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When producing ethanol through fermentation, heat can be a major problem as a lot of
energy is consumed by cooling the bioreactors in order to keep the temperature at optimum
range for the yeast. By engineering a more heat resistant strain of yeast the bioreactors will
not have to be cooled as much. Additionally, the product won’t have to be heated as much
during the distillation proccess, the higher temperature could also increase the rate of
which ethanol is produced, saving both energy and money. This project aims to produce a
heat resistant strain of yeast using Adaptive Laboratory Evolution. By exposing the strains
CEN.PK113-7D and S288C to regular five hour periods of heating (38°C-45°C), a more
heat resistant strain is favored. The progress was monitored by taking OD samples after
the yeast had recovered from the shocks and by regularly using microscopy to check for
abnormal morphology or contamination. The properties of the end product were measured
against the wild types, as well as the heat resistant strain TT11 in a bioscreen as well as
a HPLC. The results are inconclusive as to whether the approach actually had any major
effects on the strains, and thus no conclusion can be drawn on whether this pulse based
Adaptive Laboratory Evolution has been effective or not. Further research and genomic
studies has to be done to say anything conclusive about this type of Adaptive Laboratory

Evolution method.
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Sammanfattning
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av Tage Berdenius Norstrom, Anders Hager, Axel Norberg, Jacob Sjolin

Nér etanol framstélls genom fermentation kan virme vara ett stort problem da mycket
energi gar till att kyla bioreaktorerna for att halla dem pa en optimal temperatur for
jasten. Genom att designa en mer virmeresistent jaststam sa behover inte bioreaktorerna
kylas lika mycket och inte lika mycket energi kommer behova tillféras i nésta steg for att
destillera produkten. Ytterligare en fordel &r att processer sker snabbare vid hogre tempe-
raturer vilket leder till hogre produktion av etanol. Allt detta resulterar i att mer produkt
erhalls samtidigt som bade energi och pengar sparas. Malet med detta arbete var att till-
verka en mer virmeresistent jiststam med hjilp av metoden kallad Adaptive Laboratory
Evolution. Genom att utsétta tva kénda laboratoriestammar CEN.PK113-7D och S288C
for stress i form av virmepulschocker 6ver perioder om fem timmar (38°C-45°) vilket se-
lekterar for en mer virmeresistent stam. Hela den laborativa processen dokumenterades
genom att ta OD-métningar efter att stammarna fatt aterhimta sig fran chocken samt att
med jimna mellanrum undersdka dem med hjélp av ett mikroskop. Detta for att soka efter
foréndringar i cellernas morfologi samt potentiell kontamination. De modifierade stammar-
nas egenskaper jamfordes mot sina vildtyper samt en tidigare framtagen virmeresistent
stam TT11 med hjidlp av en bioscreen och en HPLC. Resultaten &r ofullstindiga om
huruvida denna metod givit nagra storre fordandringar eller ej hos stammarna. Tyvérr kan
det fran detta inte dras nagra konkreta slutsatsar om en pulsbaserad Adaptive Labora-
tory Evoultion varit effektiv eller inte. Framtida studier, framforallt tester pa genomet,
maste genomforas for att nagra konkreta slutsatser ska kunna dras om denna applikation

av Adaptive Laboratory Evolution.
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Inledning

1.1 Bakgrund

1.1.1 Historia

Jést som redskap for att processera mat och dryck har anvints av ménniskor i runt 6000
ar, men kan ha upptickts tidigare &n sa, med ursprung i Mesopotamien, nuvarande Irak.
Man tror att det var i dessa omraden som den forsta 6len bryggdes.[1, 2]Detta upptéicktes
troligtvis da spannmal tilldts ligga och fermentera, jdsa, vilket omvandlade sockret till
etanol. P& den tiden fanns inte kunskap kring hur den kemiska processen fungerade och
vad i jisningen som orsakade fermentationen, detta upptéicktes mycket senare av en fransk
kemist vid namn Louis Pasteur. Pasteur upptéckte att det var mikroorganismen jast som
stod bakom fermentationen av socker till alkohol da den tillits tillvixa utan tillgang till

syre fran den omgivande luften.[3, 4]

1.1.2 Arbetets betydelse for industri och sambhille

I dagens samhaélle har vikten av biobrénslen som alternativ brénslekilla vuxit sig allt star-
kare. Framst bland dessa &r bioetanol, vilket idag star for en produktion av nirmare 100
miljarder liter per ar[5]. For framstéllning av detta biobrénsle finns flera olika metoder dér
den mest framstaende &r fermentation av olika sockerarter. Detta gors framst genom tva
olika processer kallade ” Wet milling” och ”Dry milling” [6]. Dessa anvénds for att separera
de olika komponenterna av det material som processeras med hjélp storleksskillnader i
”dry-mill” medan ”wet-mill” separerar med avseende pa densitetsskillnader[6]. I bada fer-
mentationsprocesserna tillsétts en jast, vanligen Saccharomyces cerevisiae, hidanefter dven
bendmnd S. cerevisiae, vilken fermenterar sockret till etanol samt koldioxid. Anledningen
till att S. cerevisiae anvénds &r pa grund av dess hoga tolerans mot utomstaende faktorer
som varierande pH-véirden, hoga etanolkoncentrationer samt relativt hoga temperaturer.

Efter fermenationen skiljs bioetanolen fran det 6vriga innehéllet genom destillation. Detta
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gors genom att Oka temperaturen pa blandningen och pa detta sidtt separeras de olika
delarna av fermenteringsprodukten med avseende pa komponenternas skilda kokpunkter.
Det &r i detta steg som storst del av energi gar at i framstéllningen av bioetanol[7]. En
viktig faktor for att sinka kostnaderna &r att minska méangden energi som tillférs. Ett satt

att astadkomma detta skulle kunna hittas i en mer virmeresistent jaststam.

Det &r inte bara i destillationsprocessen som intresset kring utvecklandet av en mer
varmeresistent jéast finns. Da fermentationsprocessen av socker dr en exoterm reaktion
krévs det ofta att det finns kylningssystem kring fermentationsreaktorer for att bibehéalla
temperaturen pa optimala nivaer sa inte jisten tappar produktivitet. For fullstindig
utrdkning for virmeutveckling for denna process, se bilaga A.1. Nedkylning &r den van-
ligaste 1osningen pa detta i varmare linder dir temperaturerna ofta dverstiger optimala
forhallanden. Idag ar 32°C den vanligaste temperaturen for fermentation vilket blir pro-
blematiskt i lander som till exempel Brasilien, en av vérldens storsta etanolproducenter,
dir temperaturen ldtt overstiger detta[8]. Genom att utveckla en jiaststam med béttre
véarmetolerans blir behovet av att kyla fermentationsreaktorer inte lika stort och mindre
energikravande. Detta skulle betyda att mindre resurser liggs pa nedkylning av reaktorer
vilket gor processen béttre ur bade ett ekonomiskt och miljoméssigt perspektiv. For lander
dér klimatet &r mildare &r kylningen av reaktorer inte ett lika stort problem men &ven héar
finns intresset av en mer virmetolerant jiststam for fermentationen. Da reaktioner ofta
gar snabbare vid hogre temperaturer kan reaktorer virmas upp langre for en effektivare

produktion utan att riskera att jésten dor.

Om fermentationen skulle kunna koras vid en temperatur som ar 5°C hogre dn 35°C,
en temperatur vilken ocksa forekommer i bioreaktorer for etanolproduktion, berdknas ett
foretag med en sammanlagd reaktorvolym pa 30 000m? kunna spara in 30 000 US$ per
ar[9]. Om ett hjélp-enzym med optimum vid hogre temperaturer skulle kunna anvéndas
vid fermentationen sa behéver mindre enzym tillsittas tillfoljd av att reaktorn kan koras pa
hogre temperatur vilket skulle spara in pengar i enzymkonstnader. Ett annat aterkommande
problem i bioreaktorer #r kontamination vilket kan leda till kostnader upp emot 50 000 US$
for reaktorer pa 260m3[9]. Om reaktorn kan kéras pa hogre temperaturer minskar risken
for kontamination[9]. Avslutningsvis sa betyder en 6kad temperatur pa produktlosningen

att mindre energi behdver tillféras for att na nésta steg i produktionskedjan, destillation,
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vilket ocksa minskar kostnaderna pa processen[10]. For att forbéttra etanolproduktionen

skulle alltsa utvecklingen av en mer varmetalig jdststam dven hir vara av intresse.

1.2 Introduktion till arbetet

Med detta arbete gors ett forsok att utveckla en okad virmeresistens hos jaststammar
med metoden kallad Adaptive Laboratory Evolution, (ALE). Denna appliceras genom att
utsétta jisten for stress i form av stegrande varmechocker som upprepas flera ganger under
en lang tid med en vilo-/aterhdmtnings-period mellan varje chock. En liknande metod
vilken visat sig effektiv pa att introducera nya mutationer ar kemisk stress dar mutationer
uppkommer slumpartat i jdstens genom till f6ljd av stressen. Skillnaden mellan den och
var metod Ar att istéllet for att ge upphov till slumpartade mutationer vill vi selektera for

de stammar vilka bést anpassar sig till den 6kade temperaturen i chockerna.

1.3 Hypotes

Genom att utsétta jést for stress i form av virmechocker férvintas en 6kad tolerans mot
varme erhallas. Dock kan det ej forutsigas om varmechockerna enbart forbéattrar tolerans
mot kortare stressmoment eller &ven gor stammarna mer taliga mot kontinuerliga chocker
over ldangre perioder. Jésten kan dven ténkas forlora andra egenskaper i samband med nya

mutationer sasom till exempel tolerans mot etanol i hogre koncentrationer.

