standardkurve for kvantifisering med fluorescerende agent (PicoGreen)

Av fglgende standard kurve for A DNA standard fra PicoGreen resultatene, beregnes mengde
genomisk DNA i hver prove.

A DNA standard

3500

3000 /

2500 y = 60,348x - 69,667
2 2000 R2 =0,9944
©
o)
§ 1500 /‘ ¢ Std
< 1000 / — Linear (Std)

500
0 (r'/’/
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ng/ul

Figur 1: A DNA standard. Standardkurven for fortynnningsrekke av A DNA standard viser god korrelasjon
mellom fortyningene. Ufortynnet prave er eksludert, da denne ser ut til & gi metning i absorbansen. Av

regresjonsligningen beregnes konsentrasjonen av DNA/ PCR- produkt i pravene vare, 192 i alt.
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Vedlegg G

Oppskrifter- medier, buffere og lgsninger

G.1 Bufferer og lgsninger

G.1.1 Diverse buffere

0,5M EDTA, til 500 ml:

93,06 g EDTA (1M = 372, 24 g/mol) ble lgst opp i ca. 400 ml MQ-vann
pH ble justert til 8,0 med NaOH

Lasningen ble sterilfiltrert og volum justert til 500 mL med MQ-vann. Deretter ble

lasningen autoklaver og oppbevart ved romtemperatur.

TE- buffer, til 10 ml:
100 pl 1M TrisHCI —pH 8,0 (10 mM)
20 ul 0,5M EDTA (1 mM)

Sluttvolumet ble justeres til 10 ml med MQ-vann.

1x PBS, til 250 ml:
20 g NaCl (1,37 M)
0,5 g KCI (27 mM)
1,91 g Na;HPO4*2H,0 (43 mM)
0,59 KH,PO,4 (14mM)

pH justeres til 7,2 og sluttvolumet ble justert til 250 ml MQ-vann
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G.1.2 Lesninger og buffere til agarosegel-elektroforese

50 x TAE (Tris-acetat EDTA)
242 g 2 M Trizma®-base
57,1 mL 2 M Iseddik
100 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0)
MQ-vann ble tilsatt til sluttvolum 1 I.
Lasningen ble autoklavert (ved 121 °C i 15 min) og oppbevart ved romtemperatur.

10 mg/ml Etidiumbromid (EtBr)

1gEtBr
100 ml MQ-vann

Lagsningen ble langtidslagret i en lystett beholder (4 °C). EtBr ma behandles med
forsiktighet.

1 kb DNA ladder (per kjgring)
1 uL 1Kb DNA ladder (New England BioLabs)

1 uL 6X Gel loading dye (New England BioLabs)

4 uL 1 x TAE-buffer
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G.1.2 Lgsninger brukt for gjennomfaring av DNA-isolering med (SOP2-001) Stool
Bacteria DNA extaction

Bindingsbuffer (10 ml)
5,91 g Guanidine thiocyanat (5M)
1,5ml 1M Tris HCL (150 mM)
150 pl 0,5 M EDTA (7,5 mM)1

MQ-vann ble tilsettat til et endelig volum pa 10 ml.

Vaskebuffer 1 (10 ml)

6 g Guanidine hydrochloride (60%)
100 pl Triton-X100 (1% wi/v)
1 ml TE-buffer (10 %)

Triton-X100 er sveert viskas, og matte derfor varmes forsiktig opp far pippetering.

MQ-vann ble tilsettat til et endelig volum pa 10 ml.

Vaskebuffer 11 (10 ml)
EtOH (70 %)

MQ-vann ble tilsatt til endelig volum pa 10 ml.

Elueringsbuffer:

TE-buffer

De to andre prosedyrene som ble testet var kommersielle Kit, og for oppskrift av reagensene
henvises det derfor til prosedyremanualen for MagMAX ™ Total Nucleic Isolation Kit,
(Amion) og FastDNA SPIN kit for Soil (Qbiogene).
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G.1.3 Lasninger og buffere brukt for gjennomfgring av FISH

10 % SDS:

50 ml 20 % SDS ble lgst i MQ-vann, og volum ble justert til 200 ml.

Anti-fade/ Monteringslgsning:
1 volum 1x PBS blandes til 1 volum glyserol (1:1)

p-Paraphenylenediamine ble tilsatt til en endelig konsentrasjon pa 0,01 %.

3.0 % paraformaldehydlgsning (10 ml):
0,3 g paraformaldehyd i 7 mL dH20
pH justeres til 11 med 10 mM NacCl.
3 ml 3x PBS tilsettes
pH justeres til pH 7,0 med HCI, og volum til 20 ml med MQ-vann.

Basert pa andres erfaring ble lgsningen lagret i kjgleskap i 2 uker.

Hybridiseringsbuffer (1000 pl):
350 pl Formamide (35 % formamid)
180 pl 5M NaCl (0,9 M)
20 pl 1M Tris pH 7,2 (20 mM)
1 pl 10 % SDS (0,01 %)
449 MQ-vann

Formamidekonsentrasjonen for FISH-probene var pa forhand optimalisert til 35 %.
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Vaskebuffer (50 ml):
0,4 ml 5 M NaCl (40 mM)
1ml1M Tris pH 7,2 (20 mM)
2,5ml 0,1 M EDTA (5 mM)
50 pl 10 % SDS (0,01 %)
MQ-vann ble tilsatt til et totalt volum pa 50 ml

Vaskebufferen ble laget i 50 ml Greiner rgr og varmet opp til 46 °C far bruk.
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G.2 Selektive dyrkningsmedium for metanogene arker

Tabell G.2.1 Methanogen Enrichment medium, Barker (Atlas 1993): Fglgende oppskrift ble benyttet for
tillaging av et medium for kultivering av metanogene organismer:

Kjemikalie Mengde per L
NH,CI 10¢g
KoHPO, x 3H,0 049

MgCl; x 6H,0 0,1g

Methanol (Sterilfiltrert) 20,0 ml
CaCOs 20,09

dH.0 Til 1 liter

NH4CI, K2HPO4 x 3H20 og MgCI2 x 6H20 blandes med MilliQ vann (?) til et endelig
volum pa 1 L, kokes forsiktig opp og fordeles pa 2 flasker a 500 ml. Flaskene autoklaveres.
Methanol og CaCO3 tilsettes etter autoklavering og avkjeling til RT (25 °C) pga hhv dens lave
kokepunkt og utfelling.

Tabell G.2.2 Standard naringsmedium-SM (Cooney et al. 2007) Falgende oppskrift ble benyttet for tillaging
av et medium for kultivering av metanogene organismer:

Kjemikalie Mengde per L
Glucose 10,09
KH,PO, 159
Na;HPO,4 1,679

NH,CI 059

MgClI x 6H,0 0,189

Yeast extract 2,09

Peptone 2,09

dH.0 Til 1 liter

Modifikasjoner fra oppskrift: Vi benyttet ikke antifoam. 0,02 ml antifoamA (sigma) bar

tilsettes om skummdannelse forekommer

Alle ingrediensene blandes i MilliQ vann til et endelig volum pa 1 L, kokes forsiktig opp og
fordeles pa 2 flasker a 500 ml. Flaskene autoklaveres.
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