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Cheese Whey, from Environmental
Concern to Value-Added Product
with Candida tntermedia?

Optimization of Growth Conditions for
Production of Yeast Biomass

Abstract

In the endeavor of making the dairy industry more environmentally sustainable, a
resource with potential is cheese whey, a high nutrient and low monetary valued by-
product of cheese manufacturing. This study explores the potential for the utilization
of cheese whey as a nutrient source for microbial cultivation of the yeast Candida
intermedia. The aim is to optimize batch growth conditions for C. intermedia with
regard to maximization of the yeast biomass titer, by means of experimental design.
Employing synthetic cheese whey of varying composition as culture media, factors
related to growth conditions were screened against the response in yeast concentra-
tion. This was done using a Definitive Screening Design as experimental setup. The
most influential factors, lactose and vitamin concentrations as well as temperature,
were then optimized by response surface methodology applying a Central Composite
Orthogonal Design. After 72 h of growth under the predicted optimal conditions, a
12% higher biomass titer was attained in comparison to the initially proposed growth
conditions. The recorded specific growth rates were similar. However, the yeast bio-
mass yield for the optimized growth conditions were lower than for the original. In
conclusion, these results show the great potential of combining experimental design
and wet lab yeast cultivations for optimizing yeast biomass production. The project
has resulted in an increased understanding of factors influencing C. intermedia’s ca-
pacity to convert nutrients in whey to yeast biomass and is thereby one step towards
a future industrial implementation.



Sammandrag

Ett steg mot att géra mejeriindustrin mer miljoméassigt hallbar &ar att ta tillvara
pa dess restprodukter. En till stora delar outnyttjad resurs ar vassle, vilken &r en
restprodukt fran osttillverkning med ett hogt néringsinnehall och lagt ekonomiskt
virde. I det hér arbetet undersoks potentialen fér anvindning av vassle som né-
ringskélla vid satsvis odling av jasten Candida intermedia. Syftet ar att, med hjalp
av designade experiment, optimera odlingsférhallandena for C. intermedia med av-
seende pa maximering av jédstbiomassatiter. Screening av faktorer relaterade till
odlingsforhallanden utfordes i forsok uppstéllda enligt en Definitive Screening De-
sign, dar syntetisk vassle av varierande komposition anvindes som odlingsmedia. De
mest inflytelserika faktorerna, laktos- och vitaminkoncentrationen samt temperatu-
ren, optimerades sedan med hjilp av responsytemetodik genom anvéndning av en
Central Composite Orthogonal Design. Efter odling i 72 timmar vid de férutspadda
optimala férhallandena uppnaddes en 12% hogre jastbiomassatiter jamfort med de
ursprungliga tillvaxtforhallandena. De uppmétta specifika tillvixthastigheterna var
liknande, diaremot var jastbiomassutbytet for de optimerade tillvaxtforhallandena
lagre &n for de ursprungliga forhallandena. Sammanfattningsvis visar resultatet pa
effektiviteten i att anvinda experimentell design for kultivering av jést i syfte att
optimera jastbiomassatitern. Projektet har resulterat i en 6kad forstaelse av faktorer
som paverkar C. intermedias kapacitet att omvandla néringsdmnen i vassle till bio-
massa och ar diarmed ett litet steg pa vigen mot en framtida industriell produktion.
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1 Inledning

Osttillverkning #r sammantaget en industri av enorma matt (1). En omfattande
biprodukt vid osttillverkning ar vassle, eftersom det vid produktionen bildas en ap-
proximativt nio ganger storre méngd vassle &n ost (2). Under 2015 uppskattades
den globala arliga produktionen av vassle till 200 miljoner ton (3), med en uppatga-
ende trend som resultat av mjolkprodukters fortsatt ckande efterfragan (4). Vassle
anvéinds idag inom flera olika omraden, sasom produktion av djurfoder och livsme-
delsprodukter (2), vilka bada &r exempel pa mervirdesprodukter som har ett hogre
virde pa marknaden &n den ursprungliga vasslen. Framstéllningen av mervérdes-
produkter fran vassle dr &dn sa linge mindre &n tillgangen pa vassle (2). Till foljd
av icke utnyttjad vassle har nya anvéindningsomraden och utveckling av dessa blivit
av allt storre behov. Stravan ar att uppna en mer cirkuldr och hallbar bioekonomi,
vilket innebér att tillgdngliga biologiska resurser anvénds pa ett hallbart sétt (5).

1.1 Bakgrund

Vassle har gatt fran att ses som avfall fran ostindustrin till en anvéindbar ravara, tack
vare dess hoga néringsinnehall (6). Det dr bland annat vanligt att vassle utnyttjas
inom matindustrin, dér en mojlig produkt &r single cell protein (SCP), vilket &r
dtbara proteiner extraherade fran mikrobiell biomassa (7)(6). Det dr ddrmed mojligt
att biomassa odlad pa vassle skulle kunna vara ett framtida alternativ till animalier
och proteinrika grodor.

I samband med en 6kad anvandning och tillvaratagande av nédringsinnehallet i vass-
le har flera positiva effekter f6ljt, déribland att méngden vassle som sléapps ut som
avfall i naturen har minskat (8). Vassle har ett hogt biologiskt och kemiskt syrebe-
hov (pa engelska Biological Oxygen Demand respektive Chemical Oxygen Demand,
hadanefter forkortat BOD samt COD) (2), vilka ger ett matt pa mingden syre som
krivs for oxidationen i en biologisk respektive kemisk nedbrytningsprocess av orga-
niskt material (9). De hoga BOD- och COD-vérdena innebér att utslapp av vassle &r
ett kritiskt fororeningsproblem (6). Tidigare kunde vassle sliappas ut direkt pa akrar
eller i hav, vilket vanligen tillimpades da det var ekonomiskt fordelaktigt att inte
behéva behandla biprodukter till miljons fordel (3). Idag ar det déremot viktigare
att efterstriva minimerade skadliga miljoeffekter och att dessutom ta vara pa de till-
gangliga kolkéllorna. I manga ldnder finns numera bestdmmelser kring féroreningar
som gor att obehandlad vassle inte tillats slappas ut (3). For att minska BOD och
COD i vassle behover orsaken till de hoga véirdena reduceras, vilket framst ar det
hoga laktosinnehallet (2). Det dr saledes ytterst relevant att anvandningen av vassle
utvecklas, samt att dess néringsinnehall kan utnyttjas sa effektivt som maojligt.

Vassle ér en god kolkélla pa grund av dess hoga innehall av laktos (6). Det &r gynn-
samt att anvdnda mikroorganismer fé6r omvandling av vassle eftersom det, utéver de
eventuella produkter som kan bildas, d&ven finns ett virde i den mikrobiella biomassa
som produceras vid omvandlingen (10). Det finns dock en viss begransning i att ut-
nyttja mikroorganismer, eftersom de flesta industriellt anvianda mikroorganismerna
inte kan bryta ner laktos pa ett effektivt sitt (6). Darfor finns ett stort behov av att



hitta nya industriellt intressanta kandidater som kan leva och viixa pa laktos. Den
jastart som idag anvénds i storst utstriackning vid mikrobiell omvandling &r modell-
organismen Saccharomyces cerevisiae, men dven den saknar ett nedbrytningssystem
for laktos (11). Likvél finns det nagra kéinda jéstarter som kan bryta ner laktos na-
turligt, till exempel jasten Candida intermedia (12). C. intermedia har tidigare visat
sig kunna véxa pa vasslemedium for produktion av mervirdesprodukten jastbiomas-
sa. Diarmed &ar det intressant att studera C. intermedia och dess odlingsforhallanden
for att uppna en hog forbrukning av laktos, vilket i sig kan leda till att BOD- och
COD-virdena i vassle minskas (12).

For att en omvandlingsprocess framtagen i laboratoriet ska kunna implementeras
i storre skala industriellt utfors det vanligen optimering av titer, produktivitet och
utbyte (pa engelska titer, rate och yield, forkortat TRY)(13). Titer &r ett matt pa
méngden slutprodukt som erhalls, produktivitet anger produktion av slutprodukt
per tidsenhet och utbyte beskriver méangd slutprodukt per tillsatt eller forbrukad
méngd ramaterial (13). Optimering med avseende pa TRY paverkas av en méngd
olika faktorer och kan saledes vara ett komplext problem. For att effektivt underscka
mojliga faktorer som paverkar jasttillvixt dr anvéndning av experimentell design
ett alternativ. En anledning till att en optimering vanligen dr nodvandigt bottnar i
industrins behov av att de implementerade processerna uppnar lonsamhet.

1.2 Syfte

Projektets huvudsyfte ar att med avseende pa titer optimera C. intermedias tillvéixt
pa restprodukten vassle for omvandling till mervirdesprodukten jastbiomassa. Det
overgripande syftet delas upp i tva delsyften som tillsammans bidrar till att uppfylla
huvudsyftet:

1. Designa laborativa experiment som ska ge information om olika tillvaxtforhal-
landens paverkan, for att kunna maximera jastbiomassatiter av C. intermedia.
Delsyftet uppnas genom anvindning av mjukvaruprogrammet MODDE® som
verktyg. I MODDE sker experimentplanering av de laborativa experimenten
savil som utvéirdering av resultat.

2. Utfora laborativt arbete for att odla C. intermedia pa syntetiskt vasslemedium,
dér sammanséttningen kan kontrolleras och varieras mer exakt &n i verklig
vassle. Odlingen utfors for att undersoka olika faktorers paverkan pa jéastbio-
massatiter och hitta jastens optimala tillvixtforhallanden, samt att analysera
substratforbrukning och produktutbyte.

1.3 Uppgiftsbeskrivning och tillviigagangssétt

Den laborativa delen av projektet innefattar ett screeningexperiment, ett optime-
ringsexperiment samt en omgang for validering av resultatet. Mjukvaruprogrammet
MODDE anvinds for experimentplanering och resultatanalys. I screeningexperimen-
tet testas signifikansen av sju utvalda faktorer, dér malet &ar att forsta hur stor
inverkan respektive faktor har pa tillvixten med avseende pa slutprodukten jastbio-
massa. I optimeringsexperimentet optimeras de tre erhallna betydelsefulla faktorerna



fran screeningexperimentet och saledes dven tillvaxtforhallandena for att uppna en
maximal jastbiomassatiter. Slutligen valideras resultaten och de optimerade odlings-
forhallandena jamfors med de ursprungliga forhallandena.

Initialt viljs en lamplig experimentell design, anpassad efter antalet valda faktorer
och vilken typ av information som eftersoks. Under det laborativa arbetet utfors
dérefter den framtagna forsoksuppstallningen. Laborationsarbetet innefattar bered-
ning av odlingsmedium, odling av forkulturer, satsvisa odlingar av C. intermedia,
samt provtagning for analys av jédstbiomassa- och substratkoncentration. Metoder
som anvands &r sterilteknik, pipettering, autoklavering, inkubering, optiska densi-
tetsmétningar vid 600 nm (fortsittningsvis forkortat ODggp-métningar) och HPLC-
métningar (High-performance liquid chromatography). Pafoljande moment &r att
resultatet av det laborativa arbetet utvirderas med hjialp av MODDE. Déarmed
skapas en Oversikt 6ver métvirdena, vilka bestar av uppmétt jastbiomassa for de
testade odlingsforhallandena. Vidare tas en statistiskt signifikant modell fram som
beskriver faktorernas effekter pa responsen jastbiomassakoncentration inom det un-
dersokta omradet. Slutligen anvéinds den framtagna modellen for att forutspa vilket
odlingsforhallande som leder till maximal jastbiomassatiter.

En 6verblick av projektets arbetsgang kan ses nedan i figur 1.1.

Maximera tillviixten av C. intermedia genom optimering av odlingsfoérhallanden via experimentell design >

Optimering Validering

Screening

Analys av - Odling i * Odling i
resuitat och skakflaskor Analys av start- och
experimen- resultat optimerat

tell design - 19 forsok. medium
* HPLC

+ Odling i

Experimen- ckakflaskor

tell design

Biomassa och laktos-
forbrukning over tid for
ursprungligt och
optimerat odlings-
medium.

= 17 forsok,
7 faktorer 3 faktorer

r\ ODgg - méitningar Relativ
med spektrofotometer oncentration
= 3v biomassa
Skakflaska  Kyvett mellan forsoken

Figur 1.1: Flodesschema 6ver projektet.

1.4 Avgrinsningar

Projektets fokus ar att maximera koncentrationen av jéstceller odlade pa vassle,
dédrigenom avgrédnsas andra fokusomraden vad giller tillvaratagandet av vasslen.
Ett exempel pa ett annat fokusomrade som hade kunnat studeras ar bildandet av
metaboliter vid omvandling av vassle. Den framsta anledningen till de avgransningar
som gors ar tidsbegransningen projektet innehar. Da ett moment anses for omfattan-
de relativt tidsbegrénsningen séitts det som en avgransning, vilka presenteras vidare
i detta avsnitt tillsammans med avgrdnsningar gjorda pa andra grunder.



En avgransning dr att antalet faktorer, som varieras i experimenten, begransas till
maximalt atta stycken. Anledningen &r att for manga faktorer leder till fler f6rsok &n
vad som ar hanterbart under det laborativa arbetet. Pa grund av liknande praktiska
begrénsningar utesluts fortsattningsvis dven pH som faktor.

Vidare dr en avgrinsning att endast satsvisa odlingar utfors, delvis pa grund av
tillgénglighet vad géller utrustning. Avgransningen leder till att det forblir oként
huruvida en annan typ av odling hade kunnat ge béttre resultat. Rapporten behand-
lar heller inte hur C. intermedia vixer pa riktig vassle vid de framtagna optimala
forhallandena. Dérfor gors ingen jamforelse mellan hur jédsten vixer pa syntetisk
vassle gentemot riktig vassle. Vidare begrédnsas dven antalet mojliga iterationer av
laborativa experiment.

