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From Residual Biomass to Protein: a Study on Filamentous Fungi

Abstract

One of today’s greatest challenge is producing enough nutritious food for the growing population of the
world in a sustainable way. One solution could be the increased use of residual biomass. Forestry and
agriculture generate an estimated 140 gigatons of residual biomass annually globally. Some of these
residual streams can be valorized by filamentous fungi, which convert residual biomass into proteins
to produce food and animal feed. This Bachelor thesis aimed to contribute to a more sustainable
production of food by improving the growth of filamentous fungi on Spent Sulfur Liquor (SSL) with
two methods of Classical Strain Improvement (CSI) and investigated in whether fungi can grow on
other waste streams. Eight proprietary strains (mutants of Cirkulein?™) and Trichoderma reesei,
Aspergillus niger, Aspergillus nidulans and Myceliophthora thermophila were screened.

The original and mutated fungi were screened on different liquid media to determine the strains most
adapted to each media. The best strains, ranked by growth rate, were grown in shake flasks and their
dry biomass was measured. Fungi were also grown on solid media in petri dishes. Methods used for
strain development are Adaptive Laboratory Evolution (ALE) and UV mutagenesis, with the ambition
to mutate strains with a higher growth rate that can be used in large-scale industries.

The screening of the strains resulted in six strains being chosen for fermentation in shake flasks. The
largest growth, in terms of dry weight, was obtained from the strains grown on SSL. The ALE showed
a slight improvement in growth rate for one Cirkulein”™ -strain while another remained unchanged.
The UV-mutagenesis resulted in a survival rate of 1-3% and one of the mutated colonies showed an
improved growth rate. The other replicates generally showed a lower growth rate than the control
groups.

From the screening on liquid media, it can be concluded that high-throughput screening is an effective
first thinning of available strains. However, fermentation in shake flasks is necessary to get a reliable
result since it ensures that the fungi are growing on the medium and not on the agar, for example.
Though the fungi grew best on SSL they also grew on the other side streams tested and it is therefore of
interest to continue investigating those. The fungi grew on two of the solid media, but their growth was
inhibited on the coffee grounds. UV mutagenesis is a method that can produce improved strains, though
a low survival rate is imperative to see change in a small sample size. ALE also procured improved
strains, however, some of the developed strains obtained an unchanged growth rate. For both of these
methods, further rounds of treatment would be necessary to obtain more efficient strains. Furthermore,
the concentrations of the SSL used in ALE should be assessed in further studies to optimize the strain
development.



Sammanfattning

En av var tids storsta utmaningar dr att producera niringsrik mat till jordens vixande befolkning
pa ett miljovanligt sdtt. En 16sning skulle kunna vara en 6kad anvdndning av restbiomassa. Skogs-
och jordbruk genererar uppskattningsvis 140 gigaton restbiomassa arligen globalt. Dessa reststrommar
kan valoriseras av filamenttsa svampar, som omvandlar restbiomassa till proteiner for att producera
livsmedel och djurfoder. Denna kandidatuppsats syftade till att bidra till en mer hallbar produktion
av mat genom att forbattra tillvixten av filamentdsa svampar pa rodlut samt undersékte om andra
reststrommar kan anvindas. Atta konfidentiella stammar (Cirkulein”™-mutanter) och Trichoderma
reesei, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans och Myceliophthora thermophila screenades.

Tillvaxten pa de utvalda flytande medierna screenades for att identifiera de stammar som véixte bést
pa vardera medium. De béista stammarna, utvalda efter tillvixthastighet, odlades déarefter i skakflaskor
och fick torrvikten métt. Stammarna odlades dessutom péa fasta medium i petriskalar. Metoder som
anvindes for stamutveckling var Adaptiv Laboratorieevolution (ALE) och UV-mutagenes med ambi-
tionen att mutera stammar for att na en storre tillvixthastighet. Detta for att 6ka mojligheten att
anvanda stammarna i storskalig industri.

