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Sammanfattning

Bark &r en stor sidostrom/restprodukt inom skogsindustrin som i dagsldget framst
branns for direkt energi, men forbranningen forsdmras av barkens hoga
proportioner av bade fukt och mineraler som skapar stora méngder aska. Barken
ar den vivnad hos tradet som har hogst strukturrikedom och dess intressanta
molekyler skulle i stillet kunna anvédndas for att skapa nya produkter, s som
biobrédnslen. En betydande del av barken forloras ocksa till biologisk nedbrytning.
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For att skapa nya produkter fran bark via biokemiska/biologiska metoder, eller
forhindra dess nedbrytning, behovs forstéelse for hur barken bryts ned av naturens
mikroorganismer, men denna kunskap saknas. I projektet har vi fokuserat pa
granbark och kartlagt hur den bryts ned dver lang tid, 6 ménader, dels av blandade
uppséttningar av mikroorganismer och dels av enskilda svamparter. Vi har dven
studerat hur olika sorters enzymer kan bryta ned olika komponenter av barken:
tanniner och polysackariden xylan. Vara mikrobiologiska studier har visat att
sarskilt hartssyror som finns i stor miangd i bark ar nyckelmolekyler som maste
detoxifieras av specialiserade arter innan en generell nedbrytning tar vid, och att
framst bakterier verkar ha denna roll. Vi har isolerat en ny bakterieart som
dominerade véra odlingar och visat att den &r en effektiv nedbrytare dven av rena
hartssyror. For enskilda rétsvampar sag vi hur de har olika strategier for
barknedbrytning, dir vissa bryter ned mer eller mindre allt material samtidigt
medan andra har en mer selektiv strategi, och mojliga nya enzymtyper som ar
viktiga vid barknedbrytning har identifierats visa proteomik. De enskilda enzymer
vi studerat visar pa bredden av enzymatiska verktyg som kriavs for nedbrytning av
bark. Dessa studier har sammantaget brutit ny mark och ldgger en solid grund for
djupare forstaelse av hur bark biokemiskt kan omvandlas, och mojliggdr fortsatta
mer tillimpade studier om hur barken kan uppvérderas och ge nya produkter.

Summary

Tree bark is a huge side stream/waste product in forestry that today is mostly
burnt, but the combustion is inefficient due to its high moisture content and high
proportion of minerals that lead to ash formation. The bark is the tissue of trees
that has the greatest structural diversity and its molecules could instead be used to
create new products, such as biofuels. A significant proportion of the bark is also
lost to biological degradation. To create new products from bark using
biochemical/biological methods, or to limit its degradation, understanding of how
it is decomposed by microorganisms in nature is needed, but this knowledge is
currently missing. In this project we have focused on spruce bark and mapped
how it is decomposed over long time spans, 6 months, both by microbial consortia
and by individual fungal species. We have also studied how different enzymes can
break down bark components: tannins and the polysaccharide xylan. Our
microbiological studies have shown that especially resin acids, which are found in
large amounts in the bark, are key molecules to be detoxified by specialized
species before a general decomposition takes place, and that this role is chiefly
filled by bacteria. We have isolated a new bacterial species which dominated our
cultures and shown that it is an efficient degrader of pure resin acids. For
individual rot fungi we saw that they have different strategies for bark
degradation, where some degrade more or less everything at the same time, while
others have a more selective strategy, and possible new bark-degrading enzymes
were identified using proteomics. The individual enzymes we have studied
showcase the breadth of enzymatic tools needed to degrade bark. Our studies have
overall made groundbreaking contributions to the field and lay a solid foundation
to deeper understanding of biochemical bark conversion, and thereby enable
continued and deeper studies of how bark can be valorized into new products.
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Inledning/Bakgrund

Tradbark produceras i miljontals ton arligen [1], men &r fortfarande en restprodukt
med lagt virde. Det mesta av barken brénns upp vilket ger direkt energi till ett
bruk, men det hoga fukt- och mineralinnehallet minskar effektiviteten i processen.
Om barkens kemiska strukturrikedom i stillet skulle kunna tas till vara skulle den
mer effektivt kunna omvandlas till energibérare eller diverse hogvardesprodukter
som kan konkurrera med fossila alternativ. Till skillnad fran trd innehaller barken
en stor andel s.k. extraktivimnen som har diverse egenskaper [2], men méanga av
dem &r toxiska/giftiga och bidrar till barkens skyddande effekt mot yttre paverkan.
Extraktivimnena och den annorlunda strukturen jaimfort med trd gér dock barken
till ett material som inte anvinds pa nagot avancerat sitt i skogsbruken idag.