Den slutgiltiga avgrédnsningen som gors dr att optimeringen endast sker med av-
seende pa titer och inte en 6vergripande optimering kring TRY. Déremot bestdms
utbytet och tillvixthastigheten trots att optimeringen inte sker med avseende pa
dem.

2 Teori

Den teoretiska bakgrund som ges nedan innehaller forklaringar om generell expe-
rimentell design med tillhérande nyckelbegrepp, samt information om de sérskilda
designer som anvéands for screening respektive optimering i detta projekt. For en dju-
pare forstaelse om dmnet behévs dven en genomgang av jasttillvixt, vilket tas upp
genom en beskrivning av vilka d&mnen som krivs for att uppna tillvixt, respektive
vilka som kan hidmma tillvixten. Av samma anledning beskrivs dven temperatu-
rens paverkan pa jasttillvaxt. Narmast foljer information om vassles innehall samt
mikrobiell odling.

2.1 Vassle

Vassle ér en restprodukt fran det steg i osttillverkningen da mjolken koaguleras till
ostmassa (6). Den dr en vitska som innehaller 16sliga proteiner, lipider, salter (2)
och laktos, vilken dr den huvudsakliga kol- och energikéllan i vassle (6). Samman-
sdttningen i vasslen kan dock variera beroende pa olika faktorer sasom vilket djur
mjolken tagits fran, vilket foder djuret fatt, om vasslen ar av sot eller sur karak-
tér samt tidpunkt pa aret (6). Vasslens karaktér beror pa vilken typ av ost som
tillverkas. Den procentuella &mnesfordelningen for sot vassle ar vanligtvis foljande:
93-94 % vatten, 4,5-5,0 % laktos, 0,8-1,0 % proteiner, 0,1 % citronsyra och slutligen
0,5-0,7 % mineraler. For sur vassle dr den procentuella fordelningen istéllet 94-95
% vatten, 3,8-4,3 % laktos, lika stor andel proteiner, citronsyra och mineraler som
s6t vassle, samt 0,8 % mjolksyra. Aven pH-virdet varierar stort mellan sur och s6t
vassle, diar den sura vasslen ofta har ett pH kring 5 medan den séta vasslen har ett
pH pa ungefir 6,3 (6).



2.2 Mikrobiell omvandling

Mikrobiell omvandling &r det forlopp da mikroorganismer konverterar exempelvis
restprodukter till mervérdesprodukter (14). Till skillnad fran mikrobiell fermenta-
tion sker hiar en omvandling i ndrvaro av syre, medan fermentation sker i en syrefattig
miljo (14). Vilka mervirdesprodukter som bildas vid en mikrobiell omvandling av
laktos beror pa flera olika faktorer, bland annat vilka reaktionsviagar som ar aktiva
i mikroorganismen.

Som tidigare ndmnts &r C. intermedia en mikroorganism som kan omvandla laktos.
Trots att C. intermedia har mycket gemensamt med S. cerevisiae ar en utméarkande
skillnad mellan dem att C. intermedia &r en Crabtree-negativ jast medan S. cere-
visiae #r motsatsen (15). Crabtree-effekten innebér, for positiva jastarter, att ett
substratoverskott leder till att fermentation foredras istéllet for aerob respiration
(16). I nérvaro av en hog substratkoncentration kommer saledes mer produkt att
bildas istéllet for att jasten vixer. For Crabtree-negativa jédster sker det motsatta,
det vill séga att vid ett overskott av substrat kommer C. intermedia dnda att véixa
(16). Tvéartom leder ett underskott av substrat till att produktproduktionen hos C.
intermedia Okar.

2.3 Jasttillvaxt

For att tillgodose det grundlaggande behovet for 6verlevnad hos jast krévs generellt
ett antal olika typer av &mnen. Dessa &mnen delas upp i makronédringsémnen, mikro-
niringsimnen samt spardmnen. Vidare kommer det i det hir avsnittet redogoras for
vilka dessa &mnen é&r, samt for andra externa faktorer sasom temperatur.

2.3.1 Makroniringsimnen

Grundamnena kol, kvéive, syre, svavel, fosfor och vite rdknas som makronéringsam-
nen, vilka behovs for att jéstceller ska vixa (17). Generellt &r makrondringsdmnen
de grunddmnen som kravs i gramkvantiteter, riknat pa en liter medium (17). Till-
vixten hos jasten sker genom uppbyggnad av makronédringsdmnena till proteiner,
nukelinsyror samt lipider. Nedan ges en mer ingaende beskrivning av dessa d&mnen.

2.3.1.1 Kol

Jast dr en kemoheterotrof organism (16), vilket innebér att dess kol-, energi-, syre-
och vitekéilla dr densamma (17). For jést dr det vanligast att kolkéllan &r en organisk
kolforening bestaende av en eller flera sorters kolhydrater (16). Som ovannémnt &r
laktos den huvudsakliga kolkéllan i vassle; i sin tur bryts laktos ned intracellulért till
de tva monosackariderna glukos och galaktos. Nér sockerarter metaboliseras utvinns
energi som anvéinds till att fa cellen att vixa (18). Kolkéllan &r dérav en av de
viktigaste komponenterna i ett medium.

2.3.1.2 Kvive
For att tillvixt ska ske ar det viktigt att en jast har tillgang till en kvévekilla,
eftersom kvéve dr den huvudsakliga komponenten i de nukleotider som bygger upp



nukleinsyror, samt en viktig komponent i aminosyror (17). Alla jéstarter kan anvén-
da oorganiska kvéaveforeningar som kvévekéllor, men enbart vissa arter kan anvinda
sig av organiska kvaveforeningar (16) (19). Déarav ar det mest tillforlitligt att anvén-
da sig av en oorganisk kvévekilla for att forsdkra att tillvixt kommer att uppnas.

Vid ett underskott av kvive i ett medium kommer tillvixten att avta, vilket leder
till att tillvixtfasen blir lingre (16). Vid ett extremt kviaveunderskott kan tillvéxten
till och med avstanna helt. Déremot paverkar ett overskott av kvéve inte jésten pa
nagot sédrskilt sétt, utan den kan da generellt sett viixa normalt.

2.3.1.3 Syre

For att maximera produktion av jastbiomassa kriavs det vanligen att jasten far vixa
i ett syresatt medium (20). Det ar viktigt att jésten har tillgang till syre eftersom
det vid en aerob omvandling konverteras en avsevirt storre mangd ATP &n vid en
anaerob odling (21). Vid en satsvis anaerob odling kan den intracelluldra oxida-
tiva stressen som uppstar medfora att utbytet for jdstbiomassa minskar markant,
déremot Okar produktionen av eventuella produkter vid en sadan odling (20). Mer
detaljerat medfor en aerob omvandling att jéastcellen istéllet bildar fler lipider som
kan stimulera uppbyggnad av exempelvis viktiga cellmembrankomponenter, sasom
ergosterol, jastens motsvarighet till kolesterol (20).

I 6vrigt behovs syre i centrala delar av cellen och ingar i manga livsviktiga foreningar.
Syrebehovet brukar vanligtvis téckas upp genom att det ingar i kolkéllan (17), vilket
ar fallet i det hir projektet eftersom laktos har den kemiska sammansédttningen
C12H2204;. Oftast finns det dven syre tillgingligt externt, till f6ljd av att tillvixten
sker i en icke-syrebegriansad miljo.

2.3.1.4 Fosfor, svavel och viite

En oorganisk fosforkilla i form av ett salt brukar ricka for att tillfredsstilla det
fullstdndiga fosforbehovet for cellerna (19). I brist pa fosfor kommer tillvéixten att
begriansas pa grund av att &mnet ingar som komponent i ATP, kofaktorer och fos-
folipider (17).

Vidare behovs ocksa en svavelkélla for att tillvixt ska uppnas eftersom svavel krévs
i proteinsyntesen och ingar i vissa aminosyror (17). Svavelkillan forekommer oftast
i form av sulfatjoner i ett salt.

Det behovs ingen sarskild vétekélla, utan precis som syrebehovet tillfredsstélls beho-
vet genom att vite ingar i det substrat som organismen utnyttjar (17). Anledningen
ar att jast dr kemoheterotrofa organismer (16). Vite &r en grundlaggande forutsétt-
ning for liv och fyller ddarav flertalet viktiga funktioner; véte har bland annat en
avgorande roll i elektrontransportkedjan (17).

2.3.2 Mikroniringsdmnen

Mikronédringsdmnen utgors av grunddmnena jéarn, kalcium, kalium och magnesium.
De forekommer i celler som katjoner och behovs i milligram-kvantiteter per liter me-
dium (17). Mikronéringsdmnen kravs for att celltillvixt ska uppnas. Diverse roller



innehas av mikronéringsdmnena, till exempel kravs magnesium foér att bilda kom-
plex med ATP och inga i kofaktorer. Kalium a andra sidan behovs bland annat i
proteinsyntesen for att uppratthalla enzymaktivitet (17).

2.3.3 Spariamnen

Andra #mnen som &r viktiga for mikrobiell tillviixt dr sa kallade spardmnen. Aven
dessa dr metaller. Till skillnad fran mikronéringsdmnena behoévs spardmnena dére-
mot endast i mikrogram-kvantiteter per liter medium (17). De metaller som réknas
som sparamnen ar kobolt, koppar, mangan, molybden, nickel och zink. Spardmnena
forekommer som katjoner i cellen och fyller ett flertal olika funktioner, exempelvis
ingar de ofta i enzymer och kofaktorer. Ovriga tillimpningar &r bland annat att
kobolt férekommer som en komponent i vitamin B12, samt att molybden kravs for
att fixera kvéve (17). Till f6ljd av att de méngder spardmnen som tillférs ett me-
dium ar tdmligen sma, dr den exakta miangden som behovs d&nnu inte helt faststillt.
Spardmnena maste dock nérvara i ett medium, i tillrdcklig koncentration, for att
tillvixt ska ske (17).

2.3.4 Ytterligare faktorer

Det ar inte enbart mediumkompositionen som paverkar jasttillvaxt, utan d&ven and-
ra faktorer sasom omroérning, temperatur och pH-vérde har en inverkan. De flesta
jastarter vixer bast vid en temperatur omkring 20-30 °C, dock varierar det exakta
temperaturintervallet déar tillvixt kan forekomma beroende pa vilken art som stude-
ras (19). Den 6vre gransen ligger vanligtvis mellan 24 °C och 48 °C, och den undre
gransen omkring fryspunkten (19). En hogre temperatur ger snabbare reaktioner
och hogre tillvaxthastighet, medan en ldgre temperatur medfér motsatsen (18). Om
jastceller utsatts for en for hog temperatur blir cellmembranen icke-funktionella och
enzym denaturerar, vilket leder till att jédstcellerna dér. Vid en minimal tempera-
tur dr anledningen till avstannad tillvéixt inte helt kdind men troligtvis beror det pa
att cellmembranen forlorar sin funktion (18). Temperaturintervallet dér tillviixt sker
paverkas dven av andra faktorer, sasom pH, vilket i sin tur kan medfora att tillvaxt-
hastigheten paverkas (19). Vid en temperatur som inte &r optimal kan jéstcellerna
ocksa enklare paverkas av andra stressorer.

2.4 Experimentell design

Experimentplanering dr ett essentiellt moment i den generella experimentella proces-
sen. Undermaligt planerade experiment riskerar att vara tids- och kostnadsineffekti-
va, samt potentiellt svara att utvirdera (22). Efter att kiind information om forsoks-
objektet inhdmtats i planeringssteget kan en férsoksuppstéllning goras, vilket ar en
plan for hur ett visst antal utvalda faktorers paverkan ska studeras i experimentet.
Inom forskningsomradet experimentell design utvecklas och etableras strategier for
att forsoksuppstéllningar ska bli sa effektiva som mojligt for att uppna experimen-
tets malsdattningar. Bearbetade strategier kallas vanligen for designer. Manga olika
designer finns tillgdngliga och de &r d&mnade att anvéndas i olika situationer.



2.4.1 Faktorer och nivaer

De varierade parametrarna i ett experiment kallas for faktorer, vilka om de ar kvanti-
tativa kan undersokas pa olika nivaer. Effekten av faktorerna och deras nivaer testas
mot en eller flera gemensamma responsvariabler, som exempelvis skulle kunna vara
hallbarhet av ett material eller biomassa i en cellodling. Ett exempel pa en faktor
ar temperaturen, vilken forslagsvis kan varieras pa nivaerna 25 °C, 30 °C och 35
°C. Den hér typen av nivaer kallas for naturliga nivaer, vilket innebér att de har
en naturlig storlek och enhet. I forsoksuppstéllningar kan sa kallade kodade niva-
er utnyttjas, vilka dr de naturliga nivaerna enhetsskalade och centrerade kring noll
(22). Den kodade nollnivan &r faktorns centervirde, vilket hiar motsvaras av den
naturliga nivan 30 °C. Punkten i vilken alla faktorers nollnivaer sammanfaller ar
experimentets centerpunkt (22). I ovanstaende exempel motsvarar ett kodat enhets-
steg den naturliga steglingden 5 °C, vilket ger att exempelvis den kodade nivan -1,5
motsvaras av den naturliga temperaturen 22,5 °C (30 °C - 1,5%5 °C = 22,5 °C). I
experiment med ett flertal faktorer kan de kodade nivaerna med foérdel anvindas i
forsoksuppstéllningen for att ge 6kad Gverskadlighet.

Varje faktor som varieras utgor en dimension i experimentets faktorrymd. Om fak-
torerna som varieras exempelvis dr temperatur, NaCl- och laktoskoncentration har
systemet en tredimensionell faktorrymd. Fran litteratur samt tidigare experiment
kan rimliga virden tas fram for den hogsta respektive ldgsta nivan for alla varierade
faktorer i forsoksuppstéllningen, med andra ord sétts faktorrymdens begransningar.
Den experimentella designen ar darmed ett uppléagg for hur det avgransade omradet
i faktorrymden kring centerpunkten ska undersokas.