1.4 Syfte och Mal

I detta arbete anvinds en pulsstressmetod for att genom ALE tvinga jist att utveckla
mutationerna f6r 6kad tolerans mot hogre temperaturer &n de vanligtvis féredrar. Tanken
ar att utfora dessa pulser med dkande temperaturer for att skapa ett allt hardare klimat.
Detta okar det selektiva trycket mot en hogre virmetolerans i cellernas evolutiondra ut-
veckling. Med denna metod hoppas vi kunna na malet att utveckla en stam vilken Gverlever

och tillvixer vid 40°C som samtidigt, férhoppningsvis, behaller sin héga omséttning av
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glukos till etanol genom fermentation. Ett annat mal &r att &ven se om denna pulsme-

tod visar sig vara béttre dn ett tidigare testat tillviigagangsitt dér jasten utsattes for en

kontinuerligt 6kande virmestress.

1.5

Overblick av rapporten i sin helhet

For mer information kring de metoder och jiststammar som anvénts finns detta

beskrivet i kapitlet Teori.

For att undersoka om ALE &r en effektiv och praktisk metod for att ta fram en ny

tolerans hos en jaststam utfordes en laborativ studie vars tillvigagangssétt aterfinns

i kapitlet Metod.

For att finna resultatet utav de undersckningar som gjordes, déribland OD samt
biomassa koncentrationer i (g/L), bioscreen for att finna ett laborativt pmax samt
en HPLC studie 6ver hur koncentrationer i odlingen forédndrades 6ver tiden ligger

detta samlat under kapitlet Resultat.

Avslutningsvis finns en diskussion 6ver hur arbetet fungerat, vad resultaten har gett
for insikt i hur ALE fungerar som utvecklingsmetod. I diskussionen finns dven en
slutsats huruvida arbetets syfte har uppnatts och hur vidare forskning pa denna
jaststam skulle kunna fortsétta genomforas. Diskussionen reflekterar 6ver om denna
metod kan appliceras i utvecklandet av framtida industriella jdststammar samt vad

som kunnat goras béttre i genomforandet.



Teori

2.1 ALE - Adaptive Laboratory Evolution

ALE ar en metod diar man utsitter en organism for en yttre paverkan, i arbetets fall
varmechocker, vilken den tvingas utveckla en 6kad tolerans mot. Detta gors genom mu-
tationer vilka fors vidare till ndstkommande och framtida generationer av organismen. De
som inte klarar av att anpassa sig dor ut och kvar blir de vilka lyckats utveckla tolerans.
Genom att upprepa chocker 6ver langre tid med storre yttre pafrestning forvintas de simre
anpassade organismerna selekteras bort. Metoden kan inte enbart anvéndas for att fa fram
till exempel viarmetalig jdst utan man kan &dven titta pa fordndringar hos organismerna i
fraga for att se pa vad som dndrats i deras genom. Detta kan bidra med en storre forstaelse
for varmetalighet, eller annan resistens, hos organismer och cellkomponenter sdsom pro-
teiner. Framtida organismer kan sedan genmodifieras om mutationen sekvenserats for att

snabbare fa fram den 6nskade egenskapen, funnen med hjélp av ALE.

I en studie gjord av Luis Caspeta et al. odlades virmerestistenta stammar fram som kunde
vaxa vid 39,5°C i1 90 dagar under kontinuerlig stress. Stammen, efter 300 generationer,
visade pa en hogre specifik tillvixthastighet, en hogre glukoskonsumtion, hégre etanol- och
glycerolproduktion samt ett hogre biomassautbyte. De fann dven att flertalet mutationer
samt dandringar i kromosom III hade intréiffat vilka ar delaktiga inom respiration och DNA-
reparation. For att fa fram dessa mutationer anvindes ALE. Jéststammen som togs fram

erholls fran chocker pa vildtyp jiaststammen S. cerevisiae CEN.PK113-7D.[11, 12]

Skillnaden mellan pulsstress och kontinuerlig stress dr hur lang tid stressen ldggs pa orga-
nismerna. En pulsstress &r kortare och girna kraftigare mot organismen medan en kontinu-
erlig stress dr mer konstant och 6ver flertalet generationer. Genom att anvénda pulsstress
ges cellerna dven en tid att aterhdmta sig mellan palagd stress till skillnad fran kontinuerlig
stress dér ingen aterhdmtning tillats. Genom att franta cellernas kolkélla under pulsstres-
sen forvéintas de inte dela sig under chocktiden, istéllet forviintas en respons mot stressen i

form av adaption for att klara chocken. En annan liknande experimentell process, likt den
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som utfors i detta arbete, med pulsstress ndmns i boken ” Yeast Metabolic Engineering”.
Skillnaden mellan denna process och den som behandlas i rapporten var en kemisk stress

snarare dn en temperaturbaserad stress.|2]

Studier visar pa att da S. cerevisiae modifierats for att klara specifika stressforhallanden,
via ALE eller liknande metoder, har ofta andra egenskaper gatt forlorade. En jéststam
som utsattes for kontinuerlig koboltstress fick battre formaga att klara av hoga cobaltkon-
centrationer men en sidmre féormaga att klara etanol- och viiteperoxidbaserad stress.[13]
Liknande resultat har setts pa jést som anpassats for att vixa pa xylos under anaeroba
forhallanden da de fick en sédmre tillvixt pa glukos.[14] Ett tredje exempel pa forlorade
egenskaper hos jést efter kontinuerlig stress dr en jiststam som togs fram att klara att leva
pa begrinsad kolkélla. Jasten fanns klara av att leva béttre pa laga koncentrationer av
kolkéllan i jamforelse med dess vildtyp men visade sédmre resultat da kolkillan inte lingre
var begrdnsande. Orsaken till detta visade sig vara, efter analys av genomet, att jésten
fatt sdmre glukosdetektion och -transport.[15] Att anvénda en riktad evolutiondr metod
verkar alltsa fungera men kan &ven bidra med andra egenskaper, positiva och negativa,

samtidigt som den erhaller den 6nskade egenskapen.

2.2 Satsvis odling

I detta projekt odlas jésten i en satsvis odling. Satsvisa odlingar karaktéiriseras av att
jéasten far véixa i en sluten behallare med finit méngd néringsdmnen. Som en foljd av detta
sker mikrobiell tillvixt allmént i tre olika faser: lagfas, logfas samt stationérfas. I lagfa-
sen sker minimal tillvéixt och produktion da jasten anpassar sig till sin nya omgivning. I
logfasen sker exponentiell tillvaxt tills all glukos &ar féorbrukad och stationérfasen inleds. I
stationérfasen har tillvixt stannat, vanligtvis pa grund av substratbrist eller htga koncent-
rationer av en toxisk produkt. En viktig effekt av satsvis odling &r att cellerna selekteras
for snabbast tillvixt, medan en kontinuerlig odling selekterar for de celler som har hogst
affinitet till det begrénsande substratet. Detta pa grund av att i en kontinuerlig odling
tillfors det kontinuerligt en viss méngd kolkélla. Denna kolkélla blir snabbt konsumerad
av de celler som befinner sig i odlingen, vilket haller kolkéllekoncentrationen 1lag men kon-

stant. Det innebér att de celler som bést kan ta till vara pa den kolkélla som tillfors, i
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denna kolfattiga miljo, &r de celler som 6verlever och tillvixer. I en satsvis odling finns
all kolkalla tillgdnglig i 6verflod fran start, och tillvéixt kan ske tills denna tagit slut. Da
miljon till en borjan &r rik pa substrat dr en langsam men effektiv anvéindning av kolk#llan

inte lika gynnsam som en ineffektiv men snabb tillvéxt.[16].

2.3 CEN.PK113-7D och S288C

De tva jéaststammar vilka anvénts i arbetet tillhor bada arten Saccharomyces cerevisiae
vilket &r den vanligast forekommande jéstarten. Stammarna som anvénds, S288C samt
CEN.PK113-7D, ar vanligt forekommande laboratoriestammar. De tva &dr mycket lika
varandra, da CEN.PK113-7D &r en stam som utvecklats fran S288C. Skillnaden mellan
dem &r att CEN.PK113-7D har 83 gener som inte finns i S288C, samt runt 1400 proteiner
som skiljer sig i struktur fran dess motparter i S288C. Stammen S288C designades av
Robert Mortimer for att ha ett minimalt niringsbehov.[17, 18] En skillnad mellan de tva
stammarna ar att CEN.PK113-7D genmodifierats till att kunna tillvdxa bra vid avsakna-
den av biotin vilket &r nagot S288C inte gor. Da jéststammarna varit i biotinmedium sa
skapas en biotinreserv, detta for att kunna éverleva béttre i avsaknaden av biotin om sa
bara under en kort period.[17] Bada stammarna har en regelbunden form och volym runt
30-100 pm?® och en densitet runt 1,08-1,10 g/cm? vilket ger en genomsnittlig jistcell en
massa pa 7,1 * 107! kg om de riiknas ha en medelvolym pa ~ 65 ym? [19]. For utrikning

om cellernas medelvikt, se bilaga A.2

2.4 Cellkoncentration

Koncentrationen av celler dr viktig att kunna berikna for att kunna fa ett resultat pa
hur vil cellerna anpassat sig till en ny miljo. Denna kan beridknas med hjilp av bland
annat OD-métning, cell dry weight samt med riknekammare via mikroskop, vilka &r de
tre metoder som anvénts under laborationsarbetet. OD-métning, den metod som anvints
mest och haft storst betydelse for arbetet, méter hur mycket cellerna hindrar ljus fran att

fardas genom losningen. Fler celler bidrar till att mindre ljus fardas rakt igenom, vilket
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spektrofotometern uppméter som ett hogre absorbansvérde. For utrdkning av biomassa-
koncentration, se bilaga A.3 Cell dry weight i sin tur méter torrvikten pa ett prov celler
och anvénder sig av en kind torrvikt per cell. En rdknekammare anvinds med hjélp av ett
mikroskop dér antalet celler i kammaren riknas pa en bestdmd yta med bestidmd volym.
Riknekammare och cell dry weight kan anvindas for att bestimma hur manga celler som
finns for ett visst OD. Tack vare att koncentrationen &r proportionell mot optiska densite-
ten inom vissa betingelser kan Lambert Beers lag utnyttjas genom OD-métningar for att
berékna cellkoncentrationen. Da OD anviinds for att bestimma cellkoncentration sé kan
ett mojligtvis inkorrekt resultat uppsta om cellernas storlek eller form &ndrar sig. Detta
da ljuset fran spektrofotometern far littare eller svarare att firdas genom l6sning per cell
fran vad som tidigare beriknats. Det har pavisats att jistcellers storlek kan variera kraftigt
da de utsiitts for temperaturchocker[20]. For att undvika detta missvisande resultat kan
proverna undersokas med mikroskopi for att observera avvikelser hos cellstorlek, -form och

-beteende.
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3.1 ALE - Adaptive Laboratory Evolution

3.1.1 Viarmechocker

Fran stammarna som anvéndes togs tva kulturer av varje stam. For S. cerevisiae CEN.PK113-

7D delades stammarna upp i C1 och C2, och for S. cerevisiae S288C i S1 och S2.