Biokemiska metoder for omvandling av biomassa riknas ofta som de mest
hallbara, och kraver inte skadliga 16sningsmedel eller hoga temperaturer for att
vara effektiva. Att biokemiskt omvandla bark vore dirmed en mojlig framtida vig
att ga for att uppvéardera barken och sirskilt dess extraktivimnen, men ett hinder
ar att det finns ytterst lite information om hur bark bryts ned. Vilka arter
dominerar denna process? Via vilka steg gar nedbrytningen? Vilka enzymer
anvands? I stort sett det enda som &r kint ar a#t bark bryts ned eftersom den inte
ansamlas 1 naturen, och denna kunskapslucka forhindrar utveckling av biologiska
omvandlingsmetoder. I en ny rapport frdn RISE fastslogs ocksa att av den bark
som produceras/skordas arligen forsvinner 6ver 10% till mikrobiell nedbrytning
(https://www.bioinnovation.se/projekt/omradesanalys-for-kartlaggning-av-
biogena-kolfloden/), dvs omvandlas till koldioxid och ger varken material eller
energi. Aven hir vore en grundliggande kunskap viktig for att kunna forhindra
forluster.

I detta projekt, som genomfordes pa Chalmers Tekniska Hogskola mellan 2019-
2023 har vi studerat hur bark kan brytas ned av olika sorters mikroorganismer och
deras enzymer. En doktorand har haft projektet som sin huvudsakliga uppgift och
disputerade 1 september 2023 pd dmnet. Doktoranden var verksam pé avdelningen
for Industriell Bioteknik vid institutionen for Life Sciences men utforde en del av
arbetet vid avdelningen for Skogsindustriell Kemiteknik vid institutionen for
Kemi och Kemiteknik. Projektet har finansierats av Energimyndigheten inom
ramen Energiriktad Grundforskning.

Genomforande

For mikrobiella nedbrytningsstudier anvinde vi frimst granbark som vi fick frin
foretaget Holmen AB, och for att kunna utfora kontrollerade studier maldes denna
och steriliserades sedan med hjélp av gammastrilning som inte forstor
barkstrukturen nimnvért. Sedan inokulerades barken med antingen ett konsortium
(blandning) av mikroorganismer frén en industriell barkhog, eller enskilda arter av
rotsvampar, och eftersom barknedbrytning forvéintades vara en l1dngsam process
foljdes den dver sex ménader. For konsortiet gjordes dels DNA-
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sekvenseringsstudier for att ta reda pa vilka arter som fanns 1 materialet och i vilka
proportioner, och dels kemiska analyser for att se vad som samtidigt hidnde i sjdlva
barken. For svampstudierna gjordes liknande materialanalyser medan tillvéxten av
svamp mdttes och sedan foljdes upp med ingédende proteomikstudier av den bast
viaxande svampen (vitrotearten Dichomitus squalens) for att ta reda pé vilka
proteiner som producerades under tillvaxt pa bark. Dessa studier genomfordes
delvis tillsammans med Norges Biovetenskapliga Universitet (NMBU) for
proteomik och delvis tillsammans med Abo Akademi for vissa materialanalyser.

For enzymstudier karaktiriserades enzymer som bryter ned tannin — en vanlig
bestandsdel i diverse barktyper, bade fran barr- och lovved — samt enzymer som
bryter ned xylan — en vanlig polysackarid (komplex kolhydrat) i bade trd och bark.
Enzymer valdes ut frdn genomiska studier eftersom proteomikstudierna blev
forsenade pa grund av covid-pandemin, och fokuserade pa bade bakterie- och jast-
enzymer.

Resultat

Ett forsta intressant resultat var att hartssyror och andra delar av bark forvintas
delvis brytas ned/modifieras via oxidation, men vi kunde se att den bark som vi
steriliserat och anvinde som kontrollprov knappt péverkades alls under vara
experiment, vilket tyder pa att barknedbrytning eller hartssyreoxidation inte dr en
spontan kemisk process utan en biologisk.

Studierna av nedbrytning av granbark av mikrobiella konsortium visade
forvanande nog endast en begrinsad nedbrytning av kolhydrater, tviartemot
hypotesen att dessa skulle utgora den frimsta ndringskallan. I stillet ség vi att det
framst var extraktivimnen som brots ned, sarskilt 1 borjan av nedbrytningen. Via
DNA-sekvensering av markorgener for bakterier och svampar (eukaryoter) kunde
vi se att den biologiska diversiteten 1 konsortiet gick ned i borjan av
nedbrytningen, vilket innebar att det fanns ett stort selektivt tryck som gjorde att
alla arter fran startkulturen inte kunde véxa till. Diversiteten 6kade igen i samband
med att hartssyrorna tydligt borjat omvandlas/metaboliseras, vilket tyder pa att de
utgor en stark paverkan under tidiga nedbrytningsfaser. Vi sekvenserade ett av de
tidiga proverna med metagenomik for att fa en djupare inblick i vilken sorts arter
som dominerade, och kunde dterskapa 15 genomsekvenser déir vi sdg en
korrelation mellan antal gener som kodar for hartssyrenedbrytande enzymer och
allmén forekomst 1 provet. Den rikligast forekommande bakteriearten lyckades vi
sedan isolera genom att odla pé agarplattor med hartssyror som kolkilla, och
denna genomsekvenserades och karaktériserades och doptes till Pseudomonas
abieticivorans (dtare av abietinsyra). Den isolerade arten visade sig kunna vixa pa
olika typer av hartssyror vilket tidigare visat sig vara en ovanlig egenskap hos
bakterier [].