2.4.2 Screening och optimeringsdesigner

Screening av ett flertal faktorer gors vanligen i borjan av undersdkningsarbetet for
att fa en oversikt over faktorers relevans. En design avsedd for anvéndning i scre-
ening ar Definitive Screening Design, i vilken varje faktor testas pa tre nivaer dér
nollnivan &r inrdknad (23). Designen har flera fordelar gentemot klassiska ofull-
standiga faktorforsoksdesigner (pa engelska fractional factorial design), déribland
Plackett-Burmandesignen som vanligen anvénds vid screeningexperiment (23). Ex-
empelvis blir férsta ordningens effekt av varje enskild faktor pa responsen oberoende
av varandra samt av interaktionseffekter mellan tva faktorer. Designen kan &ven ge
information om enskilda faktorers kvadratiska effekter, men de &r dock till en viss
grad korrelerade med varandra. Dessutom kan antalet kombinationer av faktorer pa
olika nivaer som maste testas laborativt begrénsas till ett plus antalet faktorer i
experimentet.

Nér faktorerna har screenats kan de mest inflytelserika sedan selekteras for en mer
detaljerad utredning. Om malséttningen ar att maximera responsen, exempelvis
jasttillvaxt eller produktutbyte, kan det klassas som ett optimeringsproblem. Vid
optimering av ett fatal faktorer kan designen Central Composite Orthagonal Design
(CCO) vara ett mojligt alternativ (22). I figur 2.1 visas en schematisk representation
av CCO-designen for experiment med tva respektive tre varierade faktorer. Som kan
ses i figuren &ar responsvariabelns utvirderingspunkter i en CCO-design ortogonala



och symmetriskt utspridda kring centerpunkten. Att designen ar ortogonal ar en
fordel vid utvardering av resultatet eftersom det innebér att responsen av varje
forsok kommer vara okorrelerade med varandra. Varje faktor testas pa fem nivaer:
0, £1 och + «, dar + « ar de sa kallade stjarnpunkterna vars kodade nivaer sétts
till minst + roten ur antalet faktorer (22). Placeringen av faktornivaer mojliggor
for upptiackt av potentiella interaktionseffekter mellan faktorer samt kvadratiskt
beteende hos enskilda faktorer inom det undersokta omradet.

. CCO Design .
t * 4‘\& -
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Figur 2.1: Schematisk skiss 6ver placeringen av utvéirderingspunkter for en Central com-
posite orthagonal (CCO) design for tva respektive tre faktorer. De ifyllda cirklarna repre-
senterar de kodade faktornivaerna vid vilka responsvariabeln utvérderas.

2.4.3 Utvérdering av experiment

For att kunna utvirdera ett experiment krivs att laborativa forsck genomfors for att
erhalla data pa storleken av responsvariabeln i de punkter som utgor den experimen-
tella designen. En modell for hur faktorerna var for sig och eventuella interaktioner
mellan faktorer paverkar responsen kan sedan tas fram. Via de upprepade forsoken
i centerpunkten kan andelen mellan den oférklarade och den av modellen forklarade
avvikelsen berdknas, vilket &r ett sitt att utviardera modellens tillimpbarhet (24).
Utveckling av modellen kan sedan goras genom att ta bort insignifikanta modell-
termer och ater utvérdera variansen. Med hjilp av den framtagna modellen kan
sedan en responsyta (pa engelska response surface), tas fram 6ver faktorernas effekt
pa responsen inom det avgrinsade omradet i faktorrymden (22). For att slutligen
hitta kombinationen av faktorers nivaer som ger responsens hogsta virde eftersoks
omradets maximipunkt pa responsytan.



3 Material och metod

I det hér avsnittet presenteras de metoder som anvéndes under projektets gang,
samt anvanda komponenter och koncentrationer. En genomgang gors av hur de
tre experimentomgangarna utfordes, samt det initiala experimentet for jastextrakts
signifikans. Slutligen redogors det for de specifika analysmetoder som anvéndes.

3.1 Mikroorganism och forkultur

Den mikroorganism som anvénts dr en stam av Candida intermedia som heter CBS
141442. Sterilt arbete i dragskap med laminért fléde har tillampats vid hantering av
C. intermedia och dess olika odlingsmedium genom hela projektet for att undvika
kontaminering. C. intermedia stroks initialt pa agarplattor for att fa vél separerade
jastkolonier. En tydligt separerad koloni férkultiverades sedan i 50 ml Delft medium
bestaende av 1 X Delft medium salter, 20 g/1 glukos, 1 X spardmneslosning samt 1
X vitaminlosning. Se bilaga A for exakt innehall i Delft medium, spardmneslosning
och vitaminlosning. Férkulturen inkuberades 6ver natten i 30 °C och 180 rpm i 100
ml E-kolvar, fortsatt refererade till som skakflaskor.

3.2 Utvirdering kring behovet av jastextrakt

Ett initialt screeningexperiment gjordes med syftet att utvirdera huruvida jés-
textrakt, vilket dr torkad och uppmald jést i 16sning, var signifikant for tillvaxt.
Tre stycken 100 ml skakflaskor innehallande 35 g/l laktos (C12Hg2011), 13 g/1 am-
moniumsulfat ((NHy)2SOy), 9 g/1 kaliumdivétefosfat (KHyPOy), 1,25 X spardmnes-
16sning, 1,25 X vitaminlosning, 0,3 g/l natriumklorid (NaCl) och 0,2 g/l magne-
siumsulfat (MgSO,) blandades. Till de tre flaskorna adderades jastextrakt sadant
att koncentrationerna blev 0 g/1, 1,00 g/1 respektive 2,00 g/1. Den totala medium-
volymen i respektive skakflaska var 26 ml. Skakflaskorna inkuberades Gver natten
i 30 °C och 180 rpm. ODgpp-métningar gjordes efter 24 timmar for att utvirdera
tillvaxten. For en vidare beskrivning av metoden se laborationsmanualen i bilaga
B.2.

3.3 Skakflaskexperiment med syntetiskt medium

Nedan foljer metoden for projektets huvudsakliga moment: screening, optimering
och validering av framtagen modell. Inledningsvis utfordes ett screeningexperiment
i syfte att undersoka signifikansen hos sju olika faktorer och deras nivaer. Vidare
anvindes MODDE for att evaluera vilka faktorer som ansags relevanta att testa i
optimeringen. I valideringen jamfordes slutligen tillvixten av C. intermedia i det
optimerade mediet med det ursprungliga mediet. Fér mer utforlig beskrivning av
det laborativa arbetet under screeningexperimentet, optimeringen och valideringen,
se laborationsmanualer for dessa i bilaga B, C respektive D.
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3.3.1 Screening

Definitive Screening Design anvéndes for att screena sju faktorer: laktos, (NHy)2SOy,
KH5POy, sparamneslosning, vitaminlosning, NaCl och temperatur, mot responsva-
riablerna ODggg uppméitt 24 respektive 48 timmar efter inokulering. I experimentet
utviarderades kombinationer av faktorerna pa tre nivaer i sammanlagt 17 forsok,
varav 3 i centerpunkten. I tabell 3.1 presenteras faktorernas naturliga nivaer for re-
spektive kodad niva. Aven MgSOy4 och jistextrakt ingick i mediet men holls pa en
konstant niva pa 0,2 g/1 respektive 1,00 g/1.

Tabell 3.1: Naturliga nivaer for faktorer och konstanta mediekomponenter for screening.

Komponent/Faktor Niva Enhet
-1 0 +1

Temperatur 25,0 30,0 35,0 °C
Laktos 15,0 35,0 55,0 g/l
(NH,4)2S04 10,0 13,0 16,0 g/l
KH,PO, 7,00 9,00 11,0 g/l
Spardmneslésning 0,500 1,25 2,00 X
Vitaminlosning 0,500 1,25 2,00 X
NaCl 0,000 0,300 0,600 g/l
MgSO, 0,200 g/l
Jastextrakt 1,00 g/l

Totalt 25 ml av vardera mediumkomposition blandades i sterila 100 ml skakflaskor.
De inokulerades dérefter med den flytande forkulturen av C. intermedia. Berdknat
ODgoo vid start var 0,1. Innan inokuleringen studerades forkulturen under mikro-
skop for att undersoka om kontaminering skett. Jéstcellerna &r ovala och knoppiga
till skillnad fran langsmala sporer och bakterier, som &ar stavformade eller runda
och betydligt mindre &n jastcellerna. Kontaminering av nagon annan jastart &n C.
intermedia kunde ej kontrolleras med mikroskop. Skakflaskorna inkuberades sedan
i 25, 30 eller 35 °C och 180 rpm i 48 timmar.

3.3.2 Optimering

Optimeringen av faktorerna temperatur, laktos och vitaminlésning gjordes enligt en
CCO design. Faktorerna varierades 6ver nivaerna 0, + 1 och £+ 1,47 (stjairnpunkter-
na) i sammantaget 19 forsok, varav 5 i centerpunkten. I tabell 3.2 listas de naturliga
nivaerna for laktos, vitaminlosning och temperatur samt koncentrationerna for res-
terande mediekomponenter som holls pa konstant niva.
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Tabell 3.2: Naturliga nivaer for faktorer och konstanta mediekomponenter fér optimering.

Komponent /Faktor Niva Enhet
-1,47 -1 0 +1 +1,47

Temperatur 241 26,0 30,0 34,0 35,9 °C
Laktos 27,9 35,0 50,0 65,0 72,7 g/l
Vitaminlosning 1,76 2,00 2,50 3,00 3,24 X
(NH4)QSO4 10,0 g/l
KH,PO, 7,00 g/l
Spardmneslosning 0,500 X
MgSO, 0,200 g/l
Jastextrakt 1,00 g/l

De 19 forsoken forbereddes i skakflaskor och inokulerades enligt samma metod som
vid screeningexperimentet. Flaskorna inkuberades sedan i 24,1, 26,0, 30,0, 34,0 eller
35,9 °C och 180 rpm i 72 timmar. ODggp-métningar togs vid 24, 48 och 72 tim-
mar. Anledningen till att fler provtagningar gjordes under optimeringen var for att
undersoka huruvida tillvixten fortsatte eller planande ut efter 48 timmar.

3.3.3 Validering av modellen

I valideringen jamfordes tillvixten hos C. intermedia i den framtagna optimera-
de mediumkompositionen med det ursprungliga mediet. Startmediets komposition
motsvarade det for centerpunkten i screeningexperimentet. Kompositionen av det
optimerade mediet var den som modellen framtagen vid optimeringen férutspadde
ge hogst ODgg. I tabell 3.3 listas koncentrationer fér samtliga komponenter och od-
lingstemperatur for respektive medium. Tre 100 ml skakflaskor av vardera medium
blandades och inokulerades med forkulturen av C. intermedia. Den totala medievoly-
men var 25 ml for respektive forsck och berdknat ODggg vid start var 0,1. Odlingarna
inkuberades sedan under 72 timmar.

Tabell 3.3: Naturliga nivaer fér komponenter och faktorer i det ursprungliga respektive
optimerade mediet.

Komponent /Faktor Startmedium Optimerat medium Enhet
Temperatur 30,0 24,1 °C
Laktos 35,0 48,2 g/l
(NH4)2SO4 13,0 10,0 g/l
KH,PO, 9,00 7,00 g/l
Spardmneslosning 1,25 0,500 X
Vitaminlosning 1,25 1,76 X
NaCl 0,300 0,000 g/l
MgSO, 0,200 0,200 g/l
Jastextrakt 1,00 1,00 g/l

ODggo-métningar gjordes vid 18, 20, 22, 24, 48 samt 72 timmar efter inokulation.
Métningar gjordes vid fler tidpunkter for att kunna folja odlingen kontinuerligt
och dédrmed gora tillvaxtkurvor som ett komplement till titer. HPLC-prover togs
vid samtliga tidpunkter for att méta laktoskoncentrationen éver tid for respektive
medium.
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3.4 Analysmetoder

Hér presenteras de metoder som anvindes genomgaende for att analysera resultat
fran det laborativa arbetet. De metoder som anvindes var OD-métningar vid 600
nm, analys av prover med HPLC-teknik samt analys av ODggo-resultaten i program-
met MODDE.

3.4.1 ODgyp-méatningar

Samtliga ODggo-métningar gjordes i spektrofotometern Genesys 10 vid 600 nm. Mét-
ningarna gav den relativa tillvixten av jastbiomassa mellan de olika mediumkompo-
sitionerna. Vid samtliga provtagningar togs forst ett mindre prov ur skakflaskorna
under sterila forhallanden, for att sedan spédas i kyvetter. Proverna spiaddes i syfte
att gbra méatningarna i spektrofotometerns linjira métintervall, vilket motsvaras av
ett ODgoo mellan 0,1 och 0,4. Motsvarande mediumkomposition for centerpunkterna
anvindes som blankprover i samtliga métningar.

3.4.2 HPLC

For HPLC-analysen anvéindes JASCO UV-IR och analysprogrammet ChromNAV.
Varje prov analyserades av HPLC:n i 18 minuter och injektionsvolymen var 5 pl.
For att erhalla laktoskoncentrationerna fran de olika medierna under valideringen
skapades en standardkurva. Spadningsserien for standardkurvan for laktos var 50, 25,
12,5, 6,25 och 3,125 g/1. Det linjdra sambandet mellan topparea och koncentration i
standardkurvan anviandes sedan for berékning av laktoskoncentrationerna i proverna
fran valideringen.

3.4.3 Analys i MODDE

Programmet MODDE anvéndes for att generera forsoksuppstéllningar for valda ex-
perimentella designer till screening- och optimeringsexperimentet. For att ta fram
forsoksuppstéllningen angavs forst antalet faktorer och responser, diarpa specificera-
des vilken design samt antalet upprepade forsok som skulle goras i centerpunkten.