Pulschocker utfordes enligt bilaga B.1. De forsta chockerna utférdes pa 38°C i 4 timmar,
efterkommande chocker tkade i temperatur i steg av 0,5°C tills 45°C naddes. Chocktiden
Okades till 5 timmar efter cykel 3. Nér chocktemperaturen nadde 45°C chockades resterande

cykler pa 45°C.

3.1.2 Tillvaxt 6vernatt

Efter chocken odlades jésten i en satsvis odling under aeroba forhallanden i komplext me-
dium (YPD), se bilaga B.2. Odlingen skedde 6vernatt i 15 mL kulturtuber som placerades
i en 30°C skakinkubator.

3.1.3 Nedfrysning

For att spara de framsteg som gjordes anvéndes cryotuber som forvarades i en -80°C frys.
For att tillata jast att dverleva nedfrysningen till -80°C anvéndes en glycerollésning, som
i cryotuben hade en koncentration pa 30% W/W. For att astadkomma detta anvéndes en

stock av 60% W /W glycerol som blandades med lika delar jastkultur.
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3.2 Tester under arbetets gang

For att undersoka hur de framodlade stammarna uppforde sig gentemot redan existerande
véarmetoleranta stammar soktes information fran tidigare studier. I en studie av Luis Ca-
speta et al. togs jaststammen T11 fram, vilken har anvénts som jémforelse for framtagna

jaststammar vid flera tester i denna rapport.[11]

En véirmegradient gjordes fran 35°C till 41°C for att fa en bild av hur val stammar-
na overlever olika temperaturer. Detta utférdes enligt bilaga B.1 med skillnad att PCR-
maskinen var instélld pa gradientlage, dér de olika brunnarna varierade i temperatur mel-

lan 35°C och 41°C.

Samtidigt gjordes en &vernattsodling vid 39°C och senare en pa 45°C for att testa cellernas

varmetalighet i hoga temperaturer. Detta utfordes enligt bilaga B.3.

Under fortgangen av det laborativa arbetet undersoktes de olika stammarna med mikro-

skop. Bade 1000x férstoring med oljeimmersion och 400x forstoring anvéndes.

3.2.1 Kontamineringskontroll

Stammen S1 borjade att bete sig annorlunda gentemot S2 da pulschockerna nadrmades
45°C. Detta antogs vara en naturlig utveckling da de tva stammarna varit atskilda och
upptinade under totalt tre veckors tid. Experiment utfordes for att avgora om orsaken till

skillnaden mellan dem var fran kontamination eller evolution hos jaststammarna.

En vitaminblandning forbereddes utan biotin, se bilaga B.4. Stammarna S1/S2 samt
C1/C2 odlades sida vid sida med och utan biotin nérvarande i mediet. For att fa ett
béttre resultat odlades kulturerna med och utan biotin 6ver ett spann av tva dagar, ef-

tersom cellerna har biotinreserver de kan verleva pa[l7].

For att kunna dra ett slutgiltigt beslut om huruvida kontamination av stammen S1 hade

skett anvédndes mikroskopi. Bilderna togs vid 1000x forstoring.



Metod 11

3.2.2 Bioscreen

En bioscreen anviinds for att studera tillvixten av jast i realtid. Maskinen bestar av en
inkubationskammare dir tva vaxkakplattor &r placerade. Ett avldsningsinstrument ldser
av ljusabsorptionen fran brunnarna i inkubatorn. Ett program féljer utvecklingen genom
att ta OD-prover 6ver utsatta tidsintervall vilka plottas i en graf for att gora det ldttare att
folja tillvixten i brunnarna. Detta OD behandlas med en korrektionsformel for att fa det
egentliga OD-viirdet[21]. Med hjilp av den data som uppmiits kan specifik tillvixtfaktor

berdknas, se bilaga A.4.

For att fa en Overblick 6ver hur jédsten har fordndrats over cyklerna sa forbereddes en
bioscreen med 90 prover som kordes vid 39,5°C. De cykler som valdes var de som uppvisat
en stor skillnad i OD mellan chockerna, se figur 4.1. De jiststammar som anvéndes for
S1 och S2 var de som utsétts for 18, 11 samt 3 pulschocker. For C1 och C2 anvindes
stammar som utsitts for 16, 11 samt 3 pulschocker. Utéver S1, S2, C1 och C2 anvindes
dven vildtyp-stammarna for bada jasterna, samt T11. Varje stam placerades i tre brunnar

var pa plattan, varje brunn innehallandes 145 pL. med en initial-OD pa 0,1.

For att fa ytterligare information om hur jésten forindrats av chockerna gjordes dven
samma tester fast med 50 g/L etanol i varje brunn. Detta eftersom det visat sig att
nér jast utvecklats med avseende pa en stressfaktor sa kan stammen forlora respektive
erhalla storre motstandskraft mot andra stresstyper. Da etanol dr en viktig del av jéstens
funktion i industrin valdes att testa mot just denna. Bioscreenproverna var ddrmed 45
prover utan etanol, 45 prover med etanol samt en blank. Efter att en bioscreen utforts
gjordes manuella OD-métningar av tio stycken brunnar, se tabell 4.3 for en jamforelse

med bioscreen-uppmaétta véirden.

3.2.3 HPLC

HPLC, high performance liquid chromatography, &r en metod dér ett prov separeras be-
roende pa specifika egenskaper. Provet tvingas genom en kromatografikolumn under hogt
tryck vilket separerar innehallet i provet som sedan samlas upp i slutet av kolumnen. An-

delen av ett visst &mne i ett prov kan bestdmmas med hjalp av att jimfora provet mot
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en standardkurva med kinda koncentrationer. Amnen sasom glukos, etanol, glycerol och

acetat med mera kan undersokas[22].

For att fa insikt i hur metabolismen hos de framtagna stammarna forholl sig till vildtyperna
gjordes en understkning med hjélp av en HPLC. De mest utvecklade stammarna, 16 for
CEN.PK113-7D och 18 for S228C, testades gentemot T11-stammen samt vildtyperna for
S288C och CEN.PK113-7D. Satsvisa odlingar med volym pa 50 mL och initial-OD pa
0,1 forbereddes och placerades i en skakinkubator instdlld pa 39,5°C. Prover a 1 mL togs
varje timme, férutom forsta timman da inget prov togs. Proverna sparades i frys for HPLC-
métning efter att OD miéitts samt celler filtrerats bort. Detta gjordes med hjélp av ett 0,2

pm cellulosafilter for att eliminera spar av biomassa fran proverna.
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4.1 Test av ursprunglig temperaturresistens hos CEN.PK113-
7D och S288C

For att hitta en bra begynnelsetemperatur gjordes forsoket med en virmegradienten i en
PCR-maskin. Det som soktes var en temperatur dir stora delar av populationerna dog
och anledningen att detta gjordes i en PCR-maskin var eftersom samma maskin skulle
anvindas som virmekélla for chockerna i de framtida testerna. Virmegradienten vari-
erade mellan 35°C och 41°C pa 32 kulturer av CEN.PK113-7D- och S288C-vildtyper.
Virmegradientchocken kordes i fem timmar med aterhdmtning i 6vernattsodling. Fran od-
lingarna kunde ingen konkret slutsats dras da tillforlitlig data saknades. Avsaknaden av
data kom fran att proverna haft olika start-OD, sa uppmétt OD efter testerna gav inte
nagon information om skillnaden mellan stammarnas resistens vid olika temperaturer. Det
enda som kunde erhallas var om de 6verlevt chocken eller ej vilket alla observerades ha
gjort, se tabell 4.1. Alla prover visade hoga OD med ingen klar nedatgang utefter 6kande
temperatur. Ddrmed beslutades att en temperatur hégre d&n 41°C var lamplig som mal da

inget prov hade stort fall av cellkoncentration efter gradientférsoket.

TABELL 4.1: Ett forsok med 32 stycken prover som chockats i fem timmar. Temperaturen
pa chocken stiger med provnummret, fran 35°C vid prov ett till 41°C vid prov atta. Visar
OD-virdena for vildtyp-stammarna for C1, C2, S1 och S2.