Screeningen av stammarna resulterade i valet av sex stammar for fermentering i skakflaskor. Den
storsta tillvixten i dessa, métt i torrvikt, erholls fran stammarna vixta i rédlut. ALE gav en 6kad
tillviixthastighet for en av Cirkulein?™-stammarna medan en annan var oforindrad. UV-mutagenesen
resulterade i en 6verlevnadsgrad pa 1-3% och en koloni med en ékad tillvixthastighet. Ovriga kolonier
erholl en minskad tillvixthastighet &n sina kontrollgrupper.

Fran screeningen kan det konstateras att high-throughput screening ar en effektiv metod som forsta
gallring. Fermentering i skakflaskor dr dock avgorande for att fa trovirdiga resultat eftersom det sé-
kerstéller att stammarna vixer pa mediet och inte nagot annat, exempelvis pa agar. Stammarna véixte
pa samtliga testade medier, &ven om de véixte bast pa rodlut, vilket visar att ytterligare undersékning
om dessa kan vara av intresse. Stammarna vixte dven pa de fasta medierna, men tillvixten himmades
nagot for ett medium. UV-mutagenes visades kunna ge férbattrade stammar, men en lag 6verlevnads-
grad verkar vara avgorande for att se skillnader vid sma provstorlekar. Aven ALE gav forbittrade
stammar, men for nagra uppmaéttes en oférdndrad tillvixthastighet. For bada dessa metoder ar fle-
ra rundor av behandlingar nédvéndiga for att producera mer effektiva stammar. Utéver detta borde
koncentrationerna av rodlut for ALE ses dver i vidare studier for att optimera stamutvecklingen.
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1 Inledning

En av de storsta utmaningarna vi star infor ar att producera tillrickligt med mat till jordens vixande
befolkning och att gora det pa ett sitt som &r miljovinligt och ger tillriickligt med néring. Ar 2015
kom 34% av de totala utslippen av vixthusgaser fran livsmedelsindustrin och sedan dess har jordens
befolkning fortsatt att 6ka [1]. Det globala matbehovet uppskattas 6ka med 60% till 2050 men den
landmassa som finns kvar att odla pa ar langt ifran tillracklig [2]. For att klara av att producera mer mat
pa ett hallbart satt behévs dérfér nagot mer &n enbart djurhallning och lantbruk. Ett etablerat forslag
ar cellulart lantbruk [2]. Celluldrt lantbruk innebér att celler producerar biomassa som sedan kan
anvandas till foda eller djurfoder. Detta i kontrast till andra anvindningar av celler dér de producerar
dmnen som exempelvis smakdmnen, branslen och fiargdmnen [2]. Genom att utveckla ett cellulért
lantbruk kan néaringsrik, sdker och hélsosam mat produceras, samtidigt som anvindningen av landyta,
energi och vatten minimeras [2].

Samtidigt som behovet av mat 6kar sker en utarmning av naturens resurser. Overgangen till en hallbar
framtid kraver att de resurser som finns ar fornybara och utnyttjas optimalt [3]. Cirkulér ekonomi ar
en metodik som innebér att de resurser som anvinds ingar i ett kretslopp dédr mycket som mojligt
ateranvands och atervinns. Komplementért anvinds dven konceptet bio-ekonomi som forlitar sig pa
att omvandling av férnybara kolkéallor fran skogsbruk, jordbruk och bioavfall ger vardefulla produkter
som till exempel material, mat och bio-brénsle [3]. Skogsbruk och jordbruk genererar enorma méngder
restbiomassa som globalt uppskattats till 140 gigaton arligen [4] och dessa reststrommar har potential
att valoriseras till anvindbara produkter. Under de senaste 25 aren har restbiomassa framfor allt
anvants for att tillverka energi i form av till exempel biobrénsle [4]. P4 senare ar har flera nya sitt att
valorisera restbiomassa utvecklats och anvindningen av mikroorganismer ar ett av dem [5].