Efter att experiment utforts laborativt anvindes d&ven MODDE som hjélpmedel i
resultatanalysen. For att fa en 6versikt 6ver responsvariabelns varians samt for att
uppticka monster plottades storleken pa responsen mot forscksnumret. En visuell
jamforelse gjordes mellan spridningen pa de upprepade centerpunktsférscken och de
ovriga forsoken. Vidare anpassades en modell till datan genom linjér regression med
avseende pa modellens koefficienter. Det forsta utkastet av modellen inneholl alla mo-
delltermer vars effekt potentiellt skulle kunna upptéckas av den valda designen, det
vill sdga exempelvis forsta ordningens, kvadratiska och interaktionseffekter. Déarefter
utvecklades modellen genom att insignifikanta koefficienter, for ett 95% konfidensin-
tervall, till modelltermer successivt togs bort tills endast signifikanta termer aterstod.
Resultatet av ett F-test (95%), med nollhypotesen att modellen hade god passning,
samt en analys av modellens varians sammanstélldes i en variansanalys-tabell (pa
engelska analysis of variance table, fortséttningsvis forkortat ANOVA-tabell).
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For att avgora centerpunktens faktornivaer for optimeringsexperimentet anvindes
den framtagna modellen fran screeningexperimentet for att hitta nivaerna som gav
hogst respons for de signifikanta faktorerna. Ovriga faktorer som varierades i scree-
ningen, vilka inte visade sig ha tillrackligt stor effekt pa responsvariablerna for att
inga i modellen, sattes i optimeringsdesignen till den ldgsta nivan som testades i
screeningexperimentet. Den framtagna modellen efter optimeringsexperimentet an-
vandes slutligen for att plotta en responsyta och forutspa de optimala odlingsfor-
hallandena for att maximera jéstbiomassatitern.

4 Resultat

Nedan foljer de resultat som erholls under projektets gang. Resultatet presenteras
enligt en kronologisk uppdelning i screening-, optimerings- och valideringsexperi-
ment. Varje delsteg genererade resultat som analyserades i MODDE och dérefter
anvandes som grund till planeringen och utférandet av néstféljande steg.

4.1 Screening

Innan screeningexperimentet kunde paboérjas utfordes ett initialt experiment dér
jastextrakts betydelse for tillvixten undersoktes. Resultatet av det initiala expe-
rimentet visas i tabell 4.1, dédr det syns att forsok nummer 1, som inte inneholl
jastextrakt, gav mycket mindre jastbiomassa &n de som innehd6ll 1,00 respektive
2,00 g/1. Foljaktligen beslutades det att jéastextrakt skulle inkluderas i receptet for
det syntetiska mediet. Eftersom jastextrakt ér dyrt och en dubblering av koncent-
rationen inte gav en dubblering av ODggy valdes vidare koncentrationen 1,00 g/1 av
jastextrakt till att inkluderas i mediet hadanefter.

Tabell 4.1: Experimentella ODggp-varden fran det initiala jastextraktsexperimentet.

Forsok Koncentration ODgpo efter 24 timmar
jastextrakt (g/1)
1 0,00 0,5
2 1,00 6,2
3 2,00 8,9

Efter det initiala experimentet med jéstextrakt paborjades screeningexperimentet.
Sju faktorer testades i en forsoksuppstéllning enligt Definitive Screening Design, se
tabell 4.2. Resultatet fran screeningen erholls i form av ODggg-véirden uppmétta 24
respektive 48 timmar efter inokulering, vilket inkluderats i tabell 4.2. De kodade
nivaerna finns 6versatta till naturliga nivaer i tabell 3.1.
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Tabell 4.2: Forsoksuppstéllning framtagen for screeningexperimentets 17 forsok med de sju
faktorernas kodade nivaer samt resultat av ODggg-métningar vid 24 respektive 48 timmar.

Nr. Laktos (NH4)2— KHQ— SpEGlI'— Vitamin| NaCl Temp— ODGOO 24 OD600 48
SO, PO, amne eratur || timmar | timmar
1 0 1 -1 1 -1 1 -1 6,7 13,9
2 0 -1 1 -1 1 -1 1 7,2 12,0
3 -1 0 1 -1 1 1 -1 7,2 174
4 1 0 -1 1 -1 -1 1 5,8 10,1
5 1 -1 0 1 1 1 1 7,3 13,1
6 =1l 1 0 -1 =1l -1 =1l 7,0 14,5
7 1 -1 -1 0 1 -1 -1 7,6 17,9
8 -1 1 1 0 =1 1 1 4,1 6,0
9 -1 -1 1 1 0 -1 -1 5,8 15,7
10 1 1 -1 -1 0 1 1 5,2 9,5
11 -1 1 -1 1 1 0 1 5,9 8,1
12 1 -1 1 -1 -1 0 -1 6,4 18,2
13 1 1 1 1 1 -1 0 12,1 14,4
14 =1l -1 =1l -1 -1 1 0 7,8 12,4
15 0 0 0 0 0 0 0 9,0 14,3
16 0 0 0 0 0 0 0 8,6 14,8
17 0 0 0 0 0 0 0 8,8 11,3

I figur 4.1 nedan ges en visualisering av ODggg-resultaten. Dér syns det att vid 24
timmar fanns ingen stor spridning mellan férsoken, utan att de flesta hade ett ODggg
mellan 5 och 10. Vid 24 timmar var dven variansen mellan férsoken i centerpunkten
lag, vilket syns eftersom de tre centerpunkterna har néstintill samma ODggo-vérde.
Efter 48 timmar fanns en storre spridning av punkterna och i det fallet lag ODggo-
véardena mellan 6 och 18. Vid 48 timmar hade de tre férscken i centerpunkten &ven
en storre varians.
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Figur 4.1: Resultat av ODggg for vardera forsok, numrerade enligt tabell 4.2. Vinster:
ODggo-métningar vid 24 timmar. Hoger: ODggpo-métningar vid 48 timmar.
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Resultatet bearbetades i MODDE genom att ODggo-vardena vid de tva tidpunk-
terna matades in som responsvariabler. Déarigenom togs tva initiala modeller fram,
en for vardera mitserie, se figur 4.2. De grona staplarna i figuren visar paverkan
pa jastbiomassakoncentrationen av forsta ordningens effekter av faktorerna samt av
faktorernas kvadratiska effekter. De graa strecken, felstaplarna, visar varje koeffi-
cients konfidensintervall. Om konfidensintervallet inkluderar noll &r modelltermen
insignifikant och den plockas ddrmed bort fran modellen.

Samtliga koefficienter for screening vid 24 timmar g Samtliga koefficienter for screening vid 48 timmar
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Figur 4.2: Koefficientvirden for modelltermerna, vilka visar faktorer och interaktioners
effekt pa jastbiomassatitern. Felstaplar visar konfidensintervallet for respektive koeffici-
ent. Vénster: modell baserad pa métvirden vid 24 timmar. Hoger: modell baserad pa
méatvérden vid 48 timmar.

Efter att insignifikanta modelltermer exkluderats i turordning erholls tva nya model-
ler, en for varje méatserie, se figur 4.3. De signifikanta faktorerna for responsen ODggq
vid 24 timmar var temperaturen samt laktos- och vitaminkoncentrationen. Dértill
ingick dven (vitamin)? och (temperatur)?, som #r kvadratiska effekter av motsva-
rande faktor, i modellen. I modellen anpassad till matvirdena tagna vid 48 timmar
var istillet de signifikanta faktorerna laktos, (NH,)2SOy, vitamin och temperatur.

7Enl:mrt signifikanta koefficienter for screening vid 24 timmar 7Enlmrt signifikanta koefficienter for screening vid 48 timmar
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Figur 4.3: De tva modellerna déir enbart signifikanta modelltermer beholls. Felstaplar visar
konfidensintervall for respektive koefficient. Vinster: modell baserad pa métdata vid 24
timmar. Hoger: modell baserad pa métdata vid 48 timmar.
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Eftersom de tva métserierna gav olika resultat pa signifikanta faktorer studerades
bada modellerna genom att tva separata ekvationer togs fram. Den férsta modellen,
motsvarande resultatet vid 24 timmar, beskrivs av ekvation 4.1.

y=8794+ 0,511 % L+ 0,831 %V — 0,657 % T — 3,395 % T% 4+ 1,13 x V? (4.1)

dér y ar jastbiomassa, L ar laktos, V ar vitamin och T &r temperatur. Modellens
R2- och Q?-viirde var 0,913 respektive 0,771. Koefficienterna i modellen togs fram i

MODDE och é&r berdknade for kodade nivaer pa ingaende modelltermer, fér varian-
sanalys se ANOVA-tabell i tabell E.1 i bilaga E.

Den andra modellen, motsvarande resultatet vid 48 timmar, beskrivs av ekvation
4.2.

y=13,15+1,002% L — 1,033 % N + 0,877« V — 3,38« T (4.2)

dér y &dr jastbiomassa, L ar laktos, N dr (NHy)2SOy, V ar vitamin och T &r tempera-
tur. Likt tidigare berdknades koefficienterna éven i denna modell fér kodade nivaer
pa modelltermerna. Modellens Q?-viirde var 0,864 och dess R2-virde var 0,922, se
tabell E.2 i bilaga E for ANOVA-tabell.

De tva modellerna jamfordes for att besluta vilka faktorer som skulle testas i nésta
experiment. Eftersom laktos, vitamin och temperatur var signifikanta i bada model-
lerna valdes dessa tre till att studeras vidare. Resterande faktorer sattes saledes till
konstanta virden i optimeringsexperimentet. Utifran resultatet av analysen i MOD-
DE togs beslutet att de faktorer som ej inkluderades i modellen kunde séttas till
den ldgsta nivan, vars motsvarande koncentrationer hittas i tabell 3.2.

4.2 Optimering

Da resultatet av screeningexperimentet visade att signifikant paverkan pa tillvixten
av C. intermedia gavs av faktorerna laktos, vitamin och temperatur, testades dessa
faktorer vidare i optimeringsexperimentet. Syftet med experimentet var att optimera
forhallandena genom att eftersoka den kombination av nivaer hos faktorerna som
gav den maximala jastbiomassatitern. Den experimentella design som anvindes var

CCO.

ODgpo-métningar gjordes vid 24, 48 och 72 timmar for de 19 férscken. De méatningar
som genomfordes vid 24 och 48 timmar gjordes enbart som kontroll for att folja till-
vixten. Dérav baserades analysen endast pa resultatet av ODggp-métningarna vid
72 timmar. Resultaten redovisas i tabell 4.3. Tabellen innehaller d&ven férscksupp-
stallningen med kodade nivaer for respektive forsok i experimentet. For 6versiattning
till naturliga nivaer, se tabell 3.2.
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Tabell 4.3: Forsoksuppstéallning framtagen for optimering av faktorerna laktos, vitamin och
temperatur, samt varje forsoks tillhérande resultat fran ODggp-méatningar vid 72 timmar.

Forsok Laktos Vitamin Temperatur ODggg 72 timmar
1 -1 -1 -1 19,3
2 1 -1 -1 20,4
3 -1 1 -1 19,2
4 1 1 -1 18,8
5 -1 -1 1 10,1
6 1 -1 1 7.4
7 -1 1 1 9,3
8 1 1 1 6,9
9 -1,47 0 0 14,9
10 1,47 0 0 13,7
11 0 -1,47 0 15,5
12 0 1,47 0 15,4
13 0 0 -1,47 19,2
14 0 0 1,47 12,1
15 0 0 0 15,0
16 0 0 0 15,9
17 0 0 0 17,6
18 0 0 0 17,2
19 0 0 0 18,3

ODggo-viirdena fran méatningen vid 72 timmar visas dven i figur 4.4, dér de plottats
mot forsoksnummer. I figuren dr punkterna fargkodade efter odlingstemperatur. Det
kan utldsas ur figuren att punkterna foljer ett monster baserat pa temperatur och att
en lagre temperatur verkar paverka jastbiomassatitern positivt. Genom att studera
forsok 15-19 i figuren, som alla hade samma mediumkomposition och vixte vid
samma temperatur, syns det tydligt att faktorerna som varierats i experimentet hade
en hogre inverkan pa jastbiomassatiter dn variationen som forekommer naturligt
bland odlingarna.

18



oD 600 for optimering vid 72h

22
O
20
© o, @
18 o 1 [ o 1 oer
¢ T=26.0C
L J o _ °
. 16 o ®° i ¢ T=340C
=) [ ] —
n° 14} - ] T=300C
C ® T=241C
12 O .
T=359C
10 o 1 | ¢ Centerpunkt
o
8 L
© o
6 L L 1
0 5 10 15 20

Forsok

Figur 4.4: Resultat fran optimeringsexperimentet, dir ODggg plottats mot férscksnummer.
Punkterna &r fiargade efter temperatur och centerpunkterna sérskiljs av annan form.

Likt tidigare bearbetades resultatet i MODDE genom att ODggg fran métningen vid
72 timmar matades in som responsvariabel. En initial modell erhélls som resultat,
dér endast temperatur visade sig vara signifikant, se figur 4.5.

Samtliga koefficienter for optimering vid 72 timmar
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Figur 4.5: Koefficientviarden fér modelltermerna framtagna for métviarden av ODggg vid
72 timmar, vilken visar faktorer och interaktioners effekt pa jastbiomassatiter. Felstaplar
visar konfidensintervallet for respektive koefficient.
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En modell togs dérefter fram dér koefficienterna for de insignifikanta modelltermerna
plockats bort i turordning. I den nya modellen var de enda signifikanta termerna tem-
peratur och (laktos)?, se figur 4.6. Dock behélls laktos i modellen, trots att den inte
visades ha nagon signifikant effekt pa jastbiomassan. Anledningen var att MODDE
inte tillit borttagningen av faktorn laktos om effekten av (laktos)? énskades behallas
i modellen, eftersom det stred mot hierarkiprincipen att ha kvar en kvadratisk effekt
i modellen utan forsta ordningens effekt.

i Signifikanta koefficienter for optimering vid 72 timmar
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Figur 4.6: Koefficientvirden for modelltermerna baserade pa métviarden av ODggg vid 72
timmar, dér ickesignifikanta modelltermer exkluderats. Felstaplar visar konfidensinterval-
let for respektive koefficient.

