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Göteborg, Sverige 2021-05-14



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

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 göra mejeriindustrin mer miljömässigt h̊allbar är att ta tillvara
p̊a dess restprodukter. En till stora delar outnyttjad resurs är vassle, vilken är en
restprodukt fr̊an osttillverkning med ett högt näringsinneh̊all och l̊agt ekonomiskt
värde. I det här arbetet undersöks potentialen för användning av vassle som nä-
ringskälla vid satsvis odling av jästen Candida intermedia. Syftet är att, med hjälp
av designade experiment, optimera odlingsförh̊allandena för C. intermedia med av-
seende p̊a maximering av jästbiomassatiter. Screening av faktorer relaterade till
odlingsförh̊allanden utfördes i försök uppställda enligt en Definitive Screening De-
sign, där syntetisk vassle av varierande komposition användes som odlingsmedia. De
mest inflytelserika faktorerna, laktos- och vitaminkoncentrationen samt temperatu-
ren, optimerades sedan med hjälp av responsytemetodik genom användning av en
Central Composite Orthogonal Design. Efter odling i 72 timmar vid de förutsp̊adda
optimala förh̊allandena uppn̊addes en 12% högre jästbiomassatiter jämfört med de
ursprungliga tillväxtförh̊allandena. De uppmätta specifika tillväxthastigheterna var
liknande, däremot var jästbiomassutbytet för de optimerade tillväxtförh̊allandena
lägre än för de ursprungliga förh̊allandena. Sammanfattningsvis visar resultatet p̊a
effektiviteten i att använda experimentell design för kultivering av jäst i syfte att
optimera jästbiomassatitern. Projektet har resulterat i en ökad först̊aelse av faktorer
som p̊averkar C. intermedias kapacitet att omvandla näringsämnen i vassle till bio-
massa och är därmed ett litet steg p̊a vägen mot en framtida industriell produktion.
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1 Inledning

Osttillverkning är sammantaget en industri av enorma m̊att (1). En omfattande
biprodukt vid osttillverkning är vassle, eftersom det vid produktionen bildas en ap-
proximativt nio g̊anger större mängd vassle än ost (2). Under 2015 uppskattades
den globala årliga produktionen av vassle till 200 miljoner ton (3), med en upp̊atg̊a-
ende trend som resultat av mjölkprodukters fortsatt ökande efterfr̊agan (4). Vassle
används idag inom flera olika omr̊aden, s̊asom produktion av djurfoder och livsme-
delsprodukter (2), vilka b̊ada är exempel p̊a mervärdesprodukter som har ett högre
värde p̊a marknaden än den ursprungliga vasslen. Framställningen av mervärdes-
produkter fr̊an vassle är än s̊a länge mindre än tillg̊angen p̊a vassle (2). Till följd
av icke utnyttjad vassle har nya användningsomr̊aden och utveckling av dessa blivit
av allt större behov. Strävan är att uppn̊a en mer cirkulär och h̊allbar bioekonomi,
vilket innebär att tillgängliga biologiska resurser används p̊a ett h̊allbart sätt (5).

1.1 Bakgrund

Vassle har g̊att fr̊an att ses som avfall fr̊an ostindustrin till en användbar r̊avara, tack
vare dess höga näringsinneh̊all (6). Det är bland annat vanligt att vassle utnyttjas
inom matindustrin, där en möjlig produkt är single cell protein (SCP), vilket är
ätbara proteiner extraherade fr̊an mikrobiell biomassa (7)(6). Det är därmed möjligt
att biomassa odlad p̊a vassle skulle kunna vara ett framtida alternativ till animalier
och proteinrika grödor.

I samband med en ökad användning och tillvaratagande av näringsinneh̊allet i vass-
le har flera positiva effekter följt, däribland att mängden vassle som släpps ut som
avfall i naturen har minskat (8). Vassle har ett högt biologiskt och kemiskt syrebe-
hov (p̊a engelska Biological Oxygen Demand respektive Chemical Oxygen Demand,
hädanefter förkortat BOD samt COD) (2), vilka ger ett m̊att p̊a mängden syre som
krävs för oxidationen i en biologisk respektive kemisk nedbrytningsprocess av orga-
niskt material (9). De höga BOD- och COD-värdena innebär att utsläpp av vassle är
ett kritiskt föroreningsproblem (6). Tidigare kunde vassle släppas ut direkt p̊a åkrar
eller i hav, vilket vanligen tillämpades d̊a det var ekonomiskt fördelaktigt att inte
behöva behandla biprodukter till miljöns fördel (3). Idag är det däremot viktigare
att eftersträva minimerade skadliga miljöeffekter och att dessutom ta vara p̊a de till-
gängliga kolkällorna. I m̊anga länder finns numera bestämmelser kring föroreningar
som gör att obehandlad vassle inte till̊ats släppas ut (3). För att minska BOD och
COD i vassle behöver orsaken till de höga värdena reduceras, vilket främst är det
höga laktosinneh̊allet (2). Det är s̊aledes ytterst relevant att användningen av vassle
utvecklas, samt att dess näringsinneh̊all kan utnyttjas s̊a effektivt som möjligt.

Vassle är en god kolkälla p̊a grund av dess höga inneh̊all av laktos (6). Det är gynn-
samt att använda mikroorganismer för omvandling av vassle eftersom det, utöver de
eventuella produkter som kan bildas, även finns ett värde i den mikrobiella biomassa
som produceras vid omvandlingen (10). Det finns dock en viss begränsning i att ut-
nyttja mikroorganismer, eftersom de flesta industriellt använda mikroorganismerna
inte kan bryta ner laktos p̊a ett effektivt sätt (6). Därför finns ett stort behov av att
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hitta nya industriellt intressanta kandidater som kan leva och växa p̊a laktos. Den
jästart som idag används i störst utsträckning vid mikrobiell omvandling är modell-
organismen Saccharomyces cerevisiae, men även den saknar ett nedbrytningssystem
för laktos (11). Likväl finns det n̊agra kända jästarter som kan bryta ner laktos na-
turligt, till exempel jästen Candida intermedia (12). C. intermedia har tidigare visat
sig kunna växa p̊a vasslemedium för produktion av mervärdesprodukten jästbiomas-
sa. Därmed är det intressant att studera C. intermedia och dess odlingsförh̊allanden
för att uppn̊a en hög förbrukning av laktos, vilket i sig kan leda till att BOD- och
COD-värdena i vassle minskas (12).

För att en omvandlingsprocess framtagen i laboratoriet ska kunna implementeras
i större skala industriellt utförs det vanligen optimering av titer, produktivitet och
utbyte (p̊a engelska titer, rate och yield, förkortat TRY)(13). Titer är ett m̊att p̊a
mängden slutprodukt som erh̊alls, produktivitet anger produktion av slutprodukt
per tidsenhet och utbyte beskriver mängd slutprodukt per tillsatt eller förbrukad
mängd r̊amaterial (13). Optimering med avseende p̊a TRY p̊averkas av en mängd
olika faktorer och kan s̊aledes vara ett komplext problem. För att effektivt undersöka
möjliga faktorer som p̊averkar jästtillväxt är användning av experimentell design
ett alternativ. En anledning till att en optimering vanligen är nödvändigt bottnar i
industrins behov av att de implementerade processerna uppn̊ar lönsamhet.

1.2 Syfte

Projektets huvudsyfte är att med avseende p̊a titer optimera C. intermedias tillväxt
p̊a restprodukten vassle för omvandling till mervärdesprodukten jästbiomassa. Det
övergripande syftet delas upp i tv̊a delsyften som tillsammans bidrar till att uppfylla
huvudsyftet:

1. Designa laborativa experiment som ska ge information om olika tillväxtförh̊al-
landens p̊averkan, för att kunna maximera jästbiomassatiter av C. intermedia.
Delsyftet uppn̊as genom användning av mjukvaruprogrammet MODDE® som
verktyg. I MODDE sker experimentplanering av de laborativa experimenten
s̊aväl som utvärdering av resultat.

2. Utföra laborativt arbete för att odla C. intermedia p̊a syntetiskt vasslemedium,
där sammansättningen kan kontrolleras och varieras mer exakt än i verklig
vassle. Odlingen utförs för att undersöka olika faktorers p̊averkan p̊a jästbio-
massatiter och hitta jästens optimala tillväxtförh̊allanden, samt att analysera
substratförbrukning och produktutbyte.

1.3 Uppgiftsbeskrivning och tillvägag̊angssätt

Den laborativa delen av projektet innefattar ett screeningexperiment, ett optime-
ringsexperiment samt en omg̊ang för validering av resultatet. Mjukvaruprogrammet
MODDE används för experimentplanering och resultatanalys. I screeningexperimen-
tet testas signifikansen av sju utvalda faktorer, där m̊alet är att först̊a hur stor
inverkan respektive faktor har p̊a tillväxten med avseende p̊a slutprodukten jästbio-
massa. I optimeringsexperimentet optimeras de tre erh̊allna betydelsefulla faktorerna
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fr̊an screeningexperimentet och s̊aledes även tillväxtförh̊allandena för att uppn̊a en
maximal jästbiomassatiter. Slutligen valideras resultaten och de optimerade odlings-
förh̊allandena jämförs med de ursprungliga förh̊allandena.

Initialt väljs en lämplig experimentell design, anpassad efter antalet valda faktorer
och vilken typ av information som eftersöks. Under det laborativa arbetet utförs
därefter den framtagna försöksuppställningen. Laborationsarbetet innefattar bered-
ning av odlingsmedium, odling av förkulturer, satsvisa odlingar av C. intermedia,
samt provtagning för analys av jästbiomassa- och substratkoncentration. Metoder
som används är sterilteknik, pipettering, autoklavering, inkubering, optiska densi-
tetsmätningar vid 600 nm (fortsättningsvis förkortat OD600-mätningar) och HPLC-
mätningar (High-performance liquid chromatography). P̊aföljande moment är att
resultatet av det laborativa arbetet utvärderas med hjälp av MODDE. Därmed
skapas en översikt över mätvärdena, vilka best̊ar av uppmätt jästbiomassa för de
testade odlingsförh̊allandena. Vidare tas en statistiskt signifikant modell fram som
beskriver faktorernas effekter p̊a responsen jästbiomassakoncentration inom det un-
dersökta omr̊adet. Slutligen används den framtagna modellen för att förutsp̊a vilket
odlingsförh̊allande som leder till maximal jästbiomassatiter.

En överblick av projektets arbetsg̊ang kan ses nedan i figur 1.1.

Figur 1.1: Flödesschema över projektet.

1.4 Avgränsningar

Projektets fokus är att maximera koncentrationen av jästceller odlade p̊a vassle,
därigenom avgränsas andra fokusomr̊aden vad gäller tillvaratagandet av vasslen.
Ett exempel p̊a ett annat fokusomr̊ade som hade kunnat studeras är bildandet av
metaboliter vid omvandling av vassle. Den främsta anledningen till de avgränsningar
som görs är tidsbegränsningen projektet innehar. D̊a ett moment anses för omfattan-
de relativt tidsbegränsningen sätts det som en avgränsning, vilka presenteras vidare
i detta avsnitt tillsammans med avgränsningar gjorda p̊a andra grunder.
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En avgränsning är att antalet faktorer, som varieras i experimenten, begränsas till
maximalt åtta stycken. Anledningen är att för m̊anga faktorer leder till fler försök än
vad som är hanterbart under det laborativa arbetet. P̊a grund av liknande praktiska
begränsningar utesluts fortsättningsvis även pH som faktor.

Vidare är en avgränsning att endast satsvisa odlingar utförs, delvis p̊a grund av
tillgänglighet vad gäller utrustning. Avgränsningen leder till att det förblir okänt
huruvida en annan typ av odling hade kunnat ge bättre resultat. Rapporten behand-
lar heller inte hur C. intermedia växer p̊a riktig vassle vid de framtagna optimala
förh̊allandena. Därför görs ingen jämförelse mellan hur jästen växer p̊a syntetisk
vassle gentemot riktig vassle. Vidare begränsas även antalet möjliga iterationer av
laborativa experiment.

Den slutgiltiga avgränsningen som görs är att optimeringen endast sker med av-
seende p̊a titer och inte en övergripande optimering kring TRY. Däremot bestäms
utbytet och tillväxthastigheten trots att optimeringen inte sker med avseende p̊a
dem.