Fran studierna av enskilda rotsvampar som véxer pd granbark kunde vi i stillet se
att dessa framst verkar bryta ned just kolhydrater, men dven extraktivimnen. Vi
sag dock skillnader mellan olika arter, som var av vitréte-, brunrote-, och
mjukrdtetyp samt mogel (whiterot, brownrot, softrot, mold), dér vissa arter brot
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ned de flesta av barkens polymerer medan andra endast kunde bryta ned vissa
kolhydrater. Vi sdg ocksa att vissa arter verkar kunna helt bryta ned hartssyror
medan andra endast delvis modifierar dem, vilket kan tyda pa att i stéllet for att
helt omvandla dem sa utfor de en detoxifiering for att underlitta tillvdxt. Den bast
vaxande arten, vitrotan Dichomitus squalens, studerades djupare med proteomik,
vilket visade pé ett mer komplext proteom (producerade proteiner, inkl. enzymer)
vid tillvaxt pa intakt bark jamfort med extraktivimnesfri bark eller rena
polysackarider. Négra av dessa identifierade proteiner representerar troligtvis nya
typer av enzymer som dr viktiga under barknedbrytning.

Fran enzymstudierna har vi i detalj karaktériserat tre tannaser (tannin-nedbrytande
enzymer) fran bakterien Clostridium butyricum, vilken éaterfinns bade i jord och i
mag-tarmfloran. Varfor denna bakterie har tre tannaser var oklart fore studien, och
multiplicitet av tannaser har inte studerats tidigare. Vi sdg att dessa tannaser hade
olika biokemiska egenskaper samt 3D-struktur (en struktur 19stes via
rontgenkristallografi), vilket tyder pa olika biologiska roller vid tannin-
nedbrytning. Alla tannaser kunde utdver syntetiska modellsubstrat dven bryta ned
tanniner frin ekbark. De xylanaser vi studerade fran olika jastarter, varav en
isolerad fran bark, hade pa liknande sitt olika egenskaper. Sjdlva jasterna visade
sig, liksom mogelsvamparna ovan, ha olika strategier vid nedbrytning av xylan,
dar vissa var synnerligen effektiva medan andra inte satte igdng sitt
nedbrytningsmaskineri utan att sma xylan-fragment fanns i odlingen, vilket tyder
pa att de inte dr primdra nedbrytare utan dr beroende av mer aktiva nedbrytare i
sin nérhet.

Diskussion

Vi har visat 1 dessa studier dels hur biologisk barknedbrytning dr en langsam
process om den far fortgd under relativt “naturliga” forhallanden, och att
nedbrytningen verkar domineras av bakterier nar det kommer till komplexa
artsammansittningar. Hartssyrorna verkar vara nyckelmolekyler som maste brytas
ned innan flertalet arter kan borja vixa och dar med bryta ned barken effektivt. Vi
ser ocksa att det ar just mikroorganismerna som driver den hér processen och inte
spontana kemiska processer. Barken dr utvecklad for att forhindra angrepp, och
extraktivimnena ses hér som viktiga och giftiga bestdndsdelar som forhindrar
eller &tminstone forsinkar nedbrytningen, men vissa arter kan trots det bryta ned
den. Vissa arter har ett komplett enzymatiskt maskineri for att bryta ned bark
medan andra verkar vara begrinsade och dven ha en hogre kénslighet for de
inhibitoriska molekylerna som éterfinns bland barkens extraktivimnen.

For energidandamal kan de hér studierna vara anvindbara for att 1) utveckla
enzymatiska metoder for att modifiera extraktivimnen och skapa nya
hogvirdesprodukter, 2) utveckla enzymatiska eller biologiska
forbehandlingsmetoder for att detoxifiera barken och mojliggora t.ex. hydrolys
och jisning till biobranslen vilket ocksa till stor del kringgar problemet med den
hoga fukthalten i1 barken vid forbrénning, 3) minska materialforluster vilket vi
visat beror pa biologisk nedbrytning och inte spontana kemiska processer. Genom
utveckling av mer avancerade metoder for att anvénda sérskilt barkens
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extraktivimnen skulle den kunna anvéndas mer effektivt, och utveckling av
hogvardesprodukter skulle kunna vara ett ekonomiskt incitament. Eventuella
aterstoder av barken kan sedan briannas for direkt energi, men efter att dess
intressanta molekyler tagits till vara.
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