Den slutgiltiga modellen beskrivs av ekvation 4.3.

y=1592—-05%L—442«T — 1,32 L* (4.3)

dér y ar jastbiomassa, L ar laktos och T ar temperatur. Koefficienterna i modellen
ar beriknade for de kodade nivaerna pa modelltermerna. Modellen har R2-virdet
0,836 samt Q2-virdet 0,710, se tabell E.3 i bilaga E for modellens ANOVA-tabell.

Den framtagna modellen visas dven grafiskt till vanster i figur 4.7. Dér &r respon-
svariabeln ODgg plottad som en responsyta mot laktos och temperatur. Till hoger
i figur 4.7 visas ocksa en konturplot dér temperaturen och laktoskoncentrationen
ingar. Utifran responsytan gar det att se att den maximala jastbiomassatitern for-
utspadd av modellen fas vid en lag temperatur och en laktoskoncentration kring
centerpunkten. I samma graf gar det dven att se att modellens forutspadda maxi-
mum pa ODggg var ett virde kring 22.
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Figur 4.7: Responsyta med konturplot, samt fristaende konturplot. ODggo ar fargkodat,
fran gront till gult, vilket representerar hogt respektive lagt viirde pa ODggp.

4.3 Validering av modellen

Modellen som togs fram vid optimeringen utvarderades vidare i ett valideringsexpe-
riment. [ experimentet testades den mediumkomposition som enligt modellen fran
optimeringen forutspaddes ge den maximala for jastbiomassatitern. For att kunna
gora en jamforelse mellan startmedium och optimerat medium utférdes en ytterli-
gare odling i foérhallanden motsvarande centerpunkten fran screeningexperimentet,
eftersom titer ej uppméttes vid 72 timmar under screeningen. Innehallet i de tva
mediekompositionerna hittas i tabell 3.3.

Resultaten fran valideringsexperimentet visade att det optimerade mediet gav en
signifikant 6kning av jédstbiomassatiter efter 72 timmar, vilket styrktes med ett t-test
(95 %). Ett medelvéirde for slutgiltigt ODggo beriiknades till 20,6 for det optimerade
mediet och 184 for startmediet. Skillnaden motsvarar en ¢kning pa cirka 12 %
for det optimerade mediet. Resultaten fran samtliga ODgg- och HPLC-métningar
presenteras i tabell G.1 respektive G.2 i bilaga G.

Vidare visade resultaten att tillvixten av jastcellerna i startmediet initialt sett var
snabbare dn den hos cellerna i det optimerade odlingsmediet, vilket kan ses i till-
vaxtkurvorna i figur 4.8. Diaremot planade startmediets tillvixtkurva av inom 72
timmar. Tillvixten for det optimerade mediet planade inte av pa samma satt, vilket
tyder pa att cellerna fortfarande var i vixande tillstand da experimentet avslutades.

I figur 4.9, dar laktoskoncentrationen plottats mot tiden, syns det att det optime-
rade mediet, vilken startade pa en koncentration av 48,2 g /1, minskade till 26,0 g/1.
Startmediet borjade istéllet vid koncentrationen 35 g/1 och slutade pa 14,2 g/1. T fi-
guren avtar de tva kurvorna ungefér lika fort mellan flertalet tidpunkter. Likt fallet
med tillvixtkurvorna planar endast kurvan for startmediet av, vilket tyder pa att
jastcellernas laktoskonsumtion avstannat i det fallet.
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Figur 4.8: Uppmiitta ODggo-viirden plotta- Figur 4.9: Laktoskoncentrationen i de tva
de mot tiden for de tva testade medierna, medierna plottad mot tiden, dér gron kur-
dir gron kurva ér startmediet och gra kurva va dr startmediet och gra kurva dr det
ar det optimerade mediet. Felstapeln visar optimerade mediet. Felstapeln visar spri-
spridingen kring medelvérdet. dingen kring medelvirdet.

Avslutningsvis berdknades utbytet for de bada odlingarna, bade som ODgg per
gram forbrukad och per gram tillsatt laktos. Utbytet av ODggp per gram férbrukad
laktos var 29,5 for startmediet och 27,8 for det optimerade mediet. Pa samma sétt
var utbytet av ODggp per tillsatt méangd laktos 21,0 for startmediet och 17,1 fér det
optimerade mediet. Vidare berdknades &ven den specifika tillvéixthastigheten, p, for
de bada odlingarna, vilket resulterade i 0,08 h=! for startmediet och 0,12 h~! for det
optimerade mediet.

5 Diskussion

Projektet lyfter att mikrobiell omvandling av vassle har ett potentiellt stort anvéand-
ningsomrade men kraver mikroorganismer som kan metabolisera laktos, istéllet for
de vanligare glukosvixande organismerna. C. intermedia, som &r en relativt out-
forskad jéstart, har i tidigare studier visat sig kunna véxa pa laktos. Syntetiskt
vasslemedium anvénds i det hir projektet med syftet att optimera odlingsforhallan-
den for C. intermedia, med malet att maximera biomassatiter. Projektet gors dels
for att ge en djupare forstaelse av C. intermedia och dess tillvixtparametrar, dels
for att ge en grund till framtida utveckling for att odla C. intermedia industriellt pa
naturligt vassle.

5.1 Resultatbaserad diskussion

Den huvudsakliga metoden anvénd i projektet var att med hjélp av experimentellt
designade forsok utfora satsvisa odlingar av C. intermedia i skakflaskor. Jéstbiomassa-
och laktoskoncentrationen bestdmdes via ODggo- respektive HPLC-métningar. Re-
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sultatet visar att de tva faktorer som har storst paverkan pa jastbiomassatitern &r
laktoskoncentration och temperatur, enligt modellen i ekvation 4.3. En validering
genomfordes slutligen, dir det optimerade mediet jamfordes mot en ursprunglig me-
diumkomposition. Tillvaxtkurvor och grafer éver laktosférbrukningen baseras pa de
erhallna métvirdena fran valideringsexperimentet, se figur 4.8 samt 4.9. Genom en
analys av kurvorna identifieras troligen bade lagfas och stationér fas; resonemang
kring faktorernas potentiella paverkan pa tillvéixtfaserna foljer ndrmast.

Figur 4.8 visar att jastcellerna vixer snabbare initialt i startmediet i jamforelse med
det optimerade mediet, vilket tyder pa att jéstcellerna i startmediet har en kortare
lagfas. En forklaring till skillnaden i den initiala tillvixten skulle kunna vara att
cellerna véixer vid en hogre temperatur i startmediet, eftersom en hogre temperatur
far enzymatiska reaktioner att ske snabbare (18). Skillnaden skulle &ven kunna for-
klaras av att jéstcellerna upplever en hogre osmotisk stress i det optimerade mediet.
Jastcellerna utsétts for en storre skillnad i sockerkoncentration i det optimerade me-
diet &n cellerna i startmediet vid inokulering, da koncentrationen var 48,2 respektive
35,0 g/1, i jamforelse med 20,0 g/1 i forkulturen. Differensen i den initiala tillviixten
skulle kunna vara resultatet av bade osmotisk stress och temperaturskillnad, men
inga slutsatser kan dras utifran erhallna resultat.

Vidare gar det att se att den slutgiltiga jdstbiomassatitern dr hogre i det optime-
rade mediet och till skillnad fran startmediet ser tillvixten inte ut att avstanna
inom 72 timmar, se figur 4.8. Saledes hade skillnaden mellan det optimerade mediet
och startmediet troligen varit &nnu storre om odlingen hade fortsatt langre &n 72
timmar. Det ar mojligt att tillvixten avstannar pa grund av att nagon komponent
i mediet &r begrinsande. I startmediet avtar tillvixten trots att det finns 15 g/l
laktos kvar, se figur 4.9, vilket tyder pa att laktos inte &r begrénsande for tillvaxten.
Déaremot skulle kvéive kunna vara den begridnsande komponenten. Vid hogre tem-
peraturer forbrukas kvéve snabbare i jamforelse med vid ldgre temperaturer, vilket
kan leda till kvévebrist (25). Langsammare kvéveforbrukning skulle kunna forklara
det faktum att det optimerade mediet, som véxer vid en ldgre temperatur, ser ut
att viixa dven efter 72 timmar. Dock innehaller startmediet 30 % mer kvive én det
optimerade mediet; att kvavet tagit slut i startmediet under samma tidsintervall
kan dirav ifragasidttas. Utifran resultaten fran screeningen kan inga interaktioner
mellan kvdve och temperatur pavisas, eftersom den anvinda experimentdesignen
inte kan pavisa interaktionseffekter. Da forbrukning av kvédve samt andra kompo-
nenter inte undersoks gar det dock inte att dra nagra slutsatser kring huruvida de
ar begransande for tillvixt.

I en tidigare studie odlades C. intermedia i ett syntetiskt vasslemedium i syfte att
optimera tillvixthastighet och laktosférbrukning, vilket skedde genom utvérdering
av olika faktorers signifikans (12). Aven dir var de tva signifikanta faktorerna lak-
toskoncentration och temperatur, med optimala virden pa 18,4 g/l laktos och 32,4
°C. Virdena for temperatur och laktos skiljer sig markant fran de erhallna virdena
i vart projekt, vilket skulle kunna forklaras med att projekten optimerat med olika
syften och anvént olika stammar av C.intermedia. Till f6ljd av att bade temperatur
och laktoskoncentration ar signifikanta faktorer i bada studierna ar de féormodligen
viktiga faktorer vid odling av C. intermedia i syntetiskt vasslemedium.
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Efter screeningen visade sig nivaerna for de 6vriga faktorerna, utéver temperatur,
laktos- och vitaminkoncentration, vara insignifikanta for tillvixt. Resultatet inne-
bar ddremot inte att komponenterna kan uteslutas ur mediet, utan endast att de
inom det valda intervallet inte har nagon betydelse for tillvixten av jéstbiomassa.
Huruvida det &r trovérdigt att alla faktorer utom temperatur, laktos- och vitamin-
koncentration &r insignifikanta kan dock diskuteras. Delvis medfoér anviandningen av
jastextrakt att mediet inte ar helt definierat, eftersom jastextrakt innehaller bland
annat kvive och NaCl (26). Da resultatanalysen utgar fran de kénda nivaerna av
kvéve och NaCl, exklusive jéastextrakt, finns det en risk att resultatet kan vara nagot
missvisande. A andra sidan &r méngden jastextrakt relativt liten och ddarmed bor
den ej ha nagon storre inverkan pa resultatet. Vidare ar kvavekéllan signifikant vid
48 timmar i screeningexperimentet, men ej vid 24 timmar. Begrdnsningen pa tre
faktorer som fanns infér optimeringen gjorde att kvéavekéllan valdes bort eftersom
den, till skillnad fran de tre valda faktorerna, inte var signifikant vid bada tidpunk-
terna. Att kvive ansags vara en insignifikant faktor redan efter screeningen kan ha
gett en missvisande bild om dess paverkan. Risken finns exempelvis att kvéve ej var
signifikant vid 24 timmar pa grund av eventuella felkdllor. En jamforelse med en
liknande studie, med resultatet att kvivekéllan inte haft en signifikant paverkan pa
tillvixten (12), styrker dock méjligheten att kvévet &r insignifikant.

5.2 Felkillor

Till att borja med har odlingstiden i experimenten blivit en oavsiktlig faktor under
projektets gang. Initialt ansags 48 timmar vara tillrackligt med tid for tillvixten
av C. intermedia. Efter screeningen pekade resultaten ddremot pa att tillvixten
fortsatte efter 48 timmar och odlingstiden forlingdes darmed till 72 timmar under
optimeringen. Den dndrade odlingstiden medfor att resultaten fran screeningen &r
baserade pa en annan tidpunkt och saledes ett annat stadie av tillvixten &n for
optimeringen och valideringen, dér titer enbart baseras pa ODggg vid 72 timmar. De
olika odlingstiderna &r en felkélla eftersom tiden inte ansags vara en av faktorerna
under projektets gang. Till exempel visar valideringen att cellerna i det optimerade
mediet nar en hogre slutgiltig titer efter 72 timmar. I figur 4.8 syns det ddremot att
den slutgiltiga titern hade blivit hogst for startmediet om odlingen istéllet avslutats
efter 48 timmar. Problemet hade kunnat atgidrdas genom att gora initiala odlingar
och ta fram tillvixtkurvor, for att ta reda pa hur lange jastcellerna vixer. Dérmed
hade en rimlig odlingstid kunnat tas fram och anvénts for varje experiment.

Vidare dr métteknik, sasom pipettering och spéadning, en trolig felkilla. Det skul-
le kunna medfort slumpmaéssiga eller systematiska fel vid métningarna. Dessutom
kan variationen av personer som gjort méatningar under projektets gang ha paverkat
resultatet pa samma sitt. For att minimera variation och gardera for felmétningar
hade upprepning av varje forsokspunkt eller hela experiment kunnat utféras. Under
screeningen och optimeringen gjordes endast en ODggo-métning for varje forsoks-
punkt, da det annars hade blivit for manga métningar inom tidsramen. En forbétt-
ring gjordes under valideringen, dér tre upprepningar av respektive forsok utfordes.
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5.3 Forbéttringar och framtidsutsikter

Mikrobiell odling i skakflaskor medfor vissa begransningar och en mojlig forbéattrings-
potential for projektet &ar att skala upp odlingarna och istéllet odla C. intermedia
i bioreaktorer. Anvindning av bioreaktiorer ger stérre mojligheter att kontrollera
viktiga parametrar mer exakt. Syrehalten dr ett exempel pa en parameter som har
stort inflytande pa tillvéxt (20) och som med en bioreaktor hade kunnat kontrol-
lerats. Andra faktorer sasom COs-produktion och pH kan ocksa kontrolleras med
odling i bioreaktorer.