2 Teori

Den teoretiska bakgrund som ges nedan inneh̊aller förklaringar om generell expe-
rimentell design med tillhörande nyckelbegrepp, samt information om de särskilda
designer som används för screening respektive optimering i detta projekt. För en dju-
pare först̊aelse om ämnet behövs även en genomg̊ang av jästtillväxt, vilket tas upp
genom en beskrivning av vilka ämnen som krävs för att uppn̊a tillväxt, respektive
vilka som kan hämma tillväxten. Av samma anledning beskrivs även temperatu-
rens p̊averkan p̊a jästtillväxt. Närmast följer information om vassles inneh̊all samt
mikrobiell odling.

2.1 Vassle

Vassle är en restprodukt fr̊an det steg i osttillverkningen d̊a mjölken koaguleras till
ostmassa (6). Den är en vätska som inneh̊aller lösliga proteiner, lipider, salter (2)
och laktos, vilken är den huvudsakliga kol- och energikällan i vassle (6). Samman-
sättningen i vasslen kan dock variera beroende p̊a olika faktorer s̊asom vilket djur
mjölken tagits fr̊an, vilket foder djuret f̊att, om vasslen är av söt eller sur karak-
tär samt tidpunkt p̊a året (6). Vasslens karaktär beror p̊a vilken typ av ost som
tillverkas. Den procentuella ämnesfördelningen för söt vassle är vanligtvis följande:
93-94 % vatten, 4,5-5,0 % laktos, 0,8-1,0 % proteiner, 0,1 % citronsyra och slutligen
0,5-0,7 % mineraler. För sur vassle är den procentuella fördelningen istället 94-95
% vatten, 3,8-4,3 % laktos, lika stor andel proteiner, citronsyra och mineraler som
söt vassle, samt 0,8 % mjölksyra. Även pH-värdet varierar stort mellan sur och söt
vassle, där den sura vasslen ofta har ett pH kring 5 medan den söta vasslen har ett
pH p̊a ungefär 6,3 (6).
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2.2 Mikrobiell omvandling

Mikrobiell omvandling är det förlopp d̊a mikroorganismer konverterar exempelvis
restprodukter till mervärdesprodukter (14). Till skillnad fr̊an mikrobiell fermenta-
tion sker här en omvandling i närvaro av syre, medan fermentation sker i en syrefattig
miljö (14). Vilka mervärdesprodukter som bildas vid en mikrobiell omvandling av
laktos beror p̊a flera olika faktorer, bland annat vilka reaktionsvägar som är aktiva
i mikroorganismen.

Som tidigare nämnts är C. intermedia en mikroorganism som kan omvandla laktos.
Trots att C. intermedia har mycket gemensamt med S. cerevisiae är en utmärkande
skillnad mellan dem att C. intermedia är en Crabtree-negativ jäst medan S. cere-
visiae är motsatsen (15). Crabtree-effekten innebär, för positiva jästarter, att ett
substratöverskott leder till att fermentation föredras istället för aerob respiration
(16). I närvaro av en hög substratkoncentration kommer s̊aledes mer produkt att
bildas istället för att jästen växer. För Crabtree-negativa jäster sker det motsatta,
det vill säga att vid ett överskott av substrat kommer C. intermedia änd̊a att växa
(16). Tvärtom leder ett underskott av substrat till att produktproduktionen hos C.
intermedia ökar.

2.3 Jästtillväxt

För att tillgodose det grundläggande behovet för överlevnad hos jäst krävs generellt
ett antal olika typer av ämnen. Dessa ämnen delas upp i makronäringsämnen, mikro-
näringsämnen samt sp̊arämnen. Vidare kommer det i det här avsnittet redogöras för
vilka dessa ämnen är, samt för andra externa faktorer s̊asom temperatur.

2.3.1 Makronäringsämnen

Grundämnena kol, kväve, syre, svavel, fosfor och väte räknas som makronäringsäm-
nen, vilka behövs för att jästceller ska växa (17). Generellt är makronäringsämnen
de grundämnen som krävs i gramkvantiteter, räknat p̊a en liter medium (17). Till-
växten hos jästen sker genom uppbyggnad av makronäringsämnena till proteiner,
nukelinsyror samt lipider. Nedan ges en mer ing̊aende beskrivning av dessa ämnen.

2.3.1.1 Kol
Jäst är en kemoheterotrof organism (16), vilket innebär att dess kol-, energi-, syre-
och vätekälla är densamma (17). För jäst är det vanligast att kolkällan är en organisk
kolförening best̊aende av en eller flera sorters kolhydrater (16). Som ovannämnt är
laktos den huvudsakliga kolkällan i vassle; i sin tur bryts laktos ned intracellulärt till
de tv̊a monosackariderna glukos och galaktos. När sockerarter metaboliseras utvinns
energi som används till att f̊a cellen att växa (18). Kolkällan är därav en av de
viktigaste komponenterna i ett medium.

2.3.1.2 Kväve
För att tillväxt ska ske är det viktigt att en jäst har tillg̊ang till en kvävekälla,
eftersom kväve är den huvudsakliga komponenten i de nukleotider som bygger upp
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nukleinsyror, samt en viktig komponent i aminosyror (17). Alla jästarter kan använ-
da oorganiska kväveföreningar som kvävekällor, men enbart vissa arter kan använda
sig av organiska kväveföreningar (16) (19). Därav är det mest tillförlitligt att använ-
da sig av en oorganisk kvävekälla för att försäkra att tillväxt kommer att uppn̊as.

Vid ett underskott av kväve i ett medium kommer tillväxten att avta, vilket leder
till att tillväxtfasen blir längre (16). Vid ett extremt kväveunderskott kan tillväxten
till och med avstanna helt. Däremot p̊averkar ett överskott av kväve inte jästen p̊a
n̊agot särskilt sätt, utan den kan d̊a generellt sett växa normalt.

2.3.1.3 Syre
För att maximera produktion av jästbiomassa krävs det vanligen att jästen f̊ar växa
i ett syresatt medium (20). Det är viktigt att jästen har tillg̊ang till syre eftersom
det vid en aerob omvandling konverteras en avsevärt större mängd ATP än vid en
anaerob odling (21). Vid en satsvis anaerob odling kan den intracellulära oxida-
tiva stressen som uppst̊ar medföra att utbytet för jästbiomassa minskar markant,
däremot ökar produktionen av eventuella produkter vid en s̊adan odling (20). Mer
detaljerat medför en aerob omvandling att jästcellen istället bildar fler lipider som
kan stimulera uppbyggnad av exempelvis viktiga cellmembrankomponenter, s̊asom
ergosterol, jästens motsvarighet till kolesterol (20).

I övrigt behövs syre i centrala delar av cellen och ing̊ar i m̊anga livsviktiga föreningar.
Syrebehovet brukar vanligtvis täckas upp genom att det ing̊ar i kolkällan (17), vilket
är fallet i det här projektet eftersom laktos har den kemiska sammansättningen
C12H22O11. Oftast finns det även syre tillgängligt externt, till följd av att tillväxten
sker i en icke-syrebegränsad miljö.

2.3.1.4 Fosfor, svavel och väte
En oorganisk fosforkälla i form av ett salt brukar räcka för att tillfredsställa det
fullständiga fosforbehovet för cellerna (19). I brist p̊a fosfor kommer tillväxten att
begränsas p̊a grund av att ämnet ing̊ar som komponent i ATP, kofaktorer och fos-
folipider (17).

Vidare behövs ocks̊a en svavelkälla för att tillväxt ska uppn̊as eftersom svavel krävs
i proteinsyntesen och ing̊ar i vissa aminosyror (17). Svavelkällan förekommer oftast
i form av sulfatjoner i ett salt.

Det behövs ingen särskild vätekälla, utan precis som syrebehovet tillfredsställs beho-
vet genom att väte ing̊ar i det substrat som organismen utnyttjar (17). Anledningen
är att jäst är kemoheterotrofa organismer (16). Väte är en grundläggande förutsätt-
ning för liv och fyller därav flertalet viktiga funktioner; väte har bland annat en
avgörande roll i elektrontransportkedjan (17).

2.3.2 Mikronäringsämnen

Mikronäringsämnen utgörs av grundämnena järn, kalcium, kalium och magnesium.
De förekommer i celler som katjoner och behövs i milligram-kvantiteter per liter me-
dium (17). Mikronäringsämnen krävs för att celltillväxt ska uppn̊as. Diverse roller
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innehas av mikronäringsämnena, till exempel krävs magnesium för att bilda kom-
plex med ATP och ing̊a i kofaktorer. Kalium å andra sidan behövs bland annat i
proteinsyntesen för att upprätth̊alla enzymaktivitet (17).

2.3.3 Sp̊arämnen

Andra ämnen som är viktiga för mikrobiell tillväxt är s̊a kallade sp̊arämnen. Även
dessa är metaller. Till skillnad fr̊an mikronäringsämnena behövs sp̊arämnena däre-
mot endast i mikrogram-kvantiteter per liter medium (17). De metaller som räknas
som sp̊arämnen är kobolt, koppar, mangan, molybden, nickel och zink. Sp̊arämnena
förekommer som katjoner i cellen och fyller ett flertal olika funktioner, exempelvis
ing̊ar de ofta i enzymer och kofaktorer. Övriga tillämpningar är bland annat att
kobolt förekommer som en komponent i vitamin B12, samt att molybden krävs för
att fixera kväve (17). Till följd av att de mängder sp̊arämnen som tillförs ett me-
dium är tämligen sm̊a, är den exakta mängden som behövs ännu inte helt fastställt.
Sp̊arämnena m̊aste dock närvara i ett medium, i tillräcklig koncentration, för att
tillväxt ska ske (17).

2.3.4 Ytterligare faktorer

Det är inte enbart mediumkompositionen som p̊averkar jästtillväxt, utan även and-
ra faktorer s̊asom omrörning, temperatur och pH-värde har en inverkan. De flesta
jästarter växer bäst vid en temperatur omkring 20-30 °C, dock varierar det exakta
temperaturintervallet där tillväxt kan förekomma beroende p̊a vilken art som stude-
ras (19). Den övre gränsen ligger vanligtvis mellan 24 °C och 48 °C, och den undre
gränsen omkring fryspunkten (19). En högre temperatur ger snabbare reaktioner
och högre tillväxthastighet, medan en lägre temperatur medför motsatsen (18). Om
jästceller utsätts för en för hög temperatur blir cellmembranen icke-funktionella och
enzym denaturerar, vilket leder till att jästcellerna dör. Vid en minimal tempera-
tur är anledningen till avstannad tillväxt inte helt känd men troligtvis beror det p̊a
att cellmembranen förlorar sin funktion (18). Temperaturintervallet där tillväxt sker
p̊averkas även av andra faktorer, s̊asom pH, vilket i sin tur kan medföra att tillväxt-
hastigheten p̊averkas (19). Vid en temperatur som inte är optimal kan jästcellerna
ocks̊a enklare p̊averkas av andra stressorer.

2.4 Experimentell design

Experimentplanering är ett essentiellt moment i den generella experimentella proces-
sen. Underm̊aligt planerade experiment riskerar att vara tids- och kostnadsineffekti-
va, samt potentiellt sv̊ara att utvärdera (22). Efter att känd information om försöks-
objektet inhämtats i planeringssteget kan en försöksuppställning göras, vilket är en
plan för hur ett visst antal utvalda faktorers p̊averkan ska studeras i experimentet.
Inom forskningsomr̊adet experimentell design utvecklas och etableras strategier för
att försöksuppställningar ska bli s̊a effektiva som möjligt för att uppn̊a experimen-
tets m̊alsättningar. Bearbetade strategier kallas vanligen för designer. Många olika
designer finns tillgängliga och de är ämnade att användas i olika situationer.
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2.4.1 Faktorer och niv̊aer

De varierade parametrarna i ett experiment kallas för faktorer, vilka om de är kvanti-
tativa kan undersökas p̊a olika niv̊aer. Effekten av faktorerna och deras niv̊aer testas
mot en eller flera gemensamma responsvariabler, som exempelvis skulle kunna vara
h̊allbarhet av ett material eller biomassa i en cellodling. Ett exempel p̊a en faktor
är temperaturen, vilken förslagsvis kan varieras p̊a niv̊aerna 25 °C, 30 °C och 35
°C. Den här typen av niv̊aer kallas för naturliga niv̊aer, vilket innebär att de har
en naturlig storlek och enhet. I försöksuppställningar kan s̊a kallade kodade niv̊a-
er utnyttjas, vilka är de naturliga niv̊aerna enhetsskalade och centrerade kring noll
(22). Den kodade nollniv̊an är faktorns centervärde, vilket här motsvaras av den
naturliga niv̊an 30 °C. Punkten i vilken alla faktorers nollniv̊aer sammanfaller är
experimentets centerpunkt (22). I ovanst̊aende exempel motsvarar ett kodat enhets-
steg den naturliga steglängden 5 °C, vilket ger att exempelvis den kodade niv̊an -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 niv̊aerna med fördel användas i
försöksuppställningen för att ge ökad översk̊adlighet.