Provnummer|| OD CWT 1 | OD CWT 2 | OD SWT 1 || OD SWT 2 || Temperatur
1 7,04 7,42 7,14 7,52 35,00
2 6,54 6,50 6,78 7,28 35,86
3 6,76 6,34 7,24 8,50 36,72
4 7,34 6,66 7,32 7,18 37,58
5 7,50 6,60 7,00 7,04 38,44
6 7,22 6,42 7,00 6,44 39,30
7 7,04 6,54 7,06 8,10 40,16
8 6,58 6,26 7,08 7,24 41,00

13
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4.2 Anpassning hos S288C och CEN.PK113-7D under tem-

peraturchocker

18 pulschocker utfordes vilket resulterade i 18 cykler, i numrerad ordning for att selektera
for hog véarmeresistens hos jaststammarna. Resultatet pavisade att S288C klarade sig
béttre d&n CEN.PK113-7D som vid 44°C och uppat observerades ha oregelbundna och
nedatgaende OD-virden. De fyra sista chockerna genomférdes alla pa 45°C. Medan Cl1
och C2 visade pa svarigheter i att fortsidtta tillvixa vid hogre temperaturer sa klarade
bade S1 och S2 detta vil fram tills den sista chocken. Vid den sista chocken erhdlls ett
markant ligre OD for bade S1 och S2 vilket visade pa att storre delen av cellerna dott av

chocken, se figur 4.1.
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#2 #3 ES #5 #6 #7 #B #3 #10  #11  #12 #13  #14  #15 #16 #17  HI1B

—e—CEN PK 113-7D (1} =—a=CEN PK 113-7D (2) 5288C (1) 5288C(2)

Ficur 4.1: OD-métningar for alla chocker under utvecklingen. Varje punkt motsvarar
OD-vérdet for en 6vernattskultur som odlats fran ett tidigare chockat prov. Numreringen
talar om vilken cykel som kulturerna tillhérde.
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4.3 OD-métningar fran aeroba satsodlingar i 39°C och 45°C

OD-métningar utférdes pa stammar som fatt tillvixa i forhéjda temperaturer i en 6vernattsodling.
Detta for att understka hur virmetaligheten, under langvarig exponering, hos de olika
stammarna fordndrats av pulschockerna. Initial-OD for varje kultur var 0,1. Testet gjor-

des parallellt i fyra tuber av varje stam for stammarna C1, C2, CWT, S1, S2 och SWT.
S288C observerades prestera béttre &n CEN.PK113-7D varav S1 visade pa hogst OD efter

18 timmar med ett OD runt 3. S2 gav ett nagot ligre OD &n SWT men bada runt OD

1,5. CEN.PK113-7D i sin tur gav OD-vérden mindre &n 1, se figur 4.2.

3,5

3

25

2
(o]
o

15

1

0

CEN PK 113-7D (1) CEM PK 113-7D(2) CENPK113-70  S2BBC(1)#1E  S288C(2)#18 52BBC [WT)
#16 #16 {WT}
ETubl mTub2 mTub3 Tub 4

FIGUR 4.2: OD-miétningar tagna efter 18 timmar fran évernattskultur i 3 mL kulturtuber
som odlats vid 39°C i shaker.
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Ett liknande test gjordes for 45°C. Detta for att se hur vil de olika jaststammarna klarade
sig pa en hogre temperatur dn 39°C. Resultatet visade att alla stammar 6verlevde 45°C
men S1 och T11, prov 2, klarade sig markant battre &n resterande jaststammar. Medan
ingen CEN.PK113-7D-stam visade pa nagon egentlig tillvixt och stannade pa 0,1 OD sa
tillvixte S1 sig 8 ganger sa stor och T11 14 ganger sa stor fran start-OD 0,1, se figur 4.3.
Resultatet visade att S1 och T11 verkade kunna tillvixa vid 45°C. Tva olika prover av
T11 gav valdigt olika resultat vilket tyder pa ett felaktigt utférande eller en variation inom

stammen. D& proverna togs fran olika kolonier fran agarplatta &r bada en mojlighet.

b
3
]
[
o
=t £ - = !
=3 ,:__: ‘_: =1 I =1
CEN PK CEM PK CEN PK 5238cC (1) S528BC (2) 5283C (WT) Ti1i (1) Ti1 (2}
113-70 (1) 113-7D (2] 113-7D #1383 #18
#le #16 {WT)

FI1GUR 4.3: OD-métningar tagna efter 17 timmar fran 6vernattskultur i 3 mL kulturtuber
odlade vid 45°C i shaker. Forsoket utfordes med en kultur per stam for C1, C2, CWT,
S1, S2, SWT, T11 (1) samt T11 (2)
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4.4 Maitning av glukoskonsumption, tillvixt och produkt-

bildning i satsvisa odlingar

Metabolismen hos de framchockade stammarna underscktes genom anvindning av en
HPLC. De metaboliter som méttes var glukos, etanol, glycerol och acetat. OD-métningar
gjordes i samband med provtagningen, testet kordes éver 21 timmar. Fran OD-métningarna
observerades att S1-stammen uppvisade otroligt snabb tillvixt under de forsta fyra tim-
marna av forsoket for att sedan i stort sédtt avstanna helt. Detta tros bero pa att provet
varit kontaminerat vilket dven Ovrig data visade pa. Hos de 6vriga stammarna erholls
en normal tillvixt fram tills att alla prover lamnades Gver natten. Nér sista provet togs
morgonen efter observerades att T11 stammen 6kat mycket kraftigt under natten medan

ovriga stammarnas OD stadigt ckat dock inte med samma hastighet.

—@—52BBC (1) #18 A —+—5288C (1) #18 B 52BBC (2)R1B A 52BBC(2)#18B ——CEN PK 113-7D (1) #16 A
—=a— CEN PK 113-7D (1) #16 B ——CEN PK 113-7D (2) #16 A =——=—CEN PK 113-7D (2} #16 B —>e—5288C (WT) A —4=—352BBC (WT) B
= CEN PK 113-7D (WT) A  =—ge—=CEN PK 113-7D (WT)B —ae—T11 A T11B
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22

Tid (h)

F1GUR 4.4: OD-métningar tagna fran kulturerna C1, C2, CWT, S1, S2, SWT och T11.
Testet utfordes pa tva kulturer fran varje stam. Alla stammar odlades i 50 mL YPD i 100
mL E-kolvar vid 39,5°C i skakinkubator.

Matdata fran HPLC-experimentet anvindes for att jamfora bildandet av etanol mot
forbrukningen av glukos. Fran detta erholls att T11 var bist pa etanolproduktion over
21 timmar da den konsumerade all glukos och bildade runt 7,5 g/L etanol. Men #ven
manga av de stammar som odlades fram genom ALE erholl goda virden pa etanolproduk-
tion samt konsumerade all glukos. Som exempel visade S2 pa en god produktion med en

slutkoncentration av etanol pa 7 g/L, se figur 4.6.
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Dock uppvisade inte alla stammar samma be-
teende. S1 avvek kraftigt fran den normala
utvecklingskurvan som observerades hos de
ovriga stammarna da den inte férbrukade all
glukos, det fanns nérmare 13 g/L kvar efter
21 timmar och erholl en etanolkoncentration
pa endast 0,2 g/L. Det observerades &ven att
bade S1 och T11 producerade en stor méngd
acetat, 3,3 och 2,25 g/L vardera medan S2
endast producerade en observerad koncentra-
tion pa 0,75 g/L. S2:s uppmétta acetatviirde
var ungefir lika med alla de Ovriga stam-
marnas, samtliga lag mellan 0,7-1,0 g/L. Den
laga méangden etanol vilken observerades i
S1 misstdnktes bero pa kontamination fran
en okdnd mikroorganism. Experimentets re-
sultat visade att T11 stammen erhaller den
hogsta méangden etanol. S2 erholl néstan
samma méangd men producerade en mindre
mangd acetat. Detta tillsammans med de ob-
serverade storlekarna pa cellkoncentrationen
frain OD-métningarna ger att S2 fortfaran-
de producerade en stor mangd etanol, trots
att den slutgiltiga cellkoncentration var be-
tydligt mindre &n den som observerades for

T11-stammen.

Etanol och Aetat (g/L)

F1GUR 4.5: Glukoskoncentration (g/L)
mot etanol (g/L) och acetatproduktion
(g/L) hos S1. Antas vara kontaminerad
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FI1GUR 4.6: Glukoskoncentration (g/L)
mot etanol (g/L) och acetatproduktion
(g/L) hos S2
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FIGUR 4.7: Glukoskoncentration (g/L)
mot etanol (g/L) och acetatproduktion
(g/L) hos T11
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((c)) SWT:s Glukoskoncentration (g/L) mot produktion av etanol (g/L)

FiGUr 4.8: Resultaten av HPLC experimentet for C1, CWT samt SWT. Fran dessa
erholls att alla forbrukade allt glukos provet inneholl fran start samt att de producerade
en etanolméngd enligt foljande, C1 6,4 g/L, CWT 6,5 g/L och SWT 7,0 g/L.
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Fran odlingarna av C1, CWT och SWT observerades det att alla tre férbrukade allt glukos
over de 21 timmarna som odling fortgick. Produktionen av etanol varierade nagot mel-
lan CEN.PK113-7D och S288C men var valdigt lika mellan C1 och CWT. Resultatet fran
CWT och SWT visade pa att &ven om stammarna ej blivit chockade klarade av att tillvixa
i en batchodling med férhéjd temperatur under 21 timmarna med god etanolproduktion.
Att SWT erholl battre resultat &n bada CEN.PK113-7D-stammarna gav ytterligare indi-

kationer pa att stammen har en béttre adaptiv forméaga &n CEN.PK113-7D.