Syntetiska vasslemedia anvénds i projektet, da det medfor kontroll Gver samtliga
komponenter i mediet. I det slutgiltiga, optimerade mediet &r laktoskoncentratio-
nen 48,2 g/1, vilket motsvarar cirka 5 torrviktsprocent och liknar halten i naturlig
vassle, se avsnitt 2.1. I startmediet dr laktoskoncentrationen 35,0 g/l, motsvaran-
de 3,5 torrviktsprocent. Jastbiomassatitern fran startmediet visar att C. intermedia
vaxer ungefar lika bra vid den ldgre laktoskoncentrationen. Resultatet tyder ddrmed
pa att C. intermedia skulle kunna vixa pa naturlig vassle, eftersom laktoshalten i
naturlig vassle kan variera. Ett rimligt fortsatt steg i processen &r att jamfora reste-
rande mediumkomponenter for att i framtiden kunna odla C. intermedia pa naturlig
vassle.

Projektet dmnade, som tidigare ndmnt, enbart att optimera den slutgiltiga jast-
biomassatitern. Exempel pa produkt som utvinns fran jastbiomassa ar single cell
protein (SCP), en proteinkélla som kan komma att bli en viktig del av 16sningen till
en hallbar matproduktion (7). For att produktionen av SCP och andra produkter
ska bli tillampbar ar det daremot viktigt att inte enbart optimera med avseende pa
titer. Det kréavs en vidareutveckling av omvandling av vassle med C. intermedia for
att gora det industriellt samt ekonomiskt gangbart. I framtiden &r det viktigt att op-
timera dven med avseende pa produktivitet och utbyte for att forbattra processens
lonsamhet.

Framover dr det dven av intresse att undersoka andra mojliga produkter &n jéstbio-
massa, sasom organiska syror och metaboliter som jésten kan producera. Det finns
daremot en etisk problematik i att striva efter att 6ka antalet virdefulla produkter
som kan komma fran en miljoskadlig industri. Om framtida studier, baserade pa
projektets resultat, visar att C. intermedia effektivt kan omvandla vassle till varde-
fulla produkter finns en risk att 6kad ekonomisk vinst leder till 6kad ostproduktion.
Dérmed &r det mojligt att en 6kad anvindning av vassle i sin tur driver pa Gver-
levnaden av mejeriindustrin, eller till och med leder till en 6kning av den. Risken
finns da att den positiva miljopaverkan beskriven tidigare minskar eller nollstélls pa
grund av att mjolkindustrin fortlever.
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6 Slutsats

Det hir projektet bidrar till en djupare forstaelse av C. intermedia och dess op-
timala odlingsférhallanden. Laktos och temperatur ar de viktigaste faktorerna for
jasttillvaxt. Experimentell design ar ett effektivt sitt att uppna projektets syfte — att
maximera jastbiomassatiter. Genom att utfora ett fatal experiment uppnaddes en
okning med 12 % med avseende pa jastbiomassatiter. For att uppna det langsiktiga
malet, att effektivt omvandla vassle till mervardesprodukter med C. intermedia in-
dustriellt, krdvs vidare studier som undersoker odling pa naturlig vassle samt andra
mojliga mervirdesprodukter &n jastbiomassa.
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A Delft medium, spardmneslésning, vitaminlosning,

Recepten pa losningarna erhélls fran Industrial Biotechnology Division pa Chalmers.

Delft medium anvéndes till en del mediumkompositioner i det laborativa arbetet. I
tabell A.1 listas innehallet i Delft medium.

Tabell A.1: Komposition av Delft medium.

Komposition Delft medium

Kolkilla, glukos 20 e]
Ammoniumsulfat, (NH,)2SO, 5 g]
Kaliumdivétefosfat, KHyPOy 3,0 g
Magnesiumsulfat, MgSO, - 7TH,0O 1,0 [g]
Spardmnen (1000 X) 1,0 [ml]
Vitamin (1000 X) 1,0 ]
Kaliumvéteftalat, CsHsKO4 (5 X) 200 [ml]

Justera pH till 5,0 med 2-5 M KOH
Addera vatten (eller fyll upp till Vi) 1000 [ml]

Vidare anvéndes spardmneslosning som en stamlosning i projektet. Nedan i tabell
A.2 presenteras innehallet i sparamneslosningen.

Tabell A.2: Komposition av spardmneslosning 1000 X (autoklaverad separat).

Spardmneslosning 1000 X (autoklaverad separat)

EDTA 15 &l
ZHSO4 . 7H20 4,5 [g]
MnCl, - 4H,O 0,8 g
COC12 . 6H20 0,3 [g]
CUSO4 . 5H20 0,3 [g]

NagMoO4 . 2H20 074 [g]
CaClg . 2H20 4,5 [g]
FeSO, - TH,0O 3,0 gl

H3BO3 1,0 g

KI 0,1 [g]

En vitaminlosning nyttjades ocksa som stamlosning i projektet. Nedan i tabell A.3
presenteras innehallet i vitaminlosningen.

Tabell A.3: Komposition av vitaminlosning 1000 X (sterilfiltrerad separat).

Vitaminlosning 1000 X (sterilfiltrerad separat)
d-Biotin 0,05 g]
Kalcium-D(+)-pantotenat 1,0 [g]
Nikotinsyra 1,0 gl
myo-Inositol 25 [g]
Tiamin HCL 1,0 g
Pyridoxin HCL 1,0 g]
para-aminobensoesyra 0,2 gl
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B Laborationsmanual - Screening

Den hér laborationsmanualen tacker férberedelse av stamlésningar, det initiala ex-
perimentet for att avgdra om jastextrakt dr nodvindigt att inkludera i mediet och
screeningexperimentet enligt Definitive screening design.

B.1 Forberedelser av stamlosningar

Tabell B.1 nedan ger 6verblick 6ver stamlosningskoncentrationer samt totalvolymer
som behovs for den initiala screeningen av jastextrakt och screeningexperimentet.

Tabell B.1: Koncentrationer och volymer av stamlosningar som ska férberedas och sterili-
seras enligt listad metod.

Komponent Stamlosnings- Volymer som Volym att Metod for

koncentrationer behdvs (ml) bereda (ml) sterilisering

Laktos 125 (g/1) 141 200 Filtrering
(NH4)2S04 100 (g/1) 65,7 200 Autoklavering
KH,POy4 125 (g/1) 36,4 200 Autoklavering
Sparimneslésning* 20,0 X 81,6 100 Autoklavering

Vitaminlésning* 20,0 X 81,6 100 Filtrering
NaCl 15,0 (g/1) 10,1 100 Autoklavering
MgSOy 10,0 (g/1) 10,1 100 Autoklavering
Jastextrakt 25,0 (g/1) 83,0 150 Autoklavering
Delft medium** 2,00 X 500 550 Autoklavering

Glukos 200 (g/1) 100 150 Filtrering
mQ-vatten - - 1000 Autoklavering

*Spardamneslosningen och vitaminlosningen (1000 X) ska sedan tidigare vara
steriliserade. Vid blandning med autoklaverat mQ-vatten for spadning till 20 X &r inte
ytterligare sterilisering nédvéndig.

**Kontrollera att stamlosning har steriliserats.

Vid beredning av stamlosningarna, f6lj angiven procedur vad géller uppvégning av
massa till vikten given i tabell B.2. Lagg den uppviagda massan i en viarmetalig kolv
av lamplig storlek. Fyll darefter upp med mQ-vatten till respektive volym presente-
rad i tabell B.2.

Tabell B.2: Mangd av kemikalierna samt mQ-vatten for beredning av stamlésningar, vilka
ska uppna koncentrationerna givna i tabell B.1. Kemikaliernas forvaringsplats dr &ven
listad.

Komponent Massa (g) Volym Forvaringsplats av kemikalie
mQ-vatten (ml)
Laktos 25,0 200 6145 Balansrum 2, skap 08
socker A-M.
(NH4)2S0,4 20,0 200 6145 Balansrum 2, skap 01 A-B.
KHyPO,4 25,0 200 6145 Balansrum 2, skap 05 P-R.
NaCl 1,50 100 6145 Balansrum 2, skap 06 S.
MgSOy 1,00 100 6145 Balansrum 2, skap 04 M-O.
Jastextrakt 3,75 150 6145 Balansrum 2.
Glukos 30,0 150 6145 Balansrum 2.
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Da orginalstamlosningarna for spardmneslosning och vitaminlésning dr 1000X be-
hover dessa spédas till 20X, som ar koncentrationen av stamlosning som anvénds
hér. Notera att orginalstamlosningarna redan steriliserats, darav ska &ven sterilise-
rat mQ-vattnet anvéndas vid spddningen. Denna spéddning korresponderar till en
spadning om 50 ganger; ta saledes 2 ml av orginalstamlosningen 1000X och spad
med autoklaverat mQ-vatten upp till 100 ml. Spadningen ska goras for spardmnes-
16sningen respektive vitaminlésningen.

Nér alla stamlésningar &r gjorda och etiketterade ska dessa steriliseras enligt listad
metod i tabell B.1.

B.2 Initialt experiment kring inkludering av jiastextrakt

Forbered tre media i ett lamindrflodesdragskap enligt tabell B.3 i 100 ml E-kolvar
(vidare refererade till som flaskor) med gasgenomsldppande propp. Etikettera flas-
korna med 1, 2 respektive 3, tillsammans med nédvéandig information som datum,
innehall och namn. Tillsétt mQ-vatten till varje flaska tills en totalvolym pa 26 ml
uppnatts. Notera att 1 ml fran varje volym kommer anvéndas som blankprov vid
ODgpo-métningar for respektive prov. Pipettera darefter 1 ml av varje fardigstélld
media till separata Eppendorfror, etikettera och forvara kallt i kylskap.

Tabell B.3: Volymerna av stamlosningar for varje komponent att addera vid forberedelse
av media for experimentenen 1-3. Totalvolymen av respektive media 1-3 &dr 26 ml.

For- || Laktos |(NH4)2SO4 KHoPOy| Spardmne | Vitamin | Nacl [MgSO, | Jastex- | mQ-
sok || (125 g/1)| (100 g/1) |(125 g/1)| (20,0 X) | (20,0 X) | (15,0 | (10,0 | trakt |vatten
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) g/l) (/1) (ml)| (25,0 | (ml)
(ml) g/1) (ml)
1 730 3.40 1.87 1,63 1.63 | 0,520 | 0520 | 0,000 |9.13
2 7.30 3.40 1,87 1,63 1,63 | 0520 | 0520 | 1,04 |8,90
3 7,30 3,40 1,87 1,63 1,63 0,520 | 0,520 2,08 | 7,50

Under sterila forhallanden, pipettera 1 ml av media 1 till ett Eppendorfror. Anvind
dérefter en inokuleringsogla for att skrapa av en koloni fran en agarplatta utstrykt
med C. intermedia och placera kolonin i Eppendorfroret. Vortexa tuben i nagra
sekunder tills cellklumpen ar upplost. Addera déarefter 1 ml av mediet med celler
tillbaka till den storre volymen av mediet 1. Aterupprepa samma procedur for 2 och
3. Inkubera déarefter flaskorna vid 30 °C och 180 rpm approximativt 24 timmar.

Avlagsna flaskorna fran inkubatorn efter 24 h fér ODggp-métningar. Se till att kul-
turen dr vil omblandad och att cellerna inte sjunkit ner till botten innan provtag-
ningen utfors. Pipettera 1 ml direkt i en kyvett, eller om spadning kravs forst i ett
Eppendorfror.

For blankproverna, 6verfor den tidigare avsatta volymen for respektive media (1 ml)
till kyvetter. Mat ODggp for blankproven mot dess tillhérande prov. Om métvérdet
for ODggp Overstiger 0,4 maste provet spiadas vidare tills att ett ODggg inom det
linjéra intervallet (0,1-0,4) uppnas. Beridkna vad det ursprungliga ODggg var innan
spadning och notera resultatet.
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B.3 Forkultur

Forbered forkultur dagen innan inokuleringen av media i screeningexperimentet &r
planerad. Forkulturerna ska odlas pa Delft medium med glukos som kolkélla samt
adderat jastextrakt. Tillred forst 1000 ml forkulturmedium genom att tillsédtta vo-
lymer av de steriliserade stamlosningarna till en flaska med skruvlock enligt tabell
B.4.

Tabell B.4: Volymer av varje komponent att addera vid forberedelse av startkulturmediet,
samt slutkoncentrationen av respektive komponent.

Komponent Volym stamlésning (ml) Slutkoncentration

Delft medium salter (20,0X) 500 1,00 X

Glukos (200 g/1) 100 20,0 g/1

Spardmne (20,0 X) 50,0 1,00 X

Vitamin (20,0 X) 50,0 1,00 X

Jastextrakt (25,0 g/1) 40,0 1,00 g/1
mQ-vatten* 260 -
Totalvolym 1000 -

*Steriliserad i férhand.

Tillsétt 50 ml vardera av det forberedda forkulturmediet till tva steriliserade flaskor.
Forvara aterstaende mangd av Delft medium i kylskap, for vidare anvéndning i sena-
re experiment. Notera att en viss mangd ocksa kommer att behovas till blankprover
senare vid ODggo-métningarna.

Pipettera dérefter 1 ml av mediet fran en av flaskorna till ett Eppedorfror. An-
vand en steril inokuleringsogla for att skrapa av en koloni med C. intermedia fran
en agarplatta och placera kolonin i Eppendorfroret. Vortexa i nagra sekunder tills
cellklumpen &r upplost. Addera darefter 1 ml av mediet med celler tillbaka till flas-
kan. Aterupprepa samma procedur for en andra koloni. Méark flaskorna exempelvis
"Koloni 1” respektive "Koloni 2.

Forslut de tva flaskorna med gasgenomslédppande propp. Inkubera flaskorna i en
skakande inkubator instélld pa 30 °C och 180 rpm i approximativt 24 timmar. Mt
ODgoo for bada forkulturerna, om bada tillvixt vélj en och anvéand den for inokule-
ring av alla forsoksflaskor i screeningexperimentet.

B.4 Screeningsexperimentet

Screeningexperimentet bestar av 17 forsok, vilka i denna sektion &r namngivna 1 till
17. Alla forsok ar unika, forutom 15, 16 och 17 som é&r upprepade centerpunktsfor-
sok med alla faktorer vid nollnivan. Alla momenten utfors i laminérflodesdragskap
forutom inkuberingen.