Varje faktor som varieras utgör en dimension i experimentets faktorrymd. Om fak-
torerna som varieras exempelvis är temperatur, NaCl- och laktoskoncentration har
systemet en tredimensionell faktorrymd. Fr̊an litteratur samt tidigare experiment
kan rimliga värden tas fram för den högsta respektive lägsta niv̊an för alla varierade
faktorer i försöksuppställningen, med andra ord sätts faktorrymdens begränsningar.
Den experimentella designen är därmed ett upplägg för hur det avgränsade omr̊adet
i faktorrymden kring centerpunkten ska undersökas.

2.4.2 Screening och optimeringsdesigner

Screening av ett flertal faktorer görs vanligen i början av undersökningsarbetet för
att f̊a en översikt över faktorers relevans. En design avsedd för användning i scre-
ening är Definitive Screening Design, i vilken varje faktor testas p̊a tre niv̊aer där
nollniv̊an är inräknad (23). Designen har flera fördelar gentemot klassiska ofull-
ständiga faktorförsöksdesigner (p̊a engelska fractional factorial design), däribland
Plackett-Burmandesignen som vanligen används vid screeningexperiment (23). Ex-
empelvis blir första ordningens effekt av varje enskild faktor p̊a responsen oberoende
av varandra samt av interaktionseffekter mellan tv̊a faktorer. Designen kan även ge
information om enskilda faktorers kvadratiska effekter, men de är dock till en viss
grad korrelerade med varandra. Dessutom kan antalet kombinationer av faktorer p̊a
olika niv̊aer som m̊aste testas laborativt begränsas till ett plus antalet faktorer i
experimentet.

När faktorerna har screenats kan de mest inflytelserika sedan selekteras för en mer
detaljerad utredning. Om m̊alsättningen är att maximera responsen, exempelvis
jästtillväxt eller produktutbyte, kan det klassas som ett optimeringsproblem. Vid
optimering av ett f̊atal faktorer kan designen Central Composite Orthagonal Design
(CCO) vara ett möjligt alternativ (22). I figur 2.1 visas en schematisk representation
av CCO-designen för experiment med tv̊a respektive tre varierade faktorer. Som kan
ses i figuren är responsvariabelns utvärderingspunkter i en CCO-design ortogonala
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och symmetriskt utspridda kring centerpunkten. Att designen är ortogonal är en
fördel vid utvärdering av resultatet eftersom det innebär att responsen av varje
försök kommer vara okorrelerade med varandra. Varje faktor testas p̊a fem niv̊aer:
0, ±1 och ± α, där ± α är de s̊a kallade stjärnpunkterna vars kodade niv̊aer sätts
till minst ± roten ur antalet faktorer (22). Placeringen av faktorniv̊aer möjliggör
för upptäckt av potentiella interaktionseffekter mellan faktorer samt kvadratiskt
beteende hos enskilda faktorer inom det undersökta omr̊adet.

Figur 2.1: Schematisk skiss över placeringen av utvärderingspunkter för en Central com-
posite orthagonal (CCO) design för tv̊a respektive tre faktorer. De ifyllda cirklarna repre-
senterar de kodade faktorniv̊aerna vid vilka responsvariabeln utvärderas.

2.4.3 Utvärdering av experiment

För att kunna utvärdera ett experiment krävs att laborativa försök genomförs för att
erh̊alla data p̊a storleken av responsvariabeln i de punkter som utgör den experimen-
tella designen. En modell för hur faktorerna var för sig och eventuella interaktioner
mellan faktorer p̊averkar responsen kan sedan tas fram. Via de upprepade försöken
i centerpunkten kan andelen mellan den oförklarade och den av modellen förklarade
avvikelsen beräknas, vilket är ett sätt att utvärdera modellens tillämpbarhet (24).
Utveckling av modellen kan sedan göras genom att ta bort insignifikanta modell-
termer och åter utvärdera variansen. Med hjälp av den framtagna modellen kan
sedan en responsyta (p̊a engelska response surface), tas fram över faktorernas effekt
p̊a responsen inom det avgränsade omr̊adet i faktorrymden (22). För att slutligen
hitta kombinationen av faktorers niv̊aer som ger responsens högsta värde eftersöks
omr̊adets maximipunkt p̊a responsytan.
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3 Material och metod

I det här avsnittet presenteras de metoder som användes under projektets g̊ang,
samt använda komponenter och koncentrationer. En genomg̊ang görs av hur de
tre experimentomg̊angarna utfördes, samt det initiala experimentet för jästextrakts
signifikans. Slutligen redogörs det för de specifika analysmetoder som användes.

3.1 Mikroorganism och förkultur

Den mikroorganism som använts är en stam av Candida intermedia som heter CBS
141442. Sterilt arbete i dragsk̊ap med laminärt flöde har tillämpats vid hantering av
C. intermedia och dess olika odlingsmedium genom hela projektet för att undvika
kontaminering. C. intermedia ströks initialt p̊a agarplattor för att f̊a väl separerade
jästkolonier. En tydligt separerad koloni förkultiverades sedan i 50 ml Delft medium
best̊aende av 1 X Delft medium salter, 20 g/l glukos, 1 X sp̊arämneslösning samt 1
X vitaminlösning. Se bilaga A för exakt inneh̊all i Delft medium, sp̊arämneslösning
och vitaminlösning. Förkulturen inkuberades över natten i 30 °C och 180 rpm i 100
ml E-kolvar, fortsatt refererade till som skakflaskor.

3.2 Utvärdering kring behovet av jästextrakt

Ett initialt screeningexperiment gjordes med syftet att utvärdera huruvida jäs-
textrakt, vilket är torkad och uppmald jäst i lösning, var signifikant för tillväxt.
Tre stycken 100 ml skakflaskor inneh̊allande 35 g/l laktos (C12H22O11), 13 g/l am-
moniumsulfat ((NH4)2SO4), 9 g/l kaliumdivätefosfat (KH2PO4), 1,25 X sp̊arämnes-
lösning, 1,25 X vitaminlösning, 0,3 g/l natriumklorid (NaCl) och 0,2 g/l magne-
siumsulfat (MgSO4) blandades. Till de tre flaskorna adderades jästextrakt s̊adant
att koncentrationerna blev 0 g/l, 1,00 g/l respektive 2,00 g/l. Den totala medium-
volymen i respektive skakflaska var 26 ml. Skakflaskorna inkuberades över natten
i 30 °C och 180 rpm. OD600-mätningar gjordes efter 24 timmar för att utvärdera
tillväxten. För en vidare beskrivning av metoden se laborationsmanualen i bilaga
B.2.

3.3 Skakflaskexperiment med syntetiskt medium

Nedan följer metoden för projektets huvudsakliga moment: screening, optimering
och validering av framtagen modell. Inledningsvis utfördes ett screeningexperiment
i syfte att undersöka signifikansen hos sju olika faktorer och deras niv̊aer. Vidare
användes MODDE för att evaluera vilka faktorer som ans̊ags relevanta att testa i
optimeringen. I valideringen jämfördes slutligen tillväxten av C. intermedia i det
optimerade mediet med det ursprungliga mediet. För mer utförlig beskrivning av
det laborativa arbetet under screeningexperimentet, optimeringen och valideringen,
se laborationsmanualer för dessa i bilaga B, C respektive D.
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3.3.1 Screening

Definitive Screening Design användes för att screena sju faktorer: laktos, (NH4)2SO4,
KH2PO4, sp̊arämneslösning, vitaminlösning, NaCl och temperatur, mot responsva-
riablerna OD600 uppmätt 24 respektive 48 timmar efter inokulering. I experimentet
utvärderades kombinationer av faktorerna p̊a tre niv̊aer i sammanlagt 17 försök,
varav 3 i centerpunkten. I tabell 3.1 presenteras faktorernas naturliga niv̊aer för re-
spektive kodad niv̊a. Även MgSO4 och jästextrakt ingick i mediet men hölls p̊a en
konstant niv̊a p̊a 0,2 g/l respektive 1,00 g/l.

Tabell 3.1: Naturliga niv̊aer för faktorer och konstanta mediekomponenter för screening.

Komponent/Faktor Niv̊a Enhet

-1 0 +1

Temperatur 25,0 30,0 35,0 ◦C
Laktos 15,0 35,0 55,0 g/l

(NH4)2SO4 10,0 13,0 16,0 g/l
KH2PO4 7,00 9,00 11,0 g/l

Sp̊arämneslösning 0,500 1,25 2,00 X
Vitaminlösning 0,500 1,25 2,00 X

NaCl 0,000 0,300 0,600 g/l

MgSO4 0,200 g/l
Jästextrakt 1,00 g/l

Totalt 25 ml av vardera mediumkomposition blandades i sterila 100 ml skakflaskor.
De inokulerades därefter med den flytande förkulturen av C. intermedia. Beräknat
OD600 vid start var 0,1. Innan inokuleringen studerades förkulturen under mikro-
skop för att undersöka om kontaminering skett. Jästcellerna är ovala och knoppiga
till skillnad fr̊an l̊angsmala sporer och bakterier, som är stavformade eller runda
och betydligt mindre än jästcellerna. Kontaminering av n̊agon annan jästart än 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 vitaminlösning gjordes enligt en
CCO design. Faktorerna varierades över niv̊aerna 0, ± 1 och ± 1,47 (stjärnpunkter-
na) i sammantaget 19 försök, varav 5 i centerpunkten. I tabell 3.2 listas de naturliga
niv̊aerna för laktos, vitaminlösning och temperatur samt koncentrationerna för res-
terande mediekomponenter som hölls p̊a konstant niv̊a.
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Tabell 3.2: Naturliga niv̊aer för faktorer och konstanta mediekomponenter för optimering.

Komponent/Faktor Niv̊a Enhet

-1,47 -1 0 +1 +1,47

Temperatur 24,1 26,0 30,0 34,0 35,9 ◦C
Laktos 27,9 35,0 50,0 65,0 72,7 g/l

Vitaminlösning 1,76 2,00 2,50 3,00 3,24 X

(NH4)2SO4 10,0 g/l
KH2PO4 7,00 g/l

Sp̊arämneslösning 0,500 X
MgSO4 0,200 g/l

Jästextrakt 1,00 g/l

De 19 försöken förbereddes 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. OD600-mätningar togs vid 24, 48 och 72 tim-
mar. Anledningen till att fler provtagningar gjordes under optimeringen var för att
undersöka huruvida tillväxten fortsatte eller planande ut efter 48 timmar.

3.3.3 Validering av modellen

I valideringen jämfördes tillväxten hos C. intermedia i den framtagna optimera-
de mediumkompositionen med det ursprungliga mediet. Startmediets komposition
motsvarade det för centerpunkten i screeningexperimentet. Kompositionen av det
optimerade mediet var den som modellen framtagen vid optimeringen förutsp̊adde
ge högst OD600. I tabell 3.3 listas koncentrationer för samtliga komponenter och od-
lingstemperatur för respektive medium. Tre 100 ml skakflaskor av vardera medium
blandades och inokulerades med förkulturen av C. intermedia. Den totala medievoly-
men var 25 ml för respektive försök och beräknat OD600 vid start var 0,1. Odlingarna
inkuberades sedan under 72 timmar.

Tabell 3.3: Naturliga niv̊aer för 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
KH2PO4 9,00 7,00 g/l

Sp̊arämneslösning 1,25 0,500 X
Vitaminlösning 1,25 1,76 X

NaCl 0,300 0,000 g/l
MgSO4 0,200 0,200 g/l

Jästextrakt 1,00 1,00 g/l

OD600-mätningar gjordes vid 18, 20, 22, 24, 48 samt 72 timmar efter inokulation.
Mätningar gjordes vid fler tidpunkter för att kunna följa odlingen kontinuerligt
och därmed göra tillväxtkurvor som ett komplement till titer. HPLC-prover togs
vid samtliga tidpunkter för att mäta laktoskoncentrationen över tid för respektive
medium.
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3.4 Analysmetoder

Här presenteras de metoder som användes genomg̊aende för att analysera resultat
fr̊an det laborativa arbetet. De metoder som användes var OD-mätningar vid 600
nm, analys av prover med HPLC-teknik samt analys av OD600-resultaten i program-
met MODDE.