4.5 Tillvaxtkurvor, generationstid och etanoltolerans

For att beriikna tillviixthastighet 6ver olika cykler och samtidigt kunna jamféra utveck-
lingen av jéisten Over olika antal chocker gjordes en bioscreen. Efter att bioscreendata
korrigerats enligt bilaga A.5 kunde tillviixtkurvor plottas for de olika stammarna. Dessa
tillvéixtkurvor presenteras som medelvirdena for de tre olika proverna som gjordes for
varje stam vilka sedan plottats over tid, se figur 4.9. Da etanol var nirvarande i 1osning
observerades att néstan alla jdststammar ej tillvixte. T11 kan ses na ett OD Over tva
redan innan fyra timmar, nagot ingen av de andra stammarna gor. S1, cykel 18, vilken
nadde nést hogst OD strax under det av T11 hade ett OD-varde pa 6ver tva vid ungefér
fem timmar, se figur 4.9(a). S2 i sin tur visade sig véixa simre &n sin vildtyp efter bade
3, 11 och 18 cykler, da vildtypen snabbare nar ett maximalt OD, se figur 4.9(b). C1 visar
ingen storre forédndring gentemot vildtyp samt 6ver cykler men gav ett nagot béttre virde
efter 3 cykler. Liknande resultat kan observeras for C2 dér den efter 16 cykler samt vildtyp
visar véldigt lika varden men de med farre antal cykler, 3 och 11, visar pa en nagot béttre

tillvaxt, se figur 4.9(c) och 4.9(d).



Resultat 21

0ob

Tid (h)

——51-18 —=-51-11 —51-3 SWT ——T11

((A)) Bioscreendata med tillvéixtkurvor for S1-stammar samt T11. Numret efter
S1 visar pa vilken cykel provet gjordes pa, alltsa hur manga pulschocker provet

utsattes for.
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((B)) Bioscreendata med tillvixtkurvor fér S2-stammar.
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((c)) Bioscreendata med tillvixtkurvor for Cl-stammar.
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((D)) Bioscreendata med tillviixtkurvor fér C2-stammar.

14

F1aUR 4.9: Plottarna visar tillvixtkurvor fér S1, S2, C1 samt C2. Alla stammar, férutom
S1 som plottas med T11, plottas med sin vildtyp, olika cykler i chockandet samt hur

nérvaron av etanol paverkade tillvixten.

S1 samt T11 visade pa viss tillvixt vid nédrvarande av tillsatt etanol vilket presenteras i

figur 4.10. S1 kan ses véxa béttre &n T11 med tillsatt etanol men sdmre &n SWT utan

tillsatt etanol.
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F1cUR 4.10: Figuren visar hur S1 forhaller sig gentemot sin vildtyp. Grafen visar dven
tillvixten hos S1, SWT och T11 vid nérvaro av etanol.

Med hjélp av tillvixtkurvorna och OD o6ver tid kan generationstiden beriknas genom att

ta logaritmen av OD-data. Generationstider for S1 och S2, cykel 18, C1 och C2, cykel 16,

SWT, CWT och T11 berdknades. Alla utan extra tillférd etanol, se figur 4.11. Genera-

tionstider fran graferna berdknades till 1 timme och 12 minuter f6r T11, 1 timme och 18

minuter for S1, 2 timmar och 6 minuter for SWT samt en approximativ generationstid

for resterande pa 2 timmar och 42 minuter, se tabell 4.2. Detta stodde teorin att S1 blivit

kontaminerad, dock var den snabba tillvixten hos T11 ett ovéintat resultat.
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((A)) Approximation av tillvéxthastigheten for S1, T11 samt SWT.
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-2,5
Tid (h)

» 52-18 Ci1-16 C2-16 CWT

((B)) Approximation av tillvixthastigheten for S2, C1, C2 samt CWT. Alla fyra
stammar observeras ha liknande tillvixthastighet.

F1GUR 4.11: Approximation av tillvixthastigheten for S1, S2, C1, C2, SWT, CWT samt
T11.

TABELL 4.2: Beréknade p-virden for stammarna C1, C2, S1, S2, CWT, SWT och T11.
Beraknat utifran tillvixtkurva erhallna fran bioscreen-forscket. Generationstid berdknad
fran specifik tillvixtfaktor.

Storheter T11 S1 SWT Resterande
n(h™1) 0,58 0,53 0,33 0,26
G (h) 1,2 1,3 2,1 2,7

Mycket stor skillnad fanns mellan de manuellt uppmétta och de beriknade OD-virdena
fran bioscreenproverna. Alla de manuella virdena méttes mot en blank som togs fran
bioscreenen. De manuella OD-métningarna gjordes som en kontroll men gav inget tydligt

resultat, se tabell 4.3.
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TABELL 4.3: En manuell OD-métning jimfors med det sista uppmétta OD-véirdet fran
bioscreenen. De manuella OD-virdena uppmiittes 1 timme efter sista métningen fran

bioscreenen.
Stam Cykel OD fran spektro- | OD-métningen fran Bi-
fotmeter oscreenen
S1 18 3,38 2,170
S2 18 0,94 1,632
C1 16 2,20 1,336
C2 16 0,72 1,539
Swt - 0,86 1,712
S1 +EtoH 18 0,82 0,780
S2+EtoH 18 0,56 0,242
C1 +EtoH 16 0,22 0,189
C2 +EtoH 16 0,58 0,173
Swt +EtoH - 0,10 0,201

4.6 Kors-kontaminationstest

Odlingar med biotinfria medium utférdes for att understka om korskontamination skett da
CEN.PK113-7D ska kunna viixa utan tillsatt biotin, nagot S288C ska ha svarare for. Vid
franvaro respektive néirvaro av biotin i en vitaminlosning erhélls efter en 6vernattsodling
att C2 Overlevde bést utan biotin med ett OD 6ver 3. S1 gav det sédmsta vardet pa 0,8
respektive 1,5. S2 observeras ha hogre OD vid avsaknaden av biotin &n C1 vilket &r ett
ovintat resultat, se figur 4.12. Med biotin 6verlevde all jist markant battre med OD 6ver

4 for samtliga prov.
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Dag 1 med biotin (A) Dag 1l med biotin (B) Dag 1 utan biotin (&) Dag 1 utan biotin (B)

mCEN PK 113-7D (1) m®CEN PK 113-7D(2) = S28BC (1) S2BBC (2)

FiGUr 4.12: Resultat av en 6vernattsodling med de senaste cyklerna av S288C samt
CEN.PK113-7D. Halften av proverna odlades i ett YP-medium med biotin och andra
hélften i ett YP-medium utan.

Eftersom cellerna har biotinreserver gjordes dnnu ett test med biotinfritt medium men 6ver
tva overnattskulturer istéllet for en. Fran detta forsok erholls att alla stammar klarade sig
mycket sémre utan biotin efter forsta dagen i jamforelse med forsta forsoket i figur 4.12.
Sdamst observerades S1 vara da den ej 6verlevde forsta odlingen varken med eller utan
biotin vilket antyder att nagot fel skett i utférandet. Efter andra odlingen fas néstan inget
OD hos nagon av stammarna vilka odlades utan biotin medan de som odlades med biotin

fortsatte producera normala OD-virden, se figur 4.13
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FI1GUR 4.13: Resultat efter tva dagars odling med de senaste cyklerna av S288C samt
CEN.PK113-7D. Proverna odlades i ett YP-medium, hélften med biotin och andra hélften
utan.

4.7 Mikroskopi

Bilder togs pa stammarna S1 och T11 med 1000x forstoring for att titta pa cellernas
morfologi och for att leta efter potentiell kontaminering av bakterier. Det observerades att
cellstorleken minskat kraftigt samt att cellerna klumpat ihop sig i mindre grupper efter

att ha blivit utsatta for en hég temperatur, i detta fall 45°C, se figur 4.14.

FIGUR 4.14: T11 t.v. och S1 cykel 19 t.h. efter 45 graders chock. Se fig 4.15 f6r jamforelse
av S1 odlad 6vernatt i 30°C
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Storleksskillnaden mellan stammarna SWT, S2, S1 och C2 observerades i mikroskop. S1
observerades vara mycket mindre &n de tre andra stammarna. De kulturer som visas i figur
4.15 var tagna fran HPLC-test efter 21 timmar i satsvis odling. Den misstdnkta konta-
minationen kan ha paverkat resultatet fran HPLC-forsoket. C2 observerades ha liknande
storlek som SWT men klumpade ihop sig mer, inte helt olikt S1, den visade dven pa en

avvikande form.

FIGUR 4.15: Jamforande av stammarna SWT (&verst t.v.) (6verst t.h.), S2(botten

t.v.) och C2(botten t.h). Bilderna togs efter en overnattsodhng V1d 39,5°C. Alla tre pro-

verna S1, S2 och C2 verkar ha blivit kontaminerade av bakterier, vilka kan ses som mindre

och avlanga prickar pa bilderna. Detta dr extra synligt hos S1. C2 visar inte pa samma
morfologi men klumpar ihop sig pa samma sitt som S1.

Forandringen hos S1 undersoktes genom att titta pa flera olika cykler av stammen i
hopp om att finna néir kontamination skett. Bilderna i figur 4.16 visar S1 &ver de tre
sista cyklerna. En klar skillnad i storlek hos stammen kan observeras fran 28 mars, cy-

kel 16, jamfort med Ovriga stammar da dessa krympt i storlek. Sasom i figur 4.14 verkar
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vérmestress paverka, alternativt att cellerna fatt en mutation som paverkar, cellstorleken

for varmeresistens.

$128/3-17#16

$129/3-17 #17

$13/4-17 #18

$131/3-17 #18

516/4-17 #18

S1 4/4-17 #18

F1GUR 4.16: Bilder pa upptinade stammar av S1. De har alla odlats i 6vernattskultur vid
30°C innan bilderna togs. De utskrivna datumen visar da dessa stammar blev nedfrusna.
#n visar vilken cykel de tillhor.
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5.1 Till vilken utstriackning lyckades ALE-processen?