Den experimentella planen, framtagen i MODDE, presenteras i tabell B.5. I tabel-
len anvinds de kodade faktornivaerna. Ingen randomiserad korordning har listats
eftersom alla forsok forbereds och kors mer eller mindre samtidigt. I tabell B.6 &r de
naturliga nivaerna listade for faktorerna ihop med den berdknade médngden stamlos-
ning som krévs for att uppna de indikerade nivaerna. Notera att d&ven MgSO,4 och
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jastextrakt ingar i media men inte dr varierade faktorer utan halls pa en konstant
niva och dr dérfor inte listade i forsoksuppstéllningen (tabell B.5).

Tabell B.5: Forsoksuppstillning med kodade nivaer framtagen for screeningforscket av
MODDE enligt Definitve Screening Design.

Forsok Laktos (NH4)2SO4 | KHyPO4 | Spardmne Vitamin NaCl | Temperatur
1 0 1 -1 1 -1 1 -1
2 0 -1 1 -1 1 -1 1
3 -1 0 1 -1 1 1 -1
4 1 0 -1 1 -1 -1 1
5 1 -1 0 1 1 1 1
6 -1 1 0 -1 -1 -1 -1
7 1 -1 -1 0 1 -1 -1
8 -1 1 1 0 -1 1 1
9 -1 -1 1 1 0 -1 -1
10 1 1 -1 -1 0 1 1
11 -1 1 -1 1 1 0 1
12 1 -1 1 -1 -1 0 -1
13 1 1 1 1 1 -1 0
14 -1 -1 -1 -1 -1 1 0
15 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0 0

Tabell B.6: Volymerna att addera av komponenterna motsvarande de kodade nivaerna,
tillsammans med de naturliga nivaerna for varje komponent (koncentration av komponent

i fardigt medium).

Komponent Volym stamlésning (ml) Koncentration i medium Enhet
-1 0 1 -1 0 1

Laktos 3,00 7,00 11,0 15,0 35,0 55,0 g/l
(NH4)2S04 2,50 3,25 4,00 10,0 13,0 16,0 g/l
KH,PO, 1,40 1,80 2,20 7,00 9,00 11,0 g/l
Sparémne 0,625 1,56 2,50 0,50 1,25 2,00 X
Vitamin 0,625 1,56 2,50 0,500 1,25 2,00 X
NaCl 0,000 0,500 1,00 0,000 0,300 0,600 g/l
MgSOy4 0,500 0,200 g/l
Jastextrakt 1,00 1,00 g/l

B.4.1 Tillredning av medium till screeningforsok 1-17

Borja med att mérka 17 stycken 100 ml E-kolvar (vidare refererat till som flaskor)
fran 1 till 17 samt tilligg nodvandig information som datum, innehall och namn.

Tillred darefter medium till férsok 1-14 enligt tabell B.7, dédr volymen stamlésning

av komponenterna som behover adderas till varje forsoksflaska &r listad.
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Tabell B.7: Volymerna som ska tas fran stamlosningarna till skakflaskor pa 100 ml. Se till
att den slutgiltiga totalvolymen &r 25 ml for respektive flaska.

Laktos [(NH4)2SO4|KH,PO, Sparsmne Vitamin NaCl | MgSO, |Jédstextrakt mQ-vatten
Forsok||(125 g/1)| (100 g/1) {(125 g/1) (201)0 X) (m)[(20,0 X) (ml) (15,0 g/1)[(10,0 g/1)| (25,0 g/1) (ml)
(ml) (ml) (ml) ’ ' (ml) (ml) (ml)
1 7,00 4,00 1,40 2,50 0,625 1,00 0,500 1,00 6,98
2 7,00 2,50 2,20 0,625 2,50 0,000 0,500 1,00 8,68
3 3,00 3,25 2,20 0,625 2,50 1,00 0,500 1,00 10,9
4 11,0 3,25 1,40 2,50 0,625 0,000 0,500 1,00 4,73
5 11,0 2,50 1,80 2,50 2,50 1,00 0,500 1,00 2,20
6 3,00 4,00 1,80 0,625 0,625 0,000 0,5 1,00 13,5
7 11,0 2,50 1,40 1,56 2,50 0,000 | 0,500 1,00 4,54
8 3,00 4,00 2,20 1,56 0,625 1,00 | 0,500 1,00 11,1
9 3,00 2,50 2,20 2,50 1,56 0,000 0,500 1,00 11,7
10 11,0 4,00 1,40 0,625 1,56 1,00 0,500 1,00 3,91
11 3,00 4,00 1,40 2,50 2,50 0,500 0,500 1,00 9,60
12 11,0 2,50 2,20 0,625 0,625 0,500 0,500 1,00 6,05
13 11,0 4,00 2,20 2,50 2,50 0,000 0,500 1,00 1,30
14 3,00 2,50 1,40 0,625 0,625 1,00 0,500 1,00 14,4

For forsok 15-17, som har samma mediumkomposition, férbered 80 ml av mediet
i en flaska genom att addera mingderna presenterade i tabell B.8. Overfér sedan
25 ml vardera till flaska 15-17. Spara de 5 ml som aterstar av mediet i kylskap for
senare anvéandning som blankprover vid ODggo-métningar.

Tabell B.8: Volymerna av stamlosningar for varje komponent att addera vid gemensam
forberedelse av medium till forsck 15-17. Totalvolymen kommer bli 80 ml.

Komponent Volym (ml)
Laktos (125 g/1) 224
(NH,)2S04 (100 g/1) 10,4
KH,PO, (125 g/1) 5,76
Spardmne (20,0 X) 5,00
Vitamin (20,0 X) 5,00
NaCl (15,0 g/1) 1,60
MgSO, (10,0 g/1) 1,60
Jastextrakt (25,0 g/1) 3,20
mQ-vatten 25,0

B.4.2 Inokulation

Mait ODggg pa forkulturen som forberetts dagen innan for att avgora volymen for-
kultur som media i flaska 1-17 ska inokuleras med. Se till att kulturen &r vl om-
blandad fore pipettering av 1 ml fran férkulturen till kyvett, eller till Eppendorfror
om spadning krévs. For blankproverna, pipettera 1 ml av mediet som anvéndes till
forkulturen, vilket forvarats i kylskap. Mét forst ODggo pa blankprovet och sedan for-
kulturen. Om ODygg Overstiger 0,4 maste provet spadas vidare tills en ODggg-analys
inom det linjéra intervallet 0,1-0,4) uppnas.

Berikna volymen av celllésning som krévs vid inokulering for att uppna en slutgiltig
ODgoo av 0,1 i flaskorna 1-17 som innehaller 25 ml medium. Tillsdtt den beriaknade
méangd till alla 17 flaskor och férslut med gasgenomslédppande propp.
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Dela upp forsoken i tre grupper enligt vilken temperatur som flaskorna ska inkuberas
i, se tabell B.9. Se till att alla flaskor ar val forslutna och transportera de sedan till
réitt inkubator och stéll in 180 rpm. Kom ihag att kolla om inkubatorerna behover
forviarmas innan anvindning.

Tabell B.9: Forsok uppdelade enligt temperatur.

Forsok Temperatur
Kodad Naturlig
1,3,6,7,9,12 -1 25,0 °C
13, 14, 15, 16, 17 0 30,0 °C
2,4,5,8,10, 11 1 35,0 °C

B.4.3 Provtagning av jistbiomassakoncentration

Mait jastbiomassakoncentrationen i flaskorna 1-17 genom ODggo vid 24 timmar och
48 timmar efter inokulering. Forbered forst blankprovet genom att pipettera 1 ml
av mediet som anvéndes till flaska 15-17 (5 ml rest forvarad i kylskap) till en kyvett
och mét sedan ODggp.

Kontrollera att vitskan i flaskorna &r vél omblandad och att cellerna inte sjunkit till
botten innan provtagning. Pipettera 1 ml fran flaska 1-17 direkt i en kyvett, eller
om spadning kravs forst i ett Eppendorfror. Om ODggg Overstiger 0,4 spad tills det
uppmétta ODggg ligger inom det linjdra intervallet. Berdkna vad den ursprungliga
ODgoo var innan spadning och notera resultatet.
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C Laborationsmanual - Optimering

C.1 Forberedelser av stamlosningar

Tabell B.1 nedan ger en 6verblick 6ver stamlosningskoncentrationer samt totalvoly-
men som kravs for optimeringsexperimentet. Det bor finnas tillrackligt med stam-
16sningar forberedda sedan tidigare, kontrollera detta fore start.

Tabell C.1: Koncentrationer och volymer av stamlosningar som ska férberedas och sterili-
seras enligt listad metod.

Komponent Stamlosnings- Volymer som Metod for

koncentrationer behovs (ml) sterilisation

Laktos 125 (g/1) 190 Filtrering
(NHy)2S04 100 (g/1) 62.5 Autoklavering
KH,PO4 125 (g/1) 35,0 Autoklavering
Sparamneslosning™* 20,0 X 15,6 Autoklavering

Vitaminlésning* 20,0 X 59,4 Filtrering
MgSO, 10,0 (g/1) 12,5 Autoklavering
Jastextrakt 25,0 (g/1) 15,6 Autoklavering

*Spardmneslosningen och vitaminlosningen (1000X) ska sedan tidigare vara steriliserade.
Vid blandning med autoklaverat mQ-vatten for spddning till 20X &r inte ytterligare
sterilisering nédviandig.

**Kontrollera att stamlosning har steriliserats.

C.2 Forkultur

Forbered forkultur dagen innan inokuleringen av forsoksmedia i optimeringsexpe-
rimentet. Forkulturerna ska odlas pa Delft medium med glukos som kolkélla samt
adderat jastextrakt. Tillsdtt 50 ml vardera av det forberedda forkulturmediet till
tva steriliserade flaskor.

Pipettera dérefter 1 ml av mediet fran en av flaskorna till ett Eppedorfror. An-
vand en steril inokuleringsogla for att skrapa av en koloni med C. intermedia fran
en agarplatta och placera kolonin i Eppendorfréret. Vortexa i nagra sekunder tills
cellklumpen &r upplost. Addera déarefter 1 ml av mediet med celler tillbaka till flas-
kan. Aterupprepa samma procedur for en andra koloni. Mark flaskorna exempelvis
"Koloni 1”7 respektive "Koloni 2.

Forslut de tva flaskorna med gasgenomslidppande propp. Inkubera flaskorna i en
skakande inkubator instélld pa 30 °C och 180 rpm i approximativt 24 timmar. Mé&t
ODggp for bada forkulturerna, om bada tillvaxt vélj en och anvénd den for inokule-
ring av alla forsoksflaskor i experimentet.

C.3 Optimeringsexperiment

I denna del ar forsoken namngivna 1 till 19. Alla forsck &r unika, forutom 15-19,
som ar upprepade centerpunktsforsok med alla faktorer vid nollnivan.
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Forsoksuppstéllningen for en CCO-design given av MODDE presenteras i tabell C.2.
Ingen randomiserad korordning har listats eftersom alla experimenten férbereds och

kors mer eller mindre samtidigt.

Tabell C.2: Faktorernas kodade nivaer for CCO-design framtagen av MODDE.

Fosok Laktos Vitamin Temperatur
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,47 0 0
10 1,47 0 0
11 0 -1,47 0
12 0 1,47 0
13 0 0 -1,47
14 0 0 1,47
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0

I tabell C.3 &r de naturliga nivaerna listade for faktorerna ihop med den beriknade
volymen stamlosning som kravs for att uppna de indikerade nivaerna. Endast laktos,
vitaminl6sning och temperaturen dr varierade faktorer medan resterande mediekom-
ponenter halls pa en konstant niva bestdmd med hjilp av resultatet av screeningen.

Tabell C.3: Volymerna att addera av komponenterna motsvarande de kodade nivaerna,
tillsammans med de naturliga nivaerna for varje komponent (koncentration av komponent

i fardigt medium).

Komponent Volym stamlésning (ml) Koncentration i medium Enhet
-1,47| -1 0 1 147 || -1,47| -1 0 1 1,47

Laktos 5,59 | 7,00 | 10,0 | 13,0 | 14,4 || 27,9 | 35,0 | 50,0 | 65,0 | 72,7 | g/l
Vitamin 2,21 | 2,50 | 3,13 | 3,75 | 4,04 || 1,80 | 2,00 | 2,50 | 3,00 | 3,20 X
(NH4)QSO4 2,50 10,0 g/l
KH,PO,4 1,40 7,00 g/l
Spardmne 0,625 0,500 X
MgSO, 0,500 0,200 g/l
Jastextrakt 1,00 1,00 g/l

C.3.1 Tillredning av medium till optimeringsforsék 1-19

Borja med att forbereda en blandning av de mediumkomponenter som halls kon-
stanta genom att addera volymerna, presenterade i tabell C.4, av varje stamlésning
till en flaska. Totalvolymen kommer bli 141,25 ml.
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Tabell C.4: Volymer av varje komponent

konstanta nivaer.

for att gora blandning av komponenter med

Komponent Volym (ml)
(NH,)250, (100 g/1) 62,5
KH,PO, (125 g/1) 35,0
Spardmneslésning (20,0 X) 15,6
MgSOy (10,0 g/1) 12,5
Jastextraktlosning (25,0 g/1) 15,6

Mirk 19 stycken 100 ml flaskor (Erlenmeyerkolvar) fran 1 till 19 samt tilligg nod-
vandig information som datum, innehall och namn. Tillred férsok 1-14 enligt tabell
C.5, dir volymen stamlésning som ska adderas for respektive komponent listas.

Tabell C.5: Volymer att tillsétta till respektive flaska.