3.4.1 OD600-mätningar

Samtliga OD600-mätningar gjordes i spektrofotometern Genesys 10 vid 600 nm. Mät-
ningarna gav den relativa tillväxten av jästbiomassa mellan de olika mediumkompo-
sitionerna. Vid samtliga provtagningar togs först ett mindre prov ur skakflaskorna
under sterila förh̊allanden, för att sedan spädas i kyvetter. Proverna späddes i syfte
att göra mätningarna i spektrofotometerns linjära mätintervall, vilket motsvaras av
ett OD600 mellan 0,1 och 0,4. Motsvarande mediumkomposition för centerpunkterna
användes som blankprover i samtliga mätningar.

3.4.2 HPLC

För HPLC-analysen användes JASCO UV-IR och analysprogrammet ChromNAV.
Varje prov analyserades av HPLC:n i 18 minuter och injektionsvolymen var 5 µl.
För att erh̊alla laktoskoncentrationerna fr̊an de olika medierna under valideringen
skapades en standardkurva. Spädningsserien för standardkurvan för laktos var 50, 25,
12,5, 6,25 och 3,125 g/l. Det linjära sambandet mellan topparea och koncentration i
standardkurvan användes sedan för beräkning av laktoskoncentrationerna i proverna
fr̊an valideringen.

3.4.3 Analys i MODDE

Programmet MODDE användes för att generera försöksuppställningar för valda ex-
perimentella designer till screening- och optimeringsexperimentet. För att ta fram
försöksuppställningen angavs först antalet faktorer och responser, därp̊a specificera-
des vilken design samt antalet upprepade försök som skulle göras i centerpunkten.

Efter att experiment utförts laborativt användes även MODDE som hjälpmedel i
resultatanalysen. För att f̊a en översikt över responsvariabelns varians samt för att
upptäcka mönster plottades storleken p̊a responsen mot försöksnumret. En visuell
jämförelse gjordes mellan spridningen p̊a de upprepade centerpunktsförsöken och de
övriga försöken. Vidare anpassades en modell till datan genom linjär regression med
avseende p̊a modellens koefficienter. Det första utkastet av modellen innehöll alla mo-
delltermer vars effekt potentiellt skulle kunna upptäckas av den valda designen, det
vill säga exempelvis första ordningens, kvadratiska och interaktionseffekter. Därefter
utvecklades modellen genom att insignifikanta koefficienter, för ett 95% konfidensin-
tervall, till modelltermer successivt togs bort tills endast signifikanta termer återstod.
Resultatet av ett F-test (95%), med nollhypotesen att modellen hade god passning,
samt en analys av modellens varians sammanställdes i en variansanalys-tabell (p̊a
engelska analysis of variance table, fortsättningsvis förkortat ANOVA-tabell).
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För att avgöra centerpunktens faktorniv̊aer för optimeringsexperimentet användes
den framtagna modellen fr̊an screeningexperimentet för att hitta niv̊aerna som gav
högst respons för de signifikanta faktorerna. Övriga faktorer som varierades i scree-
ningen, vilka inte visade sig ha tillräckligt stor effekt p̊a responsvariablerna för att
ing̊a i modellen, sattes i optimeringsdesignen till den lägsta niv̊an som testades i
screeningexperimentet. Den framtagna modellen efter optimeringsexperimentet an-
vändes slutligen för att plotta en responsyta och förutsp̊a de optimala odlingsför-
h̊allandena för att maximera jästbiomassatitern.

4 Resultat

Nedan följer de resultat som erhölls under projektets g̊ang. Resultatet presenteras
enligt en kronologisk uppdelning i screening-, optimerings- och valideringsexperi-
ment. Varje delsteg genererade resultat som analyserades i MODDE och därefter
användes som grund till planeringen och utförandet av nästföljande steg.

4.1 Screening

Innan screeningexperimentet kunde p̊abörjas utfördes ett initialt experiment där
jästextrakts betydelse för tillväxten undersöktes. Resultatet av det initiala expe-
rimentet visas i tabell 4.1, där det syns att försök nummer 1, som inte innehöll
jästextrakt, gav mycket mindre jästbiomassa än de som innehöll 1,00 respektive
2,00 g/l. Följaktligen beslutades det att jästextrakt skulle inkluderas i receptet för
det syntetiska mediet. Eftersom jästextrakt är dyrt och en dubblering av koncent-
rationen inte gav en dubblering av OD600 valdes vidare koncentrationen 1,00 g/l av
jästextrakt till att inkluderas i mediet hädanefter.

Tabell 4.1: Experimentella OD600-värden fr̊an det initiala jästextraktsexperimentet.

Försök Koncentration
jästextrakt (g/l)

OD600 efter 24 timmar

1 0,00 0,5
2 1,00 6,2
3 2,00 8,9

Efter det initiala experimentet med jästextrakt p̊abörjades screeningexperimentet.
Sju faktorer testades i en försöksuppställning enligt Definitive Screening Design, se
tabell 4.2. Resultatet fr̊an screeningen erhölls i form av OD600-värden uppmätta 24
respektive 48 timmar efter inokulering, vilket inkluderats i tabell 4.2. De kodade
niv̊aerna finns översatta till naturliga niv̊aer i tabell 3.1.
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Tabell 4.2: Försöksuppställning framtagen för screeningexperimentets 17 försök med de sju
faktorernas kodade niv̊aer samt resultat av OD600-mätningar vid 24 respektive 48 timmar.

Nr. Laktos (NH4)2-
SO4

KH2-
PO4

Sp̊ar-
ämne

Vitamin NaCl Temp-
eratur

OD600 24
timmar

OD600 48
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 17,4
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 -1 1 0 -1 -1 -1 -1 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 -1 -1 -1 -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 OD600-resultaten. Där syns det att vid 24
timmar fanns ingen stor spridning mellan försöken, utan att de flesta hade ett OD600
mellan 5 och 10. Vid 24 timmar var även variansen mellan försöken i centerpunkten
l̊ag, vilket syns eftersom de tre centerpunkterna har nästintill samma OD600-värde.
Efter 48 timmar fanns en större spridning av punkterna och i det fallet l̊ag OD600-
värdena mellan 6 och 18. Vid 48 timmar hade de tre försöken i centerpunkten även
en större varians.

Figur 4.1: Resultat av OD600 för vardera försök, numrerade enligt tabell 4.2. Vänster:
OD600-mätningar vid 24 timmar. Höger: OD600-mätningar vid 48 timmar.
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Resultatet bearbetades i MODDE genom att OD600-värdena vid de tv̊a tidpunk-
terna matades in som responsvariabler. Därigenom togs tv̊a initiala modeller fram,
en för vardera mätserie, se figur 4.2. De gröna staplarna i figuren visar p̊averkan
p̊a jästbiomassakoncentrationen av första ordningens effekter av faktorerna samt av
faktorernas kvadratiska effekter. De gr̊aa strecken, felstaplarna, visar varje koeffi-
cients konfidensintervall. Om konfidensintervallet inkluderar noll är modelltermen
insignifikant och den plockas därmed bort fr̊an modellen.

Figur 4.2: Koefficientvärden för modelltermerna, vilka visar faktorer och interaktioners
effekt p̊a jästbiomassatitern. Felstaplar visar konfidensintervallet för respektive koeffici-
ent. Vänster: modell baserad p̊a mätvärden vid 24 timmar. Höger: modell baserad p̊a
mätvärden vid 48 timmar.

Efter att insignifikanta modelltermer exkluderats i turordning erhölls tv̊a nya model-
ler, en för varje mätserie, se figur 4.3. De signifikanta faktorerna för responsen OD600
vid 24 timmar var temperaturen samt laktos- och vitaminkoncentrationen. Därtill
ingick även (vitamin)2 och (temperatur)2, som är kvadratiska effekter av motsva-
rande faktor, i modellen. I modellen anpassad till mätvärdena tagna vid 48 timmar
var istället de signifikanta faktorerna laktos, (NH4)2SO4, vitamin och temperatur.

Figur 4.3: De tv̊a modellerna där enbart signifikanta modelltermer behölls. Felstaplar visar
konfidensintervall för respektive koefficient. Vänster: modell baserad p̊a mätdata vid 24
timmar. Höger: modell baserad p̊a mätdata vid 48 timmar.
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Eftersom de tv̊a mätserierna gav olika resultat p̊a signifikanta faktorer studerades
b̊ada modellerna genom att tv̊a separata ekvationer togs fram. Den första modellen,
motsvarande resultatet vid 24 timmar, beskrivs av ekvation 4.1.

y = 8,794 + 0,511 ∗ L+ 0,831 ∗ V − 0,657 ∗ T − 3,395 ∗ T 2 + 1,13 ∗ V 2 (4.1)

där y är jästbiomassa, L är laktos, V är vitamin och T är temperatur. Modellens
R2- och Q2-värde var 0,913 respektive 0,771. Koefficienterna i modellen togs fram i
MODDE och är beräknade för kodade niv̊aer p̊a ing̊aende modelltermer, för 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)

där y är jästbiomassa, L är laktos, N är (NH4)2SO4, V är vitamin och T är tempera-
tur. Likt tidigare beräknades koefficienterna även i denna modell för kodade niv̊aer
p̊a modelltermerna. Modellens Q2-värde var 0,864 och dess R2-värde var 0,922, se
tabell E.2 i bilaga E för ANOVA-tabell.

De tv̊a modellerna jämfördes för att besluta vilka faktorer som skulle testas i nästa
experiment. Eftersom laktos, vitamin och temperatur var signifikanta i b̊ada model-
lerna valdes dessa tre till att studeras vidare. Resterande faktorer sattes s̊aledes till
konstanta värden i optimeringsexperimentet. Utifr̊an resultatet av analysen i MOD-
DE togs beslutet att de faktorer som ej inkluderades i modellen kunde sättas till
den lägsta niv̊an, vars motsvarande koncentrationer hittas i tabell 3.2.

4.2 Optimering

D̊a resultatet av screeningexperimentet visade att signifikant p̊averkan p̊a tillväxten
av C. intermedia gavs av faktorerna laktos, vitamin och temperatur, testades dessa
faktorer vidare i optimeringsexperimentet. Syftet med experimentet var att optimera
förh̊allandena genom att eftersöka den kombination av niv̊aer hos faktorerna som
gav den maximala jästbiomassatitern. Den experimentella design som användes var
CCO.

OD600-mätningar gjordes vid 24, 48 och 72 timmar för de 19 försöken. De mätningar
som genomfördes vid 24 och 48 timmar gjordes enbart som kontroll för att följa till-
växten. Därav baserades analysen endast p̊a resultatet av OD600-mätningarna vid
72 timmar. Resultaten redovisas i tabell 4.3. Tabellen inneh̊aller även försöksupp-
ställningen med kodade niv̊aer för respektive försök i experimentet. För översättning
till naturliga niv̊aer, se tabell 3.2.
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Tabell 4.3: Försöksuppställning framtagen för optimering av faktorerna laktos, vitamin och
temperatur, samt varje försöks tillhörande resultat fr̊an OD600-mätningar vid 72 timmar.

Försök Laktos Vitamin Temperatur OD600 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

OD600-värdena fr̊an mätningen vid 72 timmar visas även i figur 4.4, där de plottats
mot försöksnummer. I figuren är punkterna färgkodade efter odlingstemperatur. Det
kan utläsas ur figuren att punkterna följer ett mönster baserat p̊a temperatur och att
en lägre temperatur verkar p̊averka jästbiomassatitern positivt. Genom att studera
försök 15-19 i figuren, som alla hade samma mediumkomposition och växte vid
samma temperatur, syns det tydligt att faktorerna som varierats i experimentet hade
en högre inverkan p̊a jästbiomassatiter än variationen som förekommer naturligt
bland odlingarna.
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Figur 4.4: Resultat fr̊an optimeringsexperimentet, där OD600 plottats mot försöksnummer.
Punkterna är färgade efter temperatur och centerpunkterna särskiljs av annan form.