De tva jaststammarna visade sig tidigt tala chocker pa 40°C vildigt bra vilket ledde till ett
beslut om att d&ndra malet till att na 45°C. Detta foranledde att chockerna tog ett snabbt
kliv fran 35°C till 39°C, dar aterupptogs chockrutinen av en 5 timmar lang chock foljt av
overnattsodling i YPD-medium. Resultat av chockerna visade att jédsten ldtt anpassade
sig till chocker av temperaturer pa detta sidttet langt 6ver 40°C vilket tyder pa att ALE-
processen lyckats med att oka deras tolerans mot stress applicerad genom pulser. Dock
kvarstod fragan om stammen blivit béttre pa att 6verleva i hogre temperaturer under
langre tid, samtidigt som den ska kunna producera en 6nskvird mingd etanol. For att fa

svar pa detta gjordes tester med hjilp av en bioscreen samt en HPLC.

Det visade sig dock att det inte var litt att bekréifta om metoden lyckats dka jaststammarnas
tolerans mot varme under lidngre tidsintervall och om de behéllit sin goda etanolproduk-
tion. Detta eftersom testerna fran bade bioscreen och HPLC uppvisade forbryllande resul-
tat. Fran bioscreen erholls att S1 och T11 uppvisade vildigt lika tillvixtkurvor dven om
S1 hade en nagot ldgre tillvéixthastighet, vilket antydde att S1-stammen utvecklat en bra
formaga att tillvixa vid 39°C. Vad som ytterligare kunde observeras fran bioscreenresulta-
ten &r Sl:s etanolresistens vid 39°C vilken ar hogre &n den for T11. De 6vriga stammarna
tillvéixte ocksa men inte alls i det hoga tempo som S1 och T11 uppvisade. S2 visade pa en
samre tillvixt dn sin vildtyp vilket antyder mot att metoden inte alltid fungerat. Varfor
S2 blivit sdmre &n sin vildtyp vid hdga temperaturer ar osikert. Detta da den bade vid
farre samt fler chocker gav liknande resultat i tillvixtkurvorna kan det antas att nagot
hénde vildigt tidigt i det laborativa arbetet som gjort stammen sédmre varefter den inte
fordndrats mycket alls. Det kan tédnkas att S2, istéllet for att anpassat sig till att tillvixa
och dela sig vid hoga temperaturer fatt en mutation som enbart hjélper den 6verleva de
hoga temperaturerna i vintan pa en mildare temperatur. Denna slutsats drogs eftersom

att S2 klarat pulschockerna vildigt bra pa 45°C. C1 och C2 visade tillvaxtkurvor som

30
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vaxer snabbare for cykel 3, samt 11 f6r C2, men vid cykel 16 borjar de aterigen likna sin

vildtyp. Detta misstéinks kunna bero pa for langa aterhdmtningstider mellan chockerna.

Sl-stammens resultat fran HPLC-testet var aterigen vildigt avvikande. Stammen borjade
med att tillviixa véaldigt fort for att sedan néstan helt stanna upp efter endast 4 timmar.
Medan de 6vriga stammarna fortsatte att tillvixa i god takt tills foljande morgon. Dess-
utom var Sl:s glukoskonsumtion och etanolhalt extremt lag, samtidigt som acetathalten
var valdigt hog. Problemet &r att acetat framst bildas som en biprodukt nér jést produce-
rar etanol fran glukos och glukoshalten sjonk knappt under tiden acetat producerades. Det
ar mer troligt att den héga méngden acetat beror pa kontamination av en okind mikro-
organism som tillvixer pa annan metabolit d4n glukos och som dérmed inte observerades i

HPLC:n.

Fran dessa tva tester visade det sig att T'11 stammen var klart bést gidllande méngd produ-
cerad etanol gentemot forbrukade méngd glukos. De flesta av de modifierade stammarna,
med S1 som strikt undantag, hade god etanolproduktion men en markant lagre tillvaxt.
Detta tillsammans med att de modifierade stammarna inte producerade lika mycket ace-
tat som T11 leder till en intressant observation. Métningarna indikerar att C1, C2, och
S2 klarar av att producera nistan lika stor méngd etanol som T11 men med en ldgre
cellkoncentration. Fran detta dras slutsatsen att antingen producerar jisten en annan ej
undersokt metabolit eller sa har de férbrukat mycket glukos fér underhallsprocesser. Det
ar svart att avgora om detta dr en fordel gentemot T11-stammen utan att gora fler tester.
Detta tyder pa att ALE-metoden med pulsstress kan ha fungerat och givit en annorlunda
férdndring &n den som togs fram genom kontinuerlig stress. HPLC-méatningarna visade
dock att vildtyper av CEN.PK113-7D samt S283C ocksa producerade nistintill identisk
méngd etanol som sina chockade variationer vilket tyder pa att metoden som anvindes
inte paverkar etanolproduktionen sirskilt mycket for de stammarna som anvindes. Det-
ta tillsammans med att OD-observationerna fér samtliga stammar erholl liknande vérden
mellan vildtyp och chockade stammar leder till slutsatsen att chockerna inte verkar ha
resulterat i nagon storre forbéttring pa deras formaga att tillvixa eller producera etanol

vid 39°C i en satsvis odling under 21 timmar.
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5.2 Problem kring det laborativa arbetet

Négot som haft stor effekt pa utférandet av det laborativa arbetet var tillgang till material.
Labbet delades med méanga forskare och masterstudenter samt ytterligare en kandidat
grupp a 6 personer. Detta ledde till att labbytan, som &r avsedd for ordinarie forskare, fick
nu delas med ytterligare tio personer. Till en borjan var bada kandidatgrupperna tvungna
att dela pa endast tva pipetter, detta ledde till ett mycket langsamt uppstartande av
det laborativa arbetet. Utover detta sa var bokningen av LAF-biankar, PCR-maskiner,
shakers, thermal shakers, bioscreens, HPLC:n samt mikroskop en faktor som hindrade
mycket av det planerade arbetet. Aven det faktum att vi ej hade tilltréde till lokalerna
efter klockan 16:45 pa vardagar samt inget tilltrdde pa helger vilket satte en grins pa
den tid jasten kunde chockas. Fran borjan var det tédnkt att anviénda en skakinkubator
for att chocka jéstproverna, vilken inte fanns tillgdnglig fér bokning under sa lang tid.
For att losa detta anvindes en PCR-maskin vilken fyller samma funktion, hettar upp
proverna till en foérbestiamd temperatur, dock skakas inte proverna i PCR-maskinen. Detta
ledde till att en pellet formades pa botten av réret under samtliga chocker. Vilka effekter
pelletbildning kan ha haft pa viarmetaligheten hos cellerna dr ej kint men det kan ténkas
Oka virmeresistensen da cellerna ligger ndrmare varandra och bildar en biofilmliknande
struktur. Vill man kunna applicera forskningen pa omrorda odlingar sa dr detta nagot

man maste ta hiansyn till.

P& grund av begréinsad tilltréade till labbet kunde chockerna ej goras kontinuerligt. Jiststammarna
behovde dédrmed sparas i -80°C frys 6ver varje helg. Det behdvdes en évernattskultur fran
torsdagen till fredagen for att skapa en stock att anviénda pa mandagen. Forsta chocken
som kan goras varje vecka &ar da pa tisdagen eftersom en frisch overnattskultur behovs
infor chocken. En foljd av detta dr ocksa att kulturerna far tillbringa totalt 36 timmar i
30°C utan pulschock. Den langa vanttiden kan ténkas paverka den adaptiva evolutionen

da inte lika stor press sitts pa jasten.
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5.3 Bioscreen

Bade erhallet virde for generationstiden hos S1 samt T11 var kortare &n teoretiskt beridkna-
de vérden och misstdnks darmed vara inkorrekt da dessa lag under tva timmar. Genera-
tionstiderna for S1 och T11 &r sa laga att utan fler tester kan inget sigas och néagot fel
antas ha skett. 1 timme och 12 minuter &r otroligt lagt for stammen T11 och stdmmer inte
overens med tidigare uppmétta viarden for stammen vid 39,5°C. Samma slutsats dras dven
for S1 som har en liknande generationstid. Generationstiden for SWT som ligger strax over
tva timmar och ses som mer trolig &ven om detta verkar vara mycket lagt. Da jésten varit i
39,5°C vilket dr en hog temperatur som pafrestar jasten sa bor generationstiden bli lingre
vilket inte verkar vara fallet for dessa tre i bioscreentesterna. For resterande prover togs
ett approximativt virde da alla visade pa mer eller mindre samma tillvixthastighet, vilket

gav generationstiden 2 timmar och 42 minuter vilket dr ndrmare det som forvintades.