Nr.|| Laktos (125 g/1) Vitaminlosning | Temperatur Blandning med Vatten att
(ml) (ml) konstanta tillsdtta (ml)
komponenter (ml)

1 7.00 2.50 26.0 5.65 9.85

2 13,0 2,50 26,0 5,65 3,85

3 7,00 3,75 26,0 5,65 8,60

4 13,0 3.75 26,0 5,65 2.60

5 7,00 2,50 34,0 5,65 9.85

6 13,0 2,50 34.0 5,65 3.85

7 7.00 3.75 34.0 5,65 8,60

8 13,0 3,75 34,0 5,65 2,60

9 5,59 3.13 30,0 5,65 10,6

10 14,4 3,13 30,0 5,65 1,81

11 10,0 2.21 30,0 5,65 7.14

12 10,0 4,04 30,0 5,65 5,31

13 10,0 3,13 24,1 9,65 6,23

14 10,0 3,13 35,9 5,65 6,23

Forbered mediet for forsok 15-19 gemensamt. Bered 130 ml genom att tillsétta vo-
lymer av stamlosningar listade i tabell C.6 och 6verfor sedan 25 ml till vardera av
flaskorna 15-19. Spara de 5 ml som aterstar av mediet i kylskap for senare anvand-
ning som blankprover vid ODggo-métningar.

Tabell C.6: Volymerna av stamlésningar for varje komponent att addera vid gemensam
forberedelse av medium till forsok 15-19. Totalvolym 130 ml.

Komponent Volym (ml)
Laktos (125 g/1) (ml) 52,0
Vitaminlésning (20,0 X) 16,3
(m)
Blandning av komponenter 294
pa konstant nivaer (ml)
mQ-vatten (ml) 32,4
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C.3.2 Inokulation

Mit ODggg pa forkulturen som forberetts dagen innan for att avgora volymen for-
kultur som medierna i flaska 1-19 ska inokuleras med. Se till att kulturen &r vl
omblandad fore pipettering av 1 ml fran forkulturen till kyvett, eller till Eppen-
dorfror om spéadning krévs. For blankproverna, pipettera 1 ml av mediet som an-
vandes till forkulturen, vilket forvarats i kylskap. Mét forst ODggg pa blankprovet
och sedan forkulturen. Om ODggg Gverstiger 0,4 maste provet spadas vidare tills en
ODggo-analys inom det linjara intervallet 0,1-0,4) uppnas.

Berékna volymen av celllésning som krévs vid inokulering for att uppna en slutgiltig
ODgoo av 0,1 i flaskorna 1-19 som innehaller 25 ml medium. Tillsdtt den beriknade
méngden till alla 19 flaskor och forslut med gasgenomslappande propp.

Dela upp forsoken i fem grupper enligt vilken temperatur som flaskorna ska inku-
beras i, se tabell C.7. Inkubera sedan gruppvis med cirka 10 minuters mellanrum
i inkubatorer instéllda pa 180 rpm. Kom ihag att kolla om inkubatorerna behéver
forvarmas innan anvindning.

Tabell C.7: Uppdelning av forsok 1-19 enligt temperatur.

Forsok Temperatur
Kodad Naturlig
13 -1,47 24,1 °C
1,2, 3,4 -1 26,0 °C
9,10, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19 0 30,0 °C
5,6,7,8 1 34,0 °C
14 1,47 35,9 °C

C.3.3 Provtagning av jistbiomassakoncentration

Mit jastbiomassakoncentrationen i flaskorna 1-19 genom ODgog vid 24, 48 och 72
timmar efter inokulering. Forbered forst blankprovet genom att pipettera 1 ml av
mediet som anvéndes till flaska 15-19 (rest forvarad i kylskap) till en kyvett och mét
sedan ODGOO-

Kontrollera att vatskan i flaskorna &r vél omblandad och att cellerna inte sjunkit
till botten innan provtagning. Pipettera 1 ml fran flaskorna 1-19 direkt i en kyvett,
eller om spéadning krévs forst i ett Eppendorfror. Om ODggg 6verstiger 0,4 spad tills
det uppmiitta ODggo ligger inom det linjéra intervallet (0,1-0,4). Berikna vad det
ursprungliga ODggg var innan spadning och notera resultatet.
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D Laborationsmanual - Validering

D.1 Introduktion

Vid detta laborationstillfdlle kommer aspekter som jastbiomassakoncentration, spe-
cifik tillvixthastighet och utbyte att testas for tva olika tillvéxtforhallanden. Jamfo-
relsen av tillvixtforhallanden, som bestar av bade mediumkomposition och inkuba-
tionstemperatur, dr mellan startpunktsforhallandena baserade pa information fran
litteratur och de fran foérgaende experiment forutspadda optimala férhallandena for
att maximera jastbiomassatitern.

De moment som ska utforas i valideringen sker genom samma procedurer som ti-
digare experiment, vilka beskrivs utforligt i appendix B. Héar aterges darfor endast
information om stamlésningar och mediumkompositionen i de tva testade medierna,
samt metod att folja for forberedelsen av de tva media som testas i tre upprepade
forsok vardera.

D.2 Stamlésningar

I tabell D.1 anges vilka koncentrationer pa stamlésningar som behoévs under valide-
ringsexperimentet. Stamlosningarna bereds pa samma sétt som tidigare, se appendix
B. T tabellen anges ocksa totalvolymen som behévs av varje komponent for experi-
mentet.

Tabell D.1: Koncentrationer och volymer av stamlésningar.

Komponent Stamlésnings- Volymer som Metod for

koncentrationer behovs (ml) sterilisering

Laktos 125 (g/1) 53,3 Filtrering
(NH4)2S04 100 (g/1) 18,4 Autoklavering
KH,POy4 125 (g/1) 10,2 Autoklavering
Spardamneslosning 20,0 X 7,00 Autoklavering

Vitaminlésning 20,0 X 12,1 Filtrering
NaCl 15 (g/1) 1,60 Autoklavering
MgSOy 10,0 (g/1) 3,20 Autoklavering
Jastextrakt 25,0 (g/1) 4,00 Autoklavering
mQ-vatten - 50,2 Autoklavering

D.3 Mediekomposition

I tabell D.2 ges en 6verblick pa de komponenter som ingar i de tva medierna som
testas. Tabellen anger ocksa vilka koncentrationer som de olika komponenterna har
i varje medium.
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Tabell D.2: Koncentrationer av komponenter i startmediet och optimerat medium.

Komponent Koncentration Koncentration Enhet
startmedium optimerat
medium

Laktos 35,0 48,2 g/l
(NH4)QSO4 13,0 10,0 g/l
KHyPO4 9,00 7,00 g/l
Spardmneslésning 1,25 0,500 X
Vitaminlosning 1,25 1,76 X
NaCl 0,300 0,000 g/l
MgSOy4 0,200 0,200 g/l
Jastextrakt 1,00 1,00 g/1

D.4 Forberedelse av medium

1.

Forbered startmediet och det optimerade mediet genom att addera de voly-
merna av stamlosningar som listas i tabell D.3.

. Tillsatt 25 ml av startmediet till tre separata 100 ml flaskor méarkta ”S1”, 7S2”

och ”S3”. Gor pa samma sitt med det optimerade mediet, men mark flaskorna
exempelvis "F17, "F2” och "F3” istéllet. Spara den aterstaende volymen av
respektive medium till blankprover samt till HPLC-métningen vid 0 timmar
efter inokulering.

. Inokulera flaskorna till ett startviarde pa ODggg av 0,1 med hjalp av forkultur

forberedd dagen innan. Utfor ODggo-métningar {or varje flaska for att forsdkra
att ODgoo verkligen har vérdet 0,1.

. Inkubera de tre flaskorna med startmedium vid 30,0 °C och de tre flaskorna

med det optimerade mediet vid 24,1 °C.

Tabell D.3: Volymer av stamlosningar av mediekomponenter att addera for startmediet
respektive det optimerade mediet.

Komponent stamlésning Volym (ml) for Volym (ml) for

startmediet optimerat medium
Laktos (125 g/1) 22,4 30,9
(NH,4),S0, (100 g/1) 10,4 8,00
KH,PO, (125 g/1) 5,76 4,48
Spardmne (20,0 X) 5,00 2,00
Vitamin (20,0 X) 5,00 7,10
NaCl (15,0 g/1) 1,60 0,000
MgSO, (10,0 g/1) 1,60 1,60
Jastextrakt (25,0 g/1) 2,00 2,00
mQ-vatten 26,2 24,0

D.5 Provtagning

Vid

tidpunkterna 0, 18, 20, 22, 24, 48 samt 72 timmar efter inokulering, ta 1 ml

prov fran respektive flaska for ODggo-métningar. Folj dérefter samma procedur som
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tidigare, se appendix B. For HPLC-métningar, tag prover vid 0 timmar och 72
timmar efter inokulering. Kom ihag att filtrera forst om det ar celler i mediet.
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E ANOVA-tabeller

E.1 Screening

Foljande forkortningar géller samtliga ANOVA-tabeller. SS star for sum of squares,
MS for mean square. F, P och SD star for F-statistika, P-véirde respektive standar-
davvikelse. RSD innebér residual standardavvikelse.

Tabell E.1 utgér den ANOVA-tabell som togs fram vid analys av resultatet vid 24
timmar under screeningen.

Tabell E.1: ANOVA-tabell for modellen for responsvariabeln ODggo vid 24 timmar fran

screeningen.
. . . MS
Jastbiomassa 24 timmar || Frihetsgrader SS . F P SD
(varians)
Total 17 935 55,0
Konstant 1 882 882
Total korrigerad 16 52,6 3,29 1,81
Regression 5 48,0 9,61 23,0 0,000 | 3,10
Residual 11 4,59 0,417 0,646
Lack of fit 9 4,51 0,501 12,5 0,076 | 0,708
Pure error 2 0,089 0,040 0,200
N=17 Q2= | 0,771
DF=11 R2= | 0,913 RSD= | 0,646
R2 adj.= | 0,873

Tabell E.2 &r ANOVA-tabellen for modellen anpassad efter resultatet vid 48 timmar

fran screeningen.
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Tabell E.2: ANOVA-tabell screening 48 timmar.

Jastbiomassa 48 timmar || Frihetsgrader SS MS F P SD
(varians)

Total 17 3130 184
Konstant 1 2940 2940
Total korrigerad 16 185 11,6 3,40
Regression 4 171 42,7 35,3 0,000 | 6,54
Residual 12 14,5 1,21 1,10
Lack of fit 10 7,56 0,756 0,217 | 0,962 | 0,870
Pure error 2 6,96 3,48 1,87

N=17 Q2= | 0,864

DF=12 R2= | 0,922 RSD= | 1,1
R2 adj.= | 0,896
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E.2 Optimering

ANOVA-tabellen som togs fram vid analysen av modellen for responsvariabeln vid
72 timmar under optimeringsomgangen visas nedan i tabell E.3

Tabell E.3: ANOVA-tabell optimering vid 72 timmar.

Jastbiomassa 72 timmar || Frihetsgrader SS MS F P SD
(varians)
Total 19 4620 243
Konstant 1 4310 4310
Total korrigerad 18 311 17,3 4,16
Regression 3 260 86,7 25,5 0,000 | 9,31
Residual 15 51,0 3,40 1,84
Lack of fit 11 43,9 3,99 2,25 0,226 | 1,10
Pure error 4 7,1 1,78 1,33
N=19 Q2= | 0,710
DF=15 R2= | 0,836 RSD= | 1,84
R2 adj.= | 0,803
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F Kalibreringskurva

I figur F.1 nedan har topparean plottats mot kénda laktoskoncentrationer fran
HPLC-métningarna. En linjar regression utfordes och visas dven i figuren, vilken
hade ekvationen y = 89382 * x + 6,028 * 10°, déir y motsvarar topparean och x lak-
toskoncentrationen. Den linjira regressionen hade ett R%-virde pa 0,9962. Grafen
och ekvationen till den linjira regressionen anvindes vid berdkning av laktoskon-
centration i supernatanten; resultatet av berdkningen finnes i avsnitt 4.3.

6.5 % 10° Kalibreringskurva
-nd T T T T T (-)
6 ]
55+ |
3
2 | 0 |
5 O
45 .
4r 5 -
o Topparea = 6.028*10~ + 89382*Laktos
©  Experimentella punkter
35 I | | | |
35 40 45 50 55 60 65

Laktoskoncentration (g/1)

Figur F.1: Kalibreringskurva for berikning av laktos, dir topparea plottas pa y-axeln mot
kind laktoskoncentration pa x-axeln.
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G Validering

Nedan i tabell G.1 redovisas uppmétta ODggo-vérden for samtliga prover fran vali-
deringseperimentet.

Tabell G.1: Experimentellt erhallna ODggg-varden fran valideringsférsoket.

Forsok]|  ODgoo ODsoo ODsoo ODsoo ODsoo ODsoo ODsoo
0 timmar |18 timmar |20 timmar |22 timmar |24 timmar |48 timmar |72 timmar

S1 0,1 5,3 6,4 7 7,8 16,1 17.6
S2 0,1 5,2 6,2 7,8 8,2 18,0 19,9
S3 0,1 4,7 6,5 8,4 9,0 19,0 17,7
Fl 0.1 2.2 31 36 44 13,1 20,2
F2 0,1 2,4 3,0 3,8 4.4 14,7 20,5
F3 0,1 2.3 3,5 4,2 5,2 16,4 21,0

I tabell G.2 redovisas beridknade laktoskoncentrationer vid vardera tidpunkt dar
méatningar togs under valideringen. Koncentrationerna berdknades med hjélp av
kalibreringskurvan som togs fram efter HPLC-métningarna, vilken visas i figur F.1
i appendix F

Tabell G.2: Experimentellt erhallna laktoskoncentrationer fran valideringsforsoket.

Forsok|| Laktos Laktos Laktos Laktos Laktos Laktos Laktos
0 timmar |18 timmar |20 timmar |22 timmar |24 timmar |48 timmar |72 timmar
S1 35,0 34,0 32,8 32,0 31,8 21,3 20,0
S2 35,0 34.4 33,7 32,5 30,7 21,1 19,2
S3 35,0 34,5 33,1 32,3 31,0 20,5 18,6
F1 48,2 48,7 47,5 47,4 46,8 36,1 30,0
F2 48,2 48,4 47,3 46,5 441 33,8 31,6
F3 48,2 47,2 46,4 46,1 45,2 35,1 28,7
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