Likt tidigare bearbetades resultatet i MODDE genom att OD600 fr̊an mätningen vid
72 timmar matades in som responsvariabel. En initial modell erhölls som resultat,
där endast temperatur visade sig vara signifikant, se figur 4.5.

Figur 4.5: Koefficientvärden för modelltermerna framtagna för mätvärden av OD600 vid
72 timmar, vilken visar faktorer och interaktioners effekt p̊a jästbiomassatiter. Felstaplar
visar konfidensintervallet för respektive koefficient.
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En modell togs därefter fram där koefficienterna för de insignifikanta modelltermerna
plockats bort i turordning. I den nya modellen var de enda signifikanta termerna tem-
peratur och (laktos)2, se figur 4.6. Dock behölls laktos i modellen, trots att den inte
visades ha n̊agon signifikant effekt p̊a jästbiomassan. Anledningen var att MODDE
inte tillät borttagningen av faktorn laktos om effekten av (laktos)2 önskades beh̊allas
i modellen, eftersom det stred mot hierarkiprincipen att ha kvar en kvadratisk effekt
i modellen utan första ordningens effekt.

Figur 4.6: Koefficientvärden för modelltermerna baserade p̊a mätvärden av OD600 vid 72
timmar, där ickesignifikanta modelltermer exkluderats. Felstaplar visar konfidensinterval-
let för respektive koefficient.

Den slutgiltiga modellen beskrivs av ekvation 4.3.

y = 15,92 − 0,5 ∗ L− 4,42 ∗ T − 1,32 ∗ L2 (4.3)

där y är jästbiomassa, L är laktos och T är temperatur. Koefficienterna i modellen
är beräknade för de kodade niv̊aerna p̊a modelltermerna. Modellen har R2-värdet
0,836 samt Q2-värdet 0,710, se tabell E.3 i bilaga E för modellens ANOVA-tabell.

Den framtagna modellen visas även grafiskt till vänster i figur 4.7. Där är respon-
svariabeln OD600 plottad som en responsyta mot laktos och temperatur. Till höger
i figur 4.7 visas ocks̊a en konturplot där temperaturen och laktoskoncentrationen
ing̊ar. Utifr̊an responsytan g̊ar det att se att den maximala jästbiomassatitern för-
utsp̊add av modellen f̊as vid en l̊ag temperatur och en laktoskoncentration kring
centerpunkten. I samma graf g̊ar det även att se att modellens förutsp̊adda maxi-
mum p̊a OD600 var ett värde kring 22.
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Figur 4.7: Responsyta med konturplot, samt frist̊aende konturplot. OD600 är färgkodat,
fr̊an grönt till gult, vilket representerar högt respektive l̊agt värde p̊a OD600.

4.3 Validering av modellen

Modellen som togs fram vid optimeringen utvärderades vidare i ett valideringsexpe-
riment. I experimentet testades den mediumkomposition som enligt modellen fr̊an
optimeringen förutsp̊addes ge den maximala för jästbiomassatitern. För att kunna
göra en jämförelse mellan startmedium och optimerat medium utfördes en ytterli-
gare odling i förh̊allanden motsvarande centerpunkten fr̊an screeningexperimentet,
eftersom titer ej uppmättes vid 72 timmar under screeningen. Inneh̊allet i de tv̊a
mediekompositionerna hittas i tabell 3.3.

Resultaten fr̊an valideringsexperimentet visade att det optimerade mediet gav en
signifikant ökning av jästbiomassatiter efter 72 timmar, vilket styrktes med ett t-test
(95 %). Ett medelvärde för slutgiltigt OD600 beräknades till 20,6 för det optimerade
mediet och 18,4 för startmediet. Skillnaden motsvarar en ökning p̊a cirka 12 %
för det optimerade mediet. Resultaten fr̊an samtliga OD600- och HPLC-mätningar
presenteras i tabell G.1 respektive G.2 i bilaga G.

Vidare visade resultaten att tillväxten av jästcellerna i startmediet initialt sett var
snabbare än den hos cellerna i det optimerade odlingsmediet, vilket kan ses i till-
växtkurvorna i figur 4.8. Däremot planade startmediets tillväxtkurva av inom 72
timmar. Tillväxten för det optimerade mediet planade inte av p̊a samma sätt, vilket
tyder p̊a att cellerna fortfarande var i växande tillst̊and d̊a experimentet avslutades.

I figur 4.9, där laktoskoncentrationen plottats mot tiden, syns det att det optime-
rade mediet, vilken startade p̊a en koncentration av 48,2 g/l, minskade till 26,0 g/l.
Startmediet började istället vid koncentrationen 35 g/l och slutade p̊a 14,2 g/l. I fi-
guren avtar de tv̊a kurvorna ungefär lika fort mellan flertalet tidpunkter. Likt fallet
med tillväxtkurvorna planar endast kurvan för startmediet av, vilket tyder p̊a att
jästcellernas laktoskonsumtion avstannat i det fallet.
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Figur 4.8: Uppmätta OD600-värden plotta-
de mot tiden för de tv̊a testade medierna,
där grön kurva är startmediet och gr̊a kurva
är det optimerade mediet. Felstapeln visar
spridingen kring medelvärdet.

Figur 4.9: Laktoskoncentrationen i de tv̊a
medierna plottad mot tiden, där grön kur-
va är startmediet och gr̊a kurva är det
optimerade mediet. Felstapeln visar spri-
dingen kring medelvärdet.

Avslutningsvis beräknades utbytet för de b̊ada odlingarna, b̊ade som OD600 per
gram förbrukad och per gram tillsatt laktos. Utbytet av OD600 per gram förbrukad
laktos var 29,5 för startmediet och 27,8 för det optimerade mediet. P̊a samma sätt
var utbytet av OD600 per tillsatt mängd laktos 21,0 för startmediet och 17,1 för det
optimerade mediet. Vidare beräknades även den specifika tillväxthastigheten, µ, för
de b̊ada odlingarna, vilket resulterade i 0,08 h−1 för startmediet och 0,12 h−1 för det
optimerade mediet.

5 Diskussion

Projektet lyfter att mikrobiell omvandling av vassle har ett potentiellt stort använd-
ningsomr̊ade men kräver mikroorganismer som kan metabolisera laktos, istället för
de vanligare glukosväxande organismerna. C. intermedia, som är en relativt out-
forskad jästart, har i tidigare studier visat sig kunna växa p̊a laktos. Syntetiskt
vasslemedium används i det här projektet med syftet att optimera odlingsförh̊allan-
den för C. intermedia, med m̊alet att maximera biomassatiter. Projektet görs dels
för att ge en djupare först̊aelse av C. intermedia och dess tillväxtparametrar, dels
för att ge en grund till framtida utveckling för att odla C. intermedia industriellt p̊a
naturligt vassle.

5.1 Resultatbaserad diskussion

Den huvudsakliga metoden använd i projektet var att med hjälp av experimentellt
designade försök utföra satsvisa odlingar av C. intermedia i skakflaskor. Jästbiomassa-
och laktoskoncentrationen bestämdes via OD600- respektive HPLC-mätningar. Re-

22



sultatet visar att de tv̊a faktorer som har störst p̊averkan p̊a jästbiomassatitern är
laktoskoncentration och temperatur, enligt modellen i ekvation 4.3. En validering
genomfördes slutligen, där det optimerade mediet jämfördes mot en ursprunglig me-
diumkomposition. Tillväxtkurvor och grafer över laktosförbrukningen baseras p̊a de
erh̊allna mätvärdena fr̊an valideringsexperimentet, se figur 4.8 samt 4.9. Genom en
analys av kurvorna identifieras troligen b̊ade lagfas och stationär fas; resonemang
kring faktorernas potentiella p̊averkan p̊a tillväxtfaserna följer närmast.

Figur 4.8 visar att jästcellerna växer snabbare initialt i startmediet i jämförelse med
det optimerade mediet, vilket tyder p̊a att jästcellerna i startmediet har en kortare
lagfas. En förklaring till skillnaden i den initiala tillväxten skulle kunna vara att
cellerna växer vid en högre temperatur i startmediet, eftersom en högre temperatur
f̊ar enzymatiska reaktioner att ske snabbare (18). Skillnaden skulle även kunna för-
klaras av att jästcellerna upplever en högre osmotisk stress i det optimerade mediet.
Jästcellerna utsätts för en större skillnad i sockerkoncentration i det optimerade me-
diet än cellerna i startmediet vid inokulering, d̊a koncentrationen var 48,2 respektive
35,0 g/l, i jämförelse med 20,0 g/l i förkulturen. Differensen i den initiala tillväxten
skulle kunna vara resultatet av b̊ade osmotisk stress och temperaturskillnad, men
inga slutsatser kan dras utifr̊an erh̊allna resultat.

Vidare g̊ar det att se att den slutgiltiga jästbiomassatitern är högre i det optime-
rade mediet och till skillnad fr̊an startmediet ser tillväxten inte ut att avstanna
inom 72 timmar, se figur 4.8. S̊aledes hade skillnaden mellan det optimerade mediet
och startmediet troligen varit ännu större om odlingen hade fortsatt längre än 72
timmar. Det är möjligt att tillväxten avstannar p̊a grund av att n̊agon komponent
i mediet är begränsande. I startmediet avtar tillväxten trots att det finns 15 g/l
laktos kvar, se figur 4.9, vilket tyder p̊a att laktos inte är begränsande för tillväxten.
Däremot skulle kväve kunna vara den begränsande komponenten. Vid högre tem-
peraturer förbrukas kväve snabbare i jämförelse med vid lägre temperaturer, vilket
kan leda till kvävebrist (25). L̊angsammare kväveförbrukning skulle kunna förklara
det faktum att det optimerade mediet, som växer vid en lägre temperatur, ser ut
att växa även efter 72 timmar. Dock inneh̊aller startmediet 30 % mer kväve än det
optimerade mediet; att kvävet tagit slut i startmediet under samma tidsintervall
kan därav ifr̊agasättas. Utifr̊an resultaten fr̊an screeningen kan inga interaktioner
mellan kväve och temperatur p̊avisas, eftersom den använda experimentdesignen
inte kan p̊avisa interaktionseffekter. D̊a förbrukning av kväve samt andra kompo-
nenter inte undersöks g̊ar det dock inte att dra n̊agra slutsatser kring huruvida de
är begränsande för tillväxt.

I en tidigare studie odlades C. intermedia i ett syntetiskt vasslemedium i syfte att
optimera tillväxthastighet och laktosförbrukning, vilket skedde genom utvärdering
av olika faktorers signifikans (12). Även där var de tv̊a signifikanta faktorerna lak-
toskoncentration och temperatur, med optimala värden p̊a 18,4 g/l laktos och 32,4
°C. Värdena för temperatur och laktos skiljer sig markant fr̊an de erh̊allna värdena
i v̊art projekt, vilket skulle kunna förklaras med att projekten optimerat med olika
syften och använt olika stammar av C.intermedia. Till följd av att b̊ade temperatur
och laktoskoncentration är signifikanta faktorer i b̊ada studierna är de förmodligen
viktiga faktorer vid odling av C. intermedia i syntetiskt vasslemedium.
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Efter screeningen visade sig niv̊aerna för de övriga faktorerna, utöver temperatur,
laktos- och vitaminkoncentration, vara insignifikanta för tillväxt. Resultatet inne-
bär däremot inte att komponenterna kan uteslutas ur mediet, utan endast att de
inom det valda intervallet inte har n̊agon betydelse för tillväxten av jästbiomassa.
Huruvida det är trovärdigt att alla faktorer utom temperatur, laktos- och vitamin-
koncentration är insignifikanta kan dock diskuteras. Delvis medför användningen av
jästextrakt att mediet inte är helt definierat, eftersom jästextrakt inneh̊aller bland
annat kväve och NaCl (26). D̊a resultatanalysen utg̊ar fr̊an de kända niv̊aerna av
kväve och NaCl, exklusive jästextrakt, finns det en risk att resultatet kan vara n̊agot
missvisande. Å andra sidan är mängden jästextrakt relativt liten och därmed bör
den ej ha n̊agon större inverkan p̊a resultatet. Vidare är kvävekällan signifikant vid
48 timmar i screeningexperimentet, men ej vid 24 timmar. Begränsningen p̊a tre
faktorer som fanns inför optimeringen gjorde att kvävekällan valdes bort eftersom
den, till skillnad fr̊an de tre valda faktorerna, inte var signifikant vid b̊ada tidpunk-
terna. Att kväve ans̊ags vara en insignifikant faktor redan efter screeningen kan ha
gett en missvisande bild om dess p̊averkan. Risken finns exempelvis att kväve ej var
signifikant vid 24 timmar p̊a grund av eventuella felkällor. En jämförelse med en
liknande studie, med resultatet att kvävekällan inte haft en signifikant p̊averkan p̊a
tillväxten (12), styrker dock möjligheten att kvävet är insignifikant.