Det var manga oklarheter som kan ha bidragit till felaktiga virden nér bioscreenen ge-
nomfordes. Vaxkak-plattan som anvindes gjorde det mycket 14tt att blanda ihop brunnar.
Detta da plattan innehaller 100 stycken brunnar utan individuell mérkning vilket 6kar ris-
ken for att brunnarna blandas ihop vid pipetteringen. Sa trots att arbetet skedde langsamt
och mycket metodiskt, kéindes stor osidkerhet da proven pipetterades i respektive brunnar.
Det finns en mgjlighet att prover kan ha missplacerats och dédrmed avlésts fel. Dock erthéalls
resultat som stdmmer Gverens med tidigare resultat fran OD-métningar. Om ett fel har
skett sa verkar det inte haft en stor effekt pa resultatet 6verlag och det forklarar ej de
korta generationstiderna for S1 och T11. Efter experimentets genomférande noterades att
det bildats ett lager av celler pa botten av brunnarna utan etanol. Det &r oklart varfor
detta skedde da skakning ingick i bioscreenen men det misstéicks att cellkoncentrationerna
i brunnarna blivit for hoga vilket resulterat i att celler fallit till botten. Da de brunnar med
etanol haft en vildigt lag tillvixt har dessa inte natt samma koncentration och déarmed
inte bildat ett bottenlager. Eftersom det inte fanns mojlighet att vortexa brunnarna ut-
anfér maskinen da manuella OD-métningar togs sa antas de OD-métningar som utférdes

efter bioscreen ge ett lagre virde dn det verkliga, se tabell 4.3.
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5.4 Kontamination

5.4.1 Korskontamination

Under experimentens gang har vi alltid férsékt undvika kontaminering. For att dubbel-
kolla att ingen korskontaminering eller annan kontamination skett hos stammarna gjordes
ett antal tester. Fran biotintestet forvintades det att S288C inte skulle kunna tillvixa
lika bra som CEN.PK113-7D i mediet vilket saknade biotin. Né&r testet gjordes forsta
gangen skedde ett misstag vilket var att cellernas biotinreserver inte togs i atanke. For
att gora testet bittre skulle cellerna behdva 6verforas fran den biotinfria 16sningen till en
ny biotinfri 16sning upprepade ganger for att se en overlevnad over en ldngre period &n
en Overnattskultur. Pa en kortare tidsperiod sasom en O6vernattskultur dr det svarare att
dra en klar slutsats 6ver om kontaminering har skett eller inte men oavsett sa forvintades
CEN.PK113-7D prestera béttre &n S288C vid avsaknad av biotin. Detta var inte alltid
fallet da S2 gav hogre OD &n C1. Det kan tédnkas att kontamination skett i ett av proverna
alternativt bada. Da det var osikert hur stor biotinreserv cellerna i vardera prov haft sa
finns det fortfarande en mojlighet att korskontamination inte skett. S1 som gav det minsta
OD-vérdet kan da antas inte vara kontaminerat av CEN.PK113-7D men &dnnu en gang
skulle en lidngre odlingstid behovas for att dra en slutsats med storre sékerhet. For att
gora om detta test foreslas att gora fyra évernattskulturer med startkoncentration pa 0,05
g/L celler med provtagning i slutet av varje satstagning, detta for att ta ut biotinreserver-
na och se om cellantalet konstant sjunker mot noll eller stabiliserar sig med tillvixt. Ett
annat fel som skedde var vid tillberedningen av det biotinfriamediet dér pH inte justerades
innan myo-Inositol tillsattes enligt bilaga B.4 vilket kan ha paverkat vitaminlésningen i

mediet.

For att fa ett mer konkret resultat sa utfordes testet en gang till, dock genomférdes inte
den med storre fordndring pa grund av tidsbrist. Denna gangen fick jisten tillvixa tva
ganger i 6vernattskulturer med och utan biotin samt att mediet byttes mellan dag ett och
tva. En klar skillnad kunde noteras mellan proverna med biotin och dem utan. Dock verkar
det som att ett misstag skett nér det géller inokuleringen av Sl-stammen. Det visade sig

att OD-virdet for S1 var omkring 0,1 for bade det biotinfria mediet och mediet med biotin.
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Det &r extremt osannolik att &ven om S1 var kontaminerad av en mikroorganism att den
ej skulle klara av att 6verleva i mediet. Darfor dras slutsatsen att ett misstag skett vid ino-
kulering. Vad géller biotintestets resultat for évriga stammar sa gar det tyvérr inte att dra
nagra konkreta slutsatser. CEN.PK113-7D-stammarna och S2 visade sig ha ungefiar sam-
ma tillvixt efter tva dagar med och utan biotin. Efter andra 6vernattsodling utan biotin
verkar ingen av stammarna tillvixt sérskilt bra vilket kan innebéra att CEN.PK113-7D-
stammarna blivit korskontaminerad av S288C, en séker slutsats kan dock inte dras. Efter
testets gang har det insetts att dven vildtyperna for de tva stammarna borde inkluderats

1 testet som kontroll.

5.4.2 Okind kontamination

Fran forsta biotintestet erholls ovanligt laga OD-vérden hos S1 efter endast en 6vernattsodl-
ing vilket ledde till att en fraga om den var kontaminerade av nagot annat &n jast stilldes.
For att undersoka om en okénd mikroogranism férekom i provet anviandes ett mikroskop
med 1000x forstoring. Till en boérjan misstédnktes S1 ha blivit kontaminerad redan efter
véarmechock 13 eftersom S1 redan vid denna punkt visat pa en béttre tillvixt. Om provet
vid denna tid faktiskt varit kontaminerat eller ej var oklart, detta underscktes med hjélp

av mikroskopi, se figur 4.16.

Det intressanta med bilderna &r att S1 verkar ha krympt i jaimforelse med Gvriga stammar,
detta kan dven ses i figur 4.15. Detta antogs forst vara en kontamination av bakterier, da
bakterier ofta &r mindre i storlek &n jist. Dock sa visar figur 4.14 att &ven T'11, en stam som
antas vara okontaminerad da den néstan uteslutande har hallits nedfrusen, hade krympt.
Att S1 och C2 verkade klumpa sig var ocksa intressant. Detta antogs vara ytterligare ett

séatt att hantera temperaturstressen.

Enligt tidigare observationer kan védrmechocker leda till att jast krymper till halva sin
initiala volym. Eftersom detta projekt fokuserar pa att utsitta jaststammarna for just
varmechocker sa verkar inte Sl-stammens storlek lika orimlig lingre. Under bioscreen-
forsoket observerades T11 och S1 ha stora likheter vad det géllde tillviixt vid hogre tem-

peraturer.
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Under HPLC-experimentet misstdnktes kontamination ha skett i proverna av S1 och S2.
Detta d& sma avlanga prickar observerades bland jédsten da proverna underscktes med
mikroskopi, se figur 4.15. Detta skulle kunna férklara den nést intill obefintliga koncent-
rationen av etanol samt den otroligt snabba OD-6kningen hos S1. Nagot som &r oklart
ar dock hur resterande stammar ej verkar ha forlorat formagan att producera etanol, da
prickarna tycks ha forekommit i flera prover. Dock kan det dven ténkas att prickarna som
sags genom mikroskopet kan ha uppkommit fran orenheter pa objektglaset varpa proven

placerades.

5.5 Felkillor och framtida forskning

Manga saker i arbetet skulle kunna forbéttras for framtida forskning eller om arbetet
skulle goras om idag. Mycket av metoden utvecklades under arbetets gang och fel rattades
efterhand da de upptécktes. Exempel pa sddana fel som réttats till &r att ett bestamt
OD anvénts under chockerna for att kunna titta pa hur val de olika jéststammarna klarat
varmechockerna och inte enbart om de 6verlevt vilket var fallet i borjan. Optimalt vore
dven att ha atminstone ytterligare ett till prov av varje jiaststam vilket skulle 6ka antalet
jaststammar fran fyra till sex stycken. Samt ta dessa fran olika kolonier pa den ursprungliga
agarplattan, vilket inte gjordes under arbetets start av misstag. Genom att ta olika kolonier
fran vildtyp fas olika startgenom och dédrmed en bredare syn pa hur metoden fungerar.
Fler chocker skulle behova goras for att optimera jiaststammarna béttre, detta gjordes inte
i arbetet pa grund av tidsbrist. Nagot som skulle kunna goras for fortsatt optimering av
jéststammarna vore att fortsétta virmechockerna med mindre steg och kortare chocktid.
De som Kklarat av att anpassa sig kan odlas pa agarplatta dér nya kolonier tas ut. Det
kan forvéntas att jisten i 1osningen har muterat pa manga olika sétt och alla celler bar
inte pa samma mutation. Genom att aterigen dela upp celler i kolonier kan arbetsmetoden
upprepas tills en effektiv jaststam erhallits eller tills metoden motbevisats alternativt
funnits for ineffektiv. Det finns manga alternativa vigar att ga och tester att utfora for

att fa en storre forstaelse for ALE och virmeresistens hos jést.
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5.6 Slutsats

Sammanfattningsvis sa &dr det svart att dra nagra slutsatser om hur vidl ALE-metoden
fungerar da vara erhallna resultat fran de olika experimenten &r motsigelsefulla. Det vi
kan observera dr att jast har en otrolig formaga att tala varmechocker, hela vigen upp till
45°C i fem timmar, trots att den hoga temperaturen ldgger stor stress pa dem. For att
kunna dra nagra konkreta slutsatser om metoden borde férsoken goras om flera ganger
med flera kolonier fran varje stam och 6ver en ldngre tidsperiod for att fa mer tillforlitlig
data. Arbetet har dven hjilpt oss i utvecklandet av var laborativa kunskap och planering
av experiment. Avslutningsvis anser vi att detta har varit ett oerhort lirorikt arbete trots

att resultaten inte givit ett klart svar 6ver metodens applicerbarhet.
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Bilaga 1 - Utrdkningar

A.1 Beridkning av exoterm energiutveckling vid fermenta-

tion

Alla entalpier samt vattens specifika viarmekapacitet &r himtade fran Physical Cehmistry:
Quanta, Matter and Change.[23] For att forsta en del av intresset for en 6kad virmetolerans
hos jést ar den exoterma energiutveckling viktig. Forsta berédkningen gors for att se hur
mycket energi som frigérs nér glukos fermenterar till koldioxid samt etanol. Sedan beréknas
hur denna varmeenergi paverkar temperaturen i reaktorn. Denna utrékning gors med an-

tagandet att vi har 1 mol glukos i 1 liter vatten, vilket ungefir motsvarar 1 kg.

lmol(C'GngOG) — 2m0l(002) + 2m0l(C’2H5OH)

k
AH(CsH20¢6) = —1274—‘]
mol
k
AHY(COy) = —393, 55
mol
0 kJ
AHY(CoHs0H) = —277,5——
mol
k.J
AHror = AHY g — AHY 0 = (2 x (—=393,5) + 2 x (—=277,5)) — (—1274) = —TL 4=

Fran detta ser vi att den utvecklade virmeenergin fran reaktionen blir 71,4 % denna

energi gar da at att virma 1 liter vatten enligt foljande,

nx AH =m x C, x dT’
n(06H1206) = 1lmol

m(H20) = lliter =~ 1kg

kJ
Hy0) = 4,184 ——
Cp( 20) ) 8 ngK
AH = —AHO = 71,47
mol
nx —AHY 1x 71,4
T = Tot — — =17,1°
d m x C, 1x4,184 n1e
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A.2 Berikning av medelvikten hos en jastcell

Fran boken Cell Biology by the Numbers[19] togs det fram att en normalstor knopp-
ningsjist hade en volym pa mellan 30-100 pm® samt en densitet mellan 1,08-1,1 g/cm?.

Med detta kunde en medelvikt for en jastcell berdknas till.

m=V xp=65x10""%m? x 1,00 x 10T = 7,085+ 107 g ~ 7,1 x 10 kg
m

A.3 Beridkning av hur OD kopplas till biomassakoncentra-

tion (g/L)

Detta gors for att forsta hur vi kopplar OD till masskoncnetrationen nér vi tar proverna
pa vara 6vernattskulturer. Hur denna korrelation ser ut underséktes utav en grupp 2013
[24]. De undersokte sambandet mellan OD och masskoncentration for en stor méngd olika

organismer och det &r deras virden for jést vi anvénde i det laborativa arbetet.
[X]=mxOD

Dar [X] = masskoncentrationen och OD &r den optiska densiteten. Med detta uppméttes

korrelationsfaktorn till & 0,5 vilket 4r det vi anvént i arbetet.
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A.4 Beridkning av Specifik Tillvaxtfaktor

For att skapa en forstaelse for hur snabbt jést forokade sig berdiknades den specifika
tillvaxtfaktorn, 4., forst ut teoretiskt med hjalp av generationstiden, G, vilken upp-

skattats ligga mellan 1,5 och 2 timmar.

In(2)

Hmax = G

Hmax = 07 347 h_l
Denna specifika tillvixtfaktor jimfordes senare med ett laborativt framtaget 11,4, fran en

bioscreen.

A.5 Bioscreen: OD-beréikning

OD-viirden erhallna fran bioscreen-data behdver korrigeras och gors sa enligt ekvationerna

nedan[21]. De utriknade virdena presenteras i en plot i figur 4.9 och 4.10.

OD = ODmeasured - ODblank

ODeorr = OD + (0,449 + OD?) + (0,191 + OD?)



Bilaga 2 - Protokoll

B.1 Varmechockar

Detta behovs:

e Firdiga overnattskulturer

e YP-medium

Borja med att boka en LAF-bank och plocka fram 6vernattskulturerna. Spraya allt som tas
in i banken med etanol och var noga med steriltekniken. M&t OD pa 6vernattskulturerna.
OBS! Det krévs troligen 20x eller 40x spadning for att na det linjira intervallet for spekt-
rofotometern. Nar OD dr métt berdikna hur mycket kultur som behovs for att na 0,1 OD

iett 3 mL ror.

ClxV1=C2%xV2

Pippettera de utriknade volymerna i tomma och sterila eppendorfror, spid med autokla-
verat vatten till en jdmn volym, t.ex. 100 pL. Centrifugera proven i 5000 G vid 4°C i
fem minuter. H&ll supernatanten i bioslasken och resuspendera i 40 mL YP, se bilaga B.5.
Pippettera o6ver 16sningen till ett PCR-r6r och placera detta i PCR-maskinen. Stéll in tid

och temperatur och vénta tills programmet kort fardigt.

44
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B.2 Forberedning av YPD-medium

Detta behovs:

20 g jastextrakt

40 g glukos

40 g baktopepton

Vatten

Borja med att viga upp jéistextraktet och bactopeptonet och 16s dessa i 1 L vatten, héll i
detta i en av flaskorna. For att forbereda glukoslosningen ér det bra att tdnka pa om man
har glukosmonohydrat eller inte. Om sa &r fallet kommer man fa anpassa vikten av pulvret
for att ta hinsyn till vattnets effekt. Los upp all glukos i en liter vatten och hall i 16sningen
i den andra flaskan. Autoklavera bada flaskorna for att fa dem sterila och blanda sedan
50/50 for att fa den eftersokta koncentrationen pa 10 g/L jéstextrakt, 20 g/L glukos, och
20 g/L baktopepton.
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B.3 Virmeresistenstest i 6vernattsodling

Detta behovs:

e Firdiga overnattskulturer

e YPD-medium

Borja med att boka en LAF-bank och plocka fram 6vernattskulturerna. Spraya allt som tas
in i banken med etanol och var noga med steriltekniken. M&t OD pa vernattskulturerna.
OBS! Det kravs troligen 20x eller 40x spédning for att na linjdra intervallet for spektro-
fotometern. Nar OD &r métt berdkna hur mycket kultur som behovs for att na 0,1 OD i

ett 3 mL ror.

ClxV1=C2%xV2

Pippettera de utridknade volymerna i tomma och sterila 15 mL kulturtuber, spidd med
autoklaverat YPD-medium till 3 mL. Stéll in kulturtuber i en skakinkubator. OBS! Se
till att tuberna star lutande for att undvika pelletbildning. Sétt pa skakinkubatorn, ta ut

proverna efter onskad tid.
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B.4 Forberedning av biotinfritt medium

Detta behovs:

e MQ-vatten

e Engangs 0,2 nm cellulosafilter
e Engangs 5 mL spruta

e 20 uL. 0,1 M NaOH

e 25 u. 1 M NaOH

e 25 uLL 1 M HCI

e 1 mg D-Pantotensyra hemicalciumsalt
e 1 mg Tiamin- HCI]

e 1 mg Pyridoxin- HC1

¢ 1 mg Nikotinsyra

e 0,2 mg 4-aminobensyra

e 25 mg myo-Inositol

e 200 mL Minimalt medium

e 40 mL Glukos

400 mL Ftalat-buffert

Hall upp 20 mL 0,1 M NaOH i en 100 mL bégare, anvdnd 1 M HCI och 1 M NaOH for
att justera pH-vérdet till 6,5. Tillsétt en magnetomrérare och paborja omrorning. Tillsétt
foljande kemikalier i ordning och under kontinuerlig omrérning: 1 mg D-Pantotensyra
hemicalciumsalt, 1 mg Tiamin- HCI, 1 mg Pyridoxin- HCI, 1 mg Nikotinsyra, och 0,2 mg
4-aminobensyra. Justera pH till 6,5 med hjélp av 1 M HCl och 1 M NaOH. Tillsétt 25 mg

myo-Inositol och justera pH ater igen till 6,5 om det behovs.
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Anvind en engangs 5 mL spruta och ett engangs 0,2 pm cellulosafilter for att filtrera 1
mL av 16sningen till en 1 L bdgare. Sitt pa omrérning (200 rpm) och 30°C. Tillsdtt 200
ml minimalt medium, 40 mL glukos, och 400 mL ftalat-buffert. Sla av omrérning nér alla

ingredienser 16st upp sig.
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B.5 Forberedning av YP-medium

Det behovs:

e 20 g jastextrakt
e 40 g baktopepton
e Vatten

Borja med att viaga upp jést extraktet och bactopeptonet och 16s dessa i en liter vatten,

hill 1 detta i en 1 L flaska. Autoklavera flaskan for att fa den steril.



	Abstract
	Sammanfattning
	Förord
	Förkortningar
	1 Inledning
	1.1 Bakgrund
	1.1.1 Historia
	1.1.2 Arbetets betydelse för industri och samhälle

	1.2 Introduktion till arbetet
	1.3 Hypotes
	1.4 Syfte och Mål
	1.5 Överblick av rapporten i sin helhet

	2 Teori
	2.1 ALE - Adaptive Laboratory Evolution
	2.2 Satsvis odling
	2.3 CEN.PK113-7D och S288C
	2.4 Cellkoncentration

	3 Metod
	3.1 ALE - Adaptive Laboratory Evolution
	3.1.1 Värmechocker
	3.1.2 Tillväxt övernatt
	3.1.3 Nedfrysning

	3.2 Tester under arbetets gång
	3.2.1 Kontamineringskontroll
	3.2.2 Bioscreen
	3.2.3 HPLC


	4 Resultat
	4.1 Test av ursprunglig temperaturresistens hos CEN.PK113-7D och S288C
	4.2 Anpassning hos S288C och CEN.PK113-7D under temperaturchocker
	4.3 OD-mätningar från aeroba satsodlingar i 39C och 45C
	4.4 Mätning av glukoskonsumption, tillväxt och produktbildning i satsvisa odlingar
	4.5 Tillväxtkurvor, generationstid och etanoltolerans
	4.6 Kors-kontaminationstest
	4.7 Mikroskopi

	5 Diskussion
	5.1 Till vilken utsträckning lyckades ALE-processen?
	5.2 Problem kring det laborativa arbetet
	5.3 Bioscreen
	5.4 Kontamination
	5.4.1 Korskontamination
	5.4.2 Okänd kontamination

	5.5 Felkällor och framtida forskning
	5.6 Slutsats

	A Bilaga 1 - Uträkningar
	A.1 Beräkning av exoterm energiutveckling vid fermentation
	A.2 Beräkning av medelvikten hos en jästcell
	A.3 Beräkning av hur OD kopplas till biomassakoncentration (g/L)
	A.4 Beräkning av Specifik Tillväxtfaktor
	A.5 Bioscreen: OD-beräkning

	B Bilaga 2 - Protokoll
	B.1 Värmechockar
	B.2 Förberedning av YPD-medium
	B.3 Värmeresistenstest i övernattsodling
	B.4 Förberedning av biotinfritt medium
	B.5 Förberedning av YP-medium