5.2 Felkällor

Till att börja med har odlingstiden i experimenten blivit en oavsiktlig faktor under
projektets g̊ang. Initialt ans̊ags 48 timmar vara tillräckligt med tid för tillväxten
av C. intermedia. Efter screeningen pekade resultaten däremot p̊a att tillväxten
fortsatte efter 48 timmar och odlingstiden förlängdes därmed till 72 timmar under
optimeringen. Den ändrade odlingstiden medför att resultaten fr̊an screeningen är
baserade p̊a en annan tidpunkt och s̊aledes ett annat stadie av tillväxten än för
optimeringen och valideringen, där titer enbart baseras p̊a OD600 vid 72 timmar. De
olika odlingstiderna är en felkälla eftersom tiden inte ans̊ags vara en av faktorerna
under projektets g̊ang. Till exempel visar valideringen att cellerna i det optimerade
mediet n̊ar en högre slutgiltig titer efter 72 timmar. I figur 4.8 syns det däremot att
den slutgiltiga titern hade blivit högst för startmediet om odlingen istället avslutats
efter 48 timmar. Problemet hade kunnat åtgärdas genom att göra initiala odlingar
och ta fram tillväxtkurvor, för att ta reda p̊a hur länge jästcellerna växer. Därmed
hade en rimlig odlingstid kunnat tas fram och använts för varje experiment.

Vidare är mätteknik, s̊asom pipettering och spädning, en trolig felkälla. Det skul-
le kunna medfört slumpmässiga eller systematiska fel vid mätningarna. Dessutom
kan variationen av personer som gjort mätningar under projektets g̊ang ha p̊averkat
resultatet p̊a samma sätt. För att minimera variation och gardera för felmätningar
hade upprepning av varje försökspunkt eller hela experiment kunnat utföras. Under
screeningen och optimeringen gjordes endast en OD600-mätning för varje försöks-
punkt, d̊a det annars hade blivit för m̊anga mätningar inom tidsramen. En förbätt-
ring gjordes under valideringen, där tre upprepningar av respektive försök utfördes.
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5.3 Förbättringar och framtidsutsikter

Mikrobiell odling i skakflaskor medför vissa begränsningar och en möjlig förbättrings-
potential för projektet är att skala upp odlingarna och istället odla C. intermedia
i bioreaktorer. Användning av bioreaktiorer ger större möjligheter att kontrollera
viktiga parametrar mer exakt. Syrehalten är ett exempel p̊a en parameter som har
stort inflytande p̊a tillväxt (20) och som med en bioreaktor hade kunnat kontrol-
lerats. Andra faktorer s̊asom CO2-produktion och pH kan ocks̊a kontrolleras med
odling i bioreaktorer.

Syntetiska vasslemedia används i projektet, d̊a det medför kontroll över samtliga
komponenter i mediet. I det slutgiltiga, optimerade mediet är laktoskoncentratio-
nen 48,2 g/l, vilket motsvarar cirka 5 torrviktsprocent och liknar halten i naturlig
vassle, se avsnitt 2.1. I startmediet är laktoskoncentrationen 35,0 g/l, motsvaran-
de 3,5 torrviktsprocent. Jästbiomassatitern fr̊an startmediet visar att C. intermedia
växer ungefär lika bra vid den lägre laktoskoncentrationen. Resultatet tyder därmed
p̊a att C. intermedia skulle kunna växa p̊a naturlig vassle, eftersom laktoshalten i
naturlig vassle kan variera. Ett rimligt fortsatt steg i processen är att jämföra reste-
rande mediumkomponenter för att i framtiden kunna odla C. intermedia p̊a naturlig
vassle.

Projektet ämnade, som tidigare nämnt, enbart att optimera den slutgiltiga jäst-
biomassatitern. Exempel p̊a produkt som utvinns fr̊an jästbiomassa är single cell
protein (SCP), en proteinkälla som kan komma att bli en viktig del av lösningen till
en h̊allbar matproduktion (7). För att produktionen av SCP och andra produkter
ska bli tillämpbar är det däremot viktigt att inte enbart optimera med avseende p̊a
titer. Det krävs en vidareutveckling av omvandling av vassle med C. intermedia för
att göra det industriellt samt ekonomiskt g̊angbart. I framtiden är det viktigt att op-
timera även med avseende p̊a produktivitet och utbyte för att förbättra processens
lönsamhet.

Framöver är det även av intresse att undersöka andra möjliga produkter än jästbio-
massa, s̊asom organiska syror och metaboliter som jästen kan producera. Det finns
däremot en etisk problematik i att sträva efter att öka antalet värdefulla produkter
som kan komma fr̊an en miljöskadlig industri. Om framtida studier, baserade p̊a
projektets resultat, visar att C. intermedia effektivt kan omvandla vassle till värde-
fulla produkter finns en risk att ökad ekonomisk vinst leder till ökad ostproduktion.
Därmed är det möjligt att en ökad användning av vassle i sin tur driver p̊a över-
levnaden av mejeriindustrin, eller till och med leder till en ökning av den. Risken
finns d̊a att den positiva miljöp̊averkan beskriven tidigare minskar eller nollställs p̊a
grund av att mjölkindustrin fortlever.
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6 Slutsats

Det här projektet bidrar till en djupare först̊aelse av C. intermedia och dess op-
timala odlingsförh̊allanden. Laktos och temperatur är de viktigaste faktorerna för
jästtillväxt. Experimentell design är ett effektivt sätt att uppn̊a projektets syfte – att
maximera jästbiomassatiter. Genom att utföra ett f̊atal experiment uppn̊addes en
ökning med 12 % med avseende p̊a jästbiomassatiter. För att uppn̊a det l̊angsiktiga
m̊alet, att effektivt omvandla vassle till mervärdesprodukter med C. intermedia in-
dustriellt, krävs vidare studier som undersöker odling p̊a naturlig vassle samt andra
möjliga mervärdesprodukter än jästbiomassa.
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I

A Delft medium, sp̊arämneslösning, vitaminlösning,

Recepten p̊a lösningarna erhölls fr̊an Industrial Biotechnology Division p̊a Chalmers.

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

Tabell A.1: Komposition av Delft medium.

Komposition Delft medium

Kolkälla, glukos 20 [g]
Ammoniumsulfat, (NH4)2SO4 5 [g]
Kaliumdivätefosfat, KH2PO4 3,0 [g]

Magnesiumsulfat, MgSO4 · 7H2O 1,0 [g]
Sp̊arämnen (1000 X) 1,0 [ml]

Vitamin (1000 X) 1,0 [ml]
Kaliumväteftalat, C8H5KO4 (5 X) 200 [ml]

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

Vidare användes sp̊arämneslösning som en stamlösning i projektet. Nedan i tabell
A.2 presenteras inneh̊allet i sp̊arämneslösningen.

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

Sp̊arämneslösning 1000 X (autoklaverad separat)

EDTA 15 [g]
ZnSO4 · 7H2O 4,5 [g]
MnCl2 · 4H2O 0,8 [g]
CoCl2 · 6H2O 0,3 [g]
CuSO4 · 5H2O 0,3 [g]

Na2MoO4 · 2H2O 0,4 [g]
CaCl2 · 2H2O 4,5 [g]
FeSO4 · 7H2O 3,0 [g]

H3BO3 1,0 [g]
KI 0,1 [g]

En vitaminlösning nyttjades ocks̊a som stamlösning i projektet. Nedan i tabell A.3
presenteras inneh̊allet i vitaminlösningen.

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

Vitaminlösning 1000 X (sterilfiltrerad separat)

d-Biotin 0,05 [g]
Kalcium-D(+)-pantotenat 1,0 [g]

Nikotinsyra 1,0 [g]
myo-Inositol 25 [g]
Tiamin HCL 1,0 [g]

Pyridoxin HCL 1,0 [g]
para-aminobensoesyra 0,2 [g]
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B Laborationsmanual - Screening

Den här laborationsmanualen täcker förberedelse av stamlösningar, det initiala ex-
perimentet för att avgöra om jästextrakt är nödvändigt att inkludera i mediet och
screeningexperimentet enligt Definitive screening design.

B.1 Förberedelser av stamlösningar

Tabell B.1 nedan ger överblick över stamlösningskoncentrationer samt totalvolymer
som behövs för den initiala screeningen av jästextrakt och screeningexperimentet.

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

Komponent Stamlösnings-
koncentrationer

Volymer som
behövs (ml)

Volym att
bereda (ml)

Metod för
sterilisering

Laktos 125 (g/l) 141 200 Filtrering
(NH4)2SO4 100 (g/l) 65,7 200 Autoklavering
KH2PO4 125 (g/l) 36,4 200 Autoklavering

Sp̊arämneslösning* 20,0 X 81,6 100 Autoklavering
Vitaminlösning* 20,0 X 81,6 100 Filtrering

NaCl 15,0 (g/l) 10,1 100 Autoklavering
MgSO4 10,0 (g/l) 10,1 100 Autoklavering

Jästextrakt 25,0 (g/l) 83,0 150 Autoklavering
Delft medium** 2,00 X 500 550 Autoklavering

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

*Sp̊arämneslösningen och vitaminlösningen (1000 X) ska sedan tidigare vara
steriliserade. Vid blandning med autoklaverat mQ-vatten för spädning till 20 X är inte
ytterligare sterilisering nödvändig.
**Kontrollera att stamlösning har steriliserats.

Vid beredning av stamlösningarna, följ angiven procedur vad gäller uppvägning av
massa till vikten given i tabell B.2. Lägg den uppvägda massan i en värmet̊alig kolv
av lämplig storlek. Fyll därefter upp med mQ-vatten till respektive volym presente-
rad i tabell B.2.

Tabell B.2: Mängd av kemikalierna samt mQ-vatten för beredning av stamlösningar, vilka
ska uppn̊a koncentrationerna givna i tabell B.1. Kemikaliernas förvaringsplats är även
listad.

Komponent Massa (g) Volym
mQ-vatten (ml)

Förvaringsplats av kemikalie

Laktos 25,0 200 6145 Balansrum 2, sk̊ap 08
socker A-M.

(NH4)2SO4 20,0 200 6145 Balansrum 2, sk̊ap 01 A-B.
KH2PO4 25,0 200 6145 Balansrum 2, sk̊ap 05 P-R.

NaCl 1,50 100 6145 Balansrum 2, sk̊ap 06 S.
MgSO4 1,00 100 6145 Balansrum 2, sk̊ap 04 M-O.

Jästextrakt 3,75 150 6145 Balansrum 2.
Glukos 30,0 150 6145 Balansrum 2.
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D̊a orginalstamlösningarna för sp̊arämneslösning och vitaminlösning är 1000X be-
höver dessa spädas till 20X, som är koncentrationen av stamlösning som används
här. Notera att orginalstamlösningarna redan steriliserats, därav ska även sterilise-
rat mQ-vattnet användas vid spädningen. Denna spädning korresponderar till en
spädning om 50 g̊anger; ta s̊aledes 2 ml av orginalstamlösningen 1000X och späd
med autoklaverat mQ-vatten upp till 100 ml. Spädningen ska göras för sp̊arämnes-
lösningen respektive vitaminlösningen.

När alla stamlösningar är gjorda och etiketterade ska dessa steriliseras enligt listad
metod i tabell B.1.

B.2 Initialt experiment kring inkludering av jästextrakt

Förbered tre media i ett laminärflödesdragsk̊ap enligt tabell B.3 i 100 ml E-kolvar
(vidare refererade till som flaskor) med gasgenomsläppande propp. Etikettera flas-
korna med 1, 2 respektive 3, tillsammans med nödvändig information som datum,
inneh̊all och namn. Tillsätt mQ-vatten till varje flaska tills en totalvolym p̊a 26 ml
uppn̊atts. Notera att 1 ml fr̊an varje volym kommer användas som blankprov vid
OD600-mätningar för respektive prov. Pipettera därefter 1 ml av varje färdigställd
media till separata Eppendorfrör, etikettera och förvara kallt i kylsk̊ap.

Tabell B.3: Volymerna av stamlösningar för varje komponent att addera vid förberedelse
av media för experimentenen 1-3. Totalvolymen av respektive media 1-3 är 26 ml.

För-
sök

Laktos
(125 g/l)

(ml)

(NH4)2SO4
(100 g/l)

(ml)

KH2PO4
(125 g/l)

(ml)

Sp̊arämne
(20,0 X)

(ml)

Vitamin
(20,0 X)

(ml)

Nacl
(15,0
g/l)
(ml)

MgSO4
(10,0

g/l) (ml)

Jästex-
trakt
(25,0

g/l) (ml)

mQ-
vatten
(ml)

1 7,30 3,40 1,87 1,63 1,63 0,520 0,520 0,000 9,13
2 7,30 3,40 1,87 1,63 1,63 0,520 0,520 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 förh̊allanden, pipettera 1 ml av media 1 till ett Eppendorfrör. Använd
därefter en inokuleringsögla för att skrapa av en koloni fr̊an en agarplatta utstrykt
med C. intermedia och placera kolonin i Eppendorfröret. Vortexa tuben i n̊agra
sekunder tills cellklumpen är upplöst. Addera därefter 1 ml av mediet med celler
tillbaka till den större volymen av mediet 1. Återupprepa samma procedur för 2 och
3. Inkubera därefter flaskorna vid 30 °C och 180 rpm approximativt 24 timmar.

Avlägsna flaskorna fr̊an inkubatorn efter 24 h för OD600-mätningar. Se till att kul-
turen är väl omblandad och att cellerna inte sjunkit ner till botten innan provtag-
ningen utförs. Pipettera 1 ml direkt i en kyvett, eller om spädning krävs först i ett
Eppendorfrör.

För blankproverna, överför den tidigare avsatta volymen för respektive media (1 ml)
till kyvetter. Mät OD600 för blankproven mot dess tillhörande prov. Om mätvärdet
för OD600 överstiger 0,4 m̊aste provet spädas vidare tills att ett OD600 inom det
linjära intervallet (0,1-0,4) uppn̊as. Beräkna vad det ursprungliga OD600 var innan
spädning och notera resultatet.
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B.3 Förkultur

Förbered förkultur dagen innan inokuleringen av media i screeningexperimentet är
planerad. Förkulturerna ska odlas p̊a Delft medium med glukos som kolkälla samt
adderat jästextrakt. Tillred först 1000 ml förkulturmedium genom att tillsätta vo-
lymer av de steriliserade stamlösningarna till en flaska med skruvlock enligt tabell
B.4.

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

Komponent Volym stamlösning (ml) Slutkoncentration

Delft medium salter (20,0X) 500 1,00 X
Glukos (200 g/l) 100 20,0 g/l

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

Jästextrakt (25,0 g/l) 40,0 1,00 g/l
mQ-vatten* 260 -

Totalvolym 1000 -

*Steriliserad i förhand.

Tillsätt 50 ml vardera av det förberedda förkulturmediet till tv̊a steriliserade flaskor.
Förvara återst̊aende mängd av Delft medium i kylsk̊ap, för vidare användning i sena-
re experiment. Notera att en viss mängd ocks̊a kommer att behövas till blankprover
senare vid OD600-mätningarna.

Pipettera därefter 1 ml av mediet fr̊an en av flaskorna till ett Eppedorfrör. An-
vänd en steril inokuleringsögla för att skrapa av en koloni med C. intermedia fr̊an
en agarplatta och placera kolonin i Eppendorfröret. Vortexa i n̊agra sekunder tills
cellklumpen är upplöst. Addera därefter 1 ml av mediet med celler tillbaka till flas-
kan. Återupprepa samma procedur för en andra koloni. Märk flaskorna exempelvis
”Koloni 1” respektive ”Koloni 2”.

Förslut de tv̊a flaskorna med gasgenomsläppande propp. Inkubera flaskorna i en
skakande inkubator inställd p̊a 30 °C och 180 rpm i approximativt 24 timmar. Mät
OD600 för b̊ada förkulturerna, om b̊ada tillväxt välj en och använd den för inokule-
ring av alla försöksflaskor i screeningexperimentet.

B.4 Screeningsexperimentet

Screeningexperimentet best̊ar av 17 försök, vilka i denna sektion är namngivna 1 till
17. Alla försök är unika, förutom 15, 16 och 17 som är upprepade centerpunktsför-
sök med alla faktorer vid nollniv̊an. Alla momenten utförs i laminärflödesdragsk̊ap
förutom inkuberingen.

Den experimentella planen, framtagen i MODDE, presenteras i tabell B.5. I tabel-
len används de kodade faktorniv̊aerna. Ingen randomiserad körordning har listats
eftersom alla försök förbereds och körs mer eller mindre samtidigt. I tabell B.6 är de
naturliga niv̊aerna listade för faktorerna ihop med den beräknade mängden stamlös-
ning som krävs för att uppn̊a de indikerade niv̊aerna. Notera att även MgSO4 och
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jästextrakt ing̊ar i media men inte är varierade faktorer utan h̊alls p̊a en konstant
niv̊a och är därför inte listade i försöksuppställningen (tabell B.5).

Tabell B.5: Försöksuppställning med kodade niv̊aer framtagen för screeningförsöket av
MODDE enligt Definitve Screening Design.

Försök Laktos (NH4)2SO4 KH2PO4 Sp̊arämne 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 niv̊aerna,
tillsammans med de naturliga niv̊aerna för varje komponent (koncentration av komponent
i färdigt medium).

Komponent Volym stamlösning (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)2SO4 2,50 3,25 4,00 10,0 13,0 16,0 g/l
KH2PO4 1,40 1,80 2,20 7,00 9,00 11,0 g/l
Sp̊arämne 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

MgSO4 0,500 0,200 g/l
Jästextrakt 1,00 1,00 g/l

B.4.1 Tillredning av medium till screeningförsök 1-17

Börja med att märka 17 stycken 100 ml E-kolvar (vidare refererat till som flaskor)
fr̊an 1 till 17 samt tillägg nödvändig information som datum, inneh̊all och namn.
Tillred därefter medium till försök 1-14 enligt tabell B.7, där volymen stamlösning
av komponenterna som behöver adderas till varje försöksflaska är listad.
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Tabell B.7: Volymerna som ska tas fr̊an stamlösningarna till skakflaskor p̊a 100 ml. Se till
att den slutgiltiga totalvolymen är 25 ml för respektive flaska.

Försök
Laktos

(125 g/l)
(ml)

(NH4)2SO4
(100 g/l)

(ml)

KH2PO4
(125 g/l)

(ml)

Sp̊arämne
(20,0 X) (ml)

Vitamin
(20,0 X) (ml)

NaCl
(15,0 g/l)

(ml)

MgSO4
(10,0 g/l)

(ml)

Jästextrakt
(25,0 g/l)

(ml)

mQ-vatten
(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

För försök 15-17, som har samma mediumkomposition, förbered 80 ml av mediet
i en flaska genom att addera mängderna presenterade i tabell B.8. Överför sedan
25 ml vardera till flaska 15-17. Spara de 5 ml som återst̊ar av mediet i kylsk̊ap för
senare användning som blankprover vid OD600-mätningar.

Tabell B.8: Volymerna av stamlösningar för varje komponent att addera vid gemensam
förberedelse av medium till försök 15-17. Totalvolymen kommer bli 80 ml.

Komponent Volym (ml)

Laktos (125 g/l) 22,4
(NH4)2SO4 (100 g/l) 10,4
KH2PO4 (125 g/l) 5,76
Sp̊arämne (20,0 X) 5,00
Vitamin (20,0 X) 5,00
NaCl (15,0 g/l) 1,60

MgSO4 (10,0 g/l) 1,60
Jästextrakt (25,0 g/l) 3,20

mQ-vatten 25,0

B.4.2 Inokulation

Mät OD600 p̊a förkulturen som förberetts dagen innan för att avgöra volymen för-
kultur som media i flaska 1-17 ska inokuleras med. Se till att kulturen är väl om-
blandad före pipettering av 1 ml fr̊an förkulturen till kyvett, eller till Eppendorfrör
om spädning krävs. För blankproverna, pipettera 1 ml av mediet som användes till
förkulturen, vilket förvarats i kylsk̊ap. Mät först OD600 p̊a blankprovet och sedan för-
kulturen. Om OD600 överstiger 0,4 m̊aste provet spädas vidare tills en OD600-analys
inom det linjära intervallet 0,1-0,4) uppn̊as.

Beräkna volymen av celllösning som krävs vid inokulering för att uppn̊a en slutgiltig
OD600 av 0,1 i flaskorna 1-17 som inneh̊aller 25 ml medium. Tillsätt den beräknade
mängd till alla 17 flaskor och förslut med gasgenomsläppande propp.
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Dela upp försöken i tre grupper enligt vilken temperatur som flaskorna ska inkuberas
i, se tabell B.9. Se till att alla flaskor är väl förslutna och transportera de sedan till
rätt inkubator och ställ in 180 rpm. Kom ih̊ag att kolla om inkubatorerna behöver
förvärmas innan användning.

Tabell B.9: Försök uppdelade enligt temperatur.

Försök 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 jästbiomassakoncentration

Mät jästbiomassakoncentrationen i flaskorna 1-17 genom OD600 vid 24 timmar och
48 timmar efter inokulering. Förbered först blankprovet genom att pipettera 1 ml
av mediet som användes till flaska 15-17 (5 ml rest förvarad i kylsk̊ap) till en kyvett
och mät sedan OD600.

Kontrollera att vätskan i flaskorna är väl omblandad och att cellerna inte sjunkit till
botten innan provtagning. Pipettera 1 ml fr̊an flaska 1-17 direkt i en kyvett, eller
om spädning krävs först i ett Eppendorfrör. Om OD600 överstiger 0,4 späd tills det
uppmätta OD600 ligger inom det linjära intervallet. Beräkna vad den ursprungliga
OD600 var innan spädning och notera resultatet.
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C Laborationsmanual - Optimering

C.1 Förberedelser av stamlösningar

Tabell B.1 nedan ger en överblick över stamlösningskoncentrationer samt totalvoly-
men som krävs för optimeringsexperimentet. Det bör finnas tillräckligt med stam-
lösningar förberedda sedan tidigare, kontrollera detta före start.

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

Komponent Stamlösnings-
koncentrationer

Volymer som
behövs (ml)

Metod för
sterilisation

Laktos 125 (g/l) 190 Filtrering
(NH4)2SO4 100 (g/l) 62.5 Autoklavering
KH2PO4 125 (g/l) 35,0 Autoklavering

Sp̊arämneslösning* 20,0 X 15,6 Autoklavering
Vitaminlösning* 20,0 X 59,4 Filtrering

MgSO4 10,0 (g/l) 12,5 Autoklavering
Jästextrakt 25,0 (g/l) 15,6 Autoklavering

*Sp̊arämneslösningen och vitaminlösningen (1000X) ska sedan tidigare vara steriliserade.
Vid blandning med autoklaverat mQ-vatten för spädning till 20X är inte ytterligare
sterilisering nödvändig.
**Kontrollera att stamlösning har steriliserats.

C.2 Förkultur

Förbered förkultur dagen innan inokuleringen av försöksmedia i optimeringsexpe-
rimentet. Förkulturerna ska odlas p̊a Delft medium med glukos som kolkälla samt
adderat jästextrakt. Tillsätt 50 ml vardera av det förberedda förkulturmediet till
tv̊a steriliserade flaskor.

Pipettera därefter 1 ml av mediet fr̊an en av flaskorna till ett Eppedorfrör. An-
vänd en steril inokuleringsögla för att skrapa av en koloni med C. intermedia fr̊an
en agarplatta och placera kolonin i Eppendorfröret. Vortexa i n̊agra sekunder tills
cellklumpen är upplöst. Addera därefter 1 ml av mediet med celler tillbaka till flas-
kan. Återupprepa samma procedur för en andra koloni. Märk flaskorna exempelvis
”Koloni 1” respektive ”Koloni 2”.

Förslut de tv̊a flaskorna med gasgenomsläppande propp. Inkubera flaskorna i en
skakande inkubator inställd p̊a 30 °C och 180 rpm i approximativt 24 timmar. Mät
OD600 för b̊ada förkulturerna, om b̊ada tillväxt välj en och använd den för inokule-
ring av alla försöksflaskor i experimentet.

C.3 Optimeringsexperiment

I denna del är försöken namngivna 1 till 19. Alla försök är unika, förutom 15-19,
som är upprepade centerpunktsförsök med alla faktorer vid nollniv̊an.
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Försöksuppställningen för en CCO-design given av MODDE presenteras i tabell C.2.
Ingen randomiserad körordning har listats eftersom alla experimenten förbereds och
körs mer eller mindre samtidigt.

Tabell C.2: Faktorernas kodade niv̊aer för CCO-design framtagen av MODDE.

Fösök 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 är de naturliga niv̊aerna listade för faktorerna ihop med den beräknade
volymen stamlösning som krävs för att uppn̊a de indikerade niv̊aerna. Endast laktos,
vitaminlösning och temperaturen är varierade faktorer medan resterande mediekom-
ponenter h̊alls p̊a en konstant niv̊a bestämd med hjälp av resultatet av screeningen.

Tabell C.3: Volymerna att addera av komponenterna motsvarande de kodade niv̊aerna,
tillsammans med de naturliga niv̊aerna för varje komponent (koncentration av komponent
i färdigt medium).

Komponent Volym stamlösning (ml) Koncentration i medium Enhet

-1,47 -1 0 1 1,47 -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)2SO4 2,50 10,0 g/l
KH2PO4 1,40 7,00 g/l
Sp̊arämne 0,625 0,500 X

MgSO4 0,500 0,200 g/l
Jästextrakt 1,00 1,00 g/l

C.3.1 Tillredning av medium till optimeringsförsök 1-19

Börja med att förbereda en blandning av de mediumkomponenter som h̊alls kon-
stanta genom att addera volymerna, presenterade i tabell C.4, av varje stamlösning
till en flaska. Totalvolymen kommer bli 141,25 ml.
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Tabell C.4: Volymer av varje komponent för att göra blandning av komponenter med
konstanta niv̊aer.

Komponent Volym (ml)

(NH4)2SO4 (100 g/l) 62,5
KH2PO4 (125 g/l) 35,0

Sp̊arämneslösning (20,0 X) 15,6
MgSO4 (10,0 g/l) 12,5

Jästextraktlösning (25,0 g/l) 15,6

Märk 19 stycken 100 ml flaskor (Erlenmeyerkolvar) fr̊an 1 till 19 samt tillägg nöd-
vändig information som datum, inneh̊all och namn. Tillred försök 1-14 enligt tabell
C.5, där volymen stamlösning som ska adderas för respektive komponent listas.

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

Nr. Laktos (125 g/l)
(ml)

Vitaminlösning
(ml)

Temperatur Blandning med
konstanta

komponenter (ml)

Vatten att
tillsätta (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 5,65 6,23
14 10,0 3,13 35,9 5,65 6,23

Förbered mediet för försök 15-19 gemensamt. Bered 130 ml genom att tillsätta vo-
lymer av stamlösningar listade i tabell C.6 och överför sedan 25 ml till vardera av
flaskorna 15-19. Spara de 5 ml som återst̊ar av mediet i kylsk̊ap för senare använd-
ning som blankprover vid OD600-mätningar.

Tabell C.6: Volymerna av stamlösningar för varje komponent att addera vid gemensam
förberedelse av medium till försök 15-19. Totalvolym 130 ml.

Komponent Volym (ml)

Laktos (125 g/l) (ml) 52,0
Vitaminlösning (20,0 X)

(ml)
16,3

Blandning av komponenter
p̊a konstant niv̊aer (ml)

29,4

mQ-vatten (ml) 32,4
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C.3.2 Inokulation

Mät OD600 p̊a förkulturen som förberetts dagen innan för att avgöra volymen för-
kultur som medierna i flaska 1-19 ska inokuleras med. Se till att kulturen är väl
omblandad före pipettering av 1 ml fr̊an förkulturen till kyvett, eller till Eppen-
dorfrör om spädning krävs. För blankproverna, pipettera 1 ml av mediet som an-
vändes till förkulturen, vilket förvarats i kylsk̊ap. Mät först OD600 p̊a blankprovet
och sedan förkulturen. Om OD600 överstiger 0,4 m̊aste provet spädas vidare tills en
OD600-analys inom det linjära intervallet 0,1-0,4) uppn̊as.

Beräkna volymen av celllösning som krävs vid inokulering för att uppn̊a en slutgiltig
OD600 av 0,1 i flaskorna 1-19 som inneh̊aller 25 ml medium. Tillsätt den beräknade
mängden till alla 19 flaskor och förslut med gasgenomsläppande propp.

Dela upp försöken 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 inställda p̊a 180 rpm. Kom ih̊ag att kolla om inkubatorerna behöver
förvärmas innan användning.

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

Försök 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 jästbiomassakoncentration

Mät jästbiomassakoncentrationen i flaskorna 1-19 genom OD600 vid 24, 48 och 72
timmar efter inokulering. Förbered först blankprovet genom att pipettera 1 ml av
mediet som användes till flaska 15-19 (rest förvarad i kylsk̊ap) till en kyvett och mät
sedan OD600.

Kontrollera att vätskan i flaskorna är väl omblandad och att cellerna inte sjunkit
till botten innan provtagning. Pipettera 1 ml fr̊an flaskorna 1-19 direkt i en kyvett,
eller om spädning krävs först i ett Eppendorfrör. Om OD600 överstiger 0,4 späd tills
det uppmätta OD600 ligger inom det linjära intervallet (0,1-0,4). Beräkna vad det
ursprungliga OD600 var innan spädning och notera resultatet.
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D Laborationsmanual - Validering

D.1 Introduktion

Vid detta laborationstillfälle kommer aspekter som jästbiomassakoncentration, spe-
cifik tillväxthastighet och utbyte att testas för tv̊a olika tillväxtförh̊allanden. Jämfö-
relsen av tillväxtförh̊allanden, som best̊ar av b̊ade mediumkomposition och inkuba-
tionstemperatur, är mellan startpunktsförh̊allandena baserade p̊a information fr̊an
litteratur och de fr̊an förg̊aende experiment förutsp̊adda optimala förh̊allandena för
att maximera jästbiomassatitern.

De moment som ska utföras i valideringen sker genom samma procedurer som ti-
digare experiment, vilka beskrivs utförligt i appendix B. Här återges därför endast
information om stamlösningar och mediumkompositionen i de tv̊a testade medierna,
samt metod att följa för förberedelsen av de tv̊a media som testas i tre upprepade
försök vardera.

D.2 Stamlösningar

I tabell D.1 anges vilka koncentrationer p̊a stamlösningar som behövs under valide-
ringsexperimentet. Stamlösningarna bereds p̊a samma sätt som tidigare, se appendix
B. I tabellen anges ocks̊a totalvolymen som behövs av varje komponent för experi-
mentet.

Tabell D.1: Koncentrationer och volymer av stamlösningar.

Komponent Stamlösnings-
koncentrationer

Volymer som
behövs (ml)

Metod för
sterilisering

Laktos 125 (g/l) 53,3 Filtrering
(NH4)2SO4 100 (g/l) 18,4 Autoklavering
KH2PO4 125 (g/l) 10,2 Autoklavering

Sp̊arämneslösning 20,0 X 7,00 Autoklavering
Vitaminlösning 20,0 X 12,1 Filtrering

NaCl 15 (g/l) 1,60 Autoklavering
MgSO4 10,0 (g/l) 3,20 Autoklavering

Jästextrakt 25,0 (g/l) 4,00 Autoklavering
mQ-vatten - 50,2 Autoklavering

D.3 Mediekomposition

I tabell D.2 ges en överblick p̊a de komponenter som ing̊ar i de tv̊a medierna som
testas. Tabellen anger ocks̊a 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
startmedium

Koncentration
optimerat
medium

Enhet

Laktos 35,0 48,2 g/l
(NH4)2SO4 13,0 10,0 g/l
KH2PO4 9,00 7,00 g/l

Sp̊arämneslösning 1,25 0,500 X
Vitaminlösning 1,25 1,76 X

NaCl 0,300 0,000 g/l
MgSO4 0,200 0,200 g/l

Jästextrakt 1,00 1,00 g/l

D.4 Förberedelse av medium

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

2. Tillsätt 25 ml av startmediet till tre separata 100 ml flaskor märkta ”S1”, ”S2”
och ”S3”. Gör p̊a samma sätt med det optimerade mediet, men märk flaskorna
exempelvis ”F1”, ”F2” och ”F3” istället. Spara den återst̊aende volymen av
respektive medium till blankprover samt till HPLC-mätningen vid 0 timmar
efter inokulering.

3. Inokulera flaskorna till ett startvärde p̊a OD600 av 0,1 med hjälp av förkultur
förberedd dagen innan. Utför OD600-mätningar för varje flaska för att försäkra
att OD600 verkligen har värdet 0,1.

4. 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 stamlösningar av mediekomponenter att addera för startmediet
respektive det optimerade mediet.

Komponent stamlösning Volym (ml) för
startmediet

Volym (ml) för
optimerat medium

Laktos (125 g/l) 22,4 30,9
(NH4)2SO4 (100 g/l) 10,4 8,00
KH2PO4 (125 g/l) 5,76 4,48
Sp̊arämne (20,0 X) 5,00 2,00
Vitamin (20,0 X) 5,00 7,10
NaCl (15,0 g/l) 1,60 0,000

MgSO4 (10,0 g/l) 1,60 1,60
Jästextrakt (25,0 g/l) 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 fr̊an respektive flaska för OD600-mätningar. Följ därefter samma procedur som
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tidigare, se appendix B. För HPLC-mätningar, tag prover vid 0 timmar och 72
timmar efter inokulering. Kom ih̊ag att filtrera först om det är celler i mediet.
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E ANOVA-tabeller

E.1 Screening

Följande förkortningar gäller samtliga ANOVA-tabeller. SS st̊ar för sum of squares,
MS för mean square. F, P och SD st̊ar för F-statistika, P-värde respektive standar-
davvikelse. RSD innebär residual standardavvikelse.

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

Tabell E.1: ANOVA-tabell för modellen för responsvariabeln OD600 vid 24 timmar fr̊an
screeningen.

Jästbiomassa 24 timmar Frihetsgrader SS
MS

(varians)
F P SD

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 är ANOVA-tabellen för modellen anpassad efter resultatet vid 48 timmar
fr̊an screeningen.
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Tabell E.2: ANOVA-tabell screening 48 timmar.

Jästbiomassa 48 timmar Frihetsgrader SS
MS

(varians)
F P SD

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 för responsvariabeln vid
72 timmar under optimeringsomg̊angen visas nedan i tabell E.3

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

Jästbiomassa 72 timmar Frihetsgrader SS
MS

(varians)
F P SD

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 kända laktoskoncentrationer fr̊an
HPLC-mätningarna. En linjär regression utfördes och visas även i figuren, vilken
hade ekvationen y = 89382 ∗ x + 6,028 ∗ 105, där y motsvarar topparean och x lak-
toskoncentrationen. Den linjära regressionen hade ett R2-värde p̊a 0,9962. Grafen
och ekvationen till den linjära regressionen användes vid beräkning av laktoskon-
centration i supernatanten; resultatet av beräkningen finnes i avsnitt 4.3.

Figur F.1: Kalibreringskurva för beräkning av laktos, där topparea plottas p̊a y-axeln mot
känd laktoskoncentration p̊a x-axeln.



XIX

G Validering

Nedan i tabell G.1 redovisas uppmätta OD600-värden för samtliga prover fr̊an vali-
deringseperimentet.

Tabell G.1: Experimentellt erh̊allna OD600-värden fr̊an valideringsförsöket.

Försök OD600
0 timmar

OD600
18 timmar

OD600
20 timmar

OD600
22 timmar

OD600
24 timmar

OD600
48 timmar

OD600
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

F1 0,1 2,2 3,1 3,6 4,4 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 beräknade laktoskoncentrationer vid vardera tidpunkt där
mätningar togs under valideringen. Koncentrationerna beräknades med hjälp av
kalibreringskurvan som togs fram efter HPLC-mätningarna, vilken visas i figur F.1
i appendix F

Tabell G.2: Experimentellt erh̊allna laktoskoncentrationer fr̊an valideringsförsöket.

Försök Laktos
0 timmar

Laktos
18 timmar

Laktos
20 timmar

Laktos
22 timmar

Laktos
24 timmar

Laktos
48 timmar

Laktos
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 44,1 33,8 31,6
F3 48,2 47,2 46,4 46,1 45,2 35,1 28,7
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