En grupp mikroorganismer med stor potential inom utvecklingen av en bio-baserad cirkulér ekonomi &r
filamentosa svampar. Filamentosa svampar har lange anvénts for att ta fram viktiga produkter s& som
penicillin, citronsyra och ménga enzymer [5]. De &r villdigt effektiva nedbrytare av organiska material
d& de utsondrar en méangd olika enzymer som kan bryta ner bide komplexa och enkla molekyler [5].
Eftersom jordens viaxtbiomassa till storsta del bestar av polysackarider kan forskare utnyttja svampens
affinitet for nedbrytning av dessa for att tillverka anvindbara produkter [5]. Anvindandet av svampar
inom celluldrt lantbruk kan vara en del av 16sningen till en séker, stabil och forbattrad framstéllning
av mat for jordens okande population [5]. Detta medfor minskade utsliapp av vaxthusgaser och mindre
exploatering av jordens resurser. Studier visar att svampbaserat protein i jamférelse med animaliskt
protein ar battre ur miljosynpunkt nér effektivitet av markanvéndning, global uppvarmingspotential
och energianvindning undersokts [6].

1.1 Syfte

Projektet syftade till att vara en del i arbetet med att stilla om livsmedelsindustrin mot en mer hallbar
produktion genom en 6kad anvidndning av filamentosa svampar. For att uppna detta hade projektet tva
delsyften. Det forsta var att utveckla svampars tillvixt pa restmaterialet rédlut fran pappersindustrin
med hjalp av tva klassiska stamutvecklingsmetoder. Det andra var att utvirdera rodlut samt tre
andra reststrommar fran industrier som substrat for tolv olika svampstamar att producera Single Cell
Proteins pa. De tolv stammarna som anviands ar Trichoderma reesei, Aspergillus niger, Aspergillus
nidulans och Muyceliophthora thermophila samt atta konfidentiella stammar fran foretaget Cirkulér
AB. Utover detta ska ytterligare tva material, valda av laboranterna, testas fér att se om de bor
undersokas vidare.

Projektet &mnar att resultera i identifierandet av de stammar som véixer mest och snabbast pa de
utvalda restmaterialen. Resultatet kommer fas i form av tillvixtkurvor, tillvixthastigheter och torr-
viktsméatningar av utvalda stammar samt bilder som visar tillvixten av stammarna pa olika material.



1.2 Samarbetet med Cirkular AB

Projektet utfordes i samarbete med bioteknikféretaget Cirkuldr AB som arbetar med att omvandla
reststrommar fran papperstillverkning till en proteinrik fiskfoderingredient med filamentosa svampar.
Denna produkt kallas Cirkulein™ och det &r Cirkulein™-stammarna som delvis utvirderas i detta
projekt.

Cirkular AB anvéinder sig av en egen teknik for att tillsammans med pappersbruket i Nymolla, dgt av
foretaget Sylvamo, valorisera brukets reststrommar for att minska pa avfall och bidra till en cirkuldr
ekonomi. Malet ar att skapa en produkt som kan ersidtta de nuvarande proteinkéllorna i fiskfoder for
att minska bade utslapp samt produktions- och transportkostnad. De arbetar &ven med produktion av
mjolkproteinet casein med hjilp av filamentdsa svampar d& nuvarande produktion av mjélkproduker
har en stor inverkan pa klimatet [7].

1.3 Etik

Under projektets gang har flera etiska aspekter tagits hénsyn till. Organismerna som anvinds spo-
rulerar och déarfor har allt laborativt arbete med dessa utforts sterilt i LAF-bankar. De genetiska
féorandringar som gjorts ar inte kdnda och stammarna fran Cirkuldr AB ar konfidentiella. Detta med-
for en osékerhet kring stammarnas patogenicitet och paverkan pa ekosystemen vilket 6kar behovet
av forsiktighet vid det laborativa arbetet. Samtliga 16sningar och redskap som kommit i kontakt med
svamparna har darfor kasserats som biologiskt avfall. Mediet rédlut som anvinds i flera moment inne-
héller furfural, vilket i storre koncentrationer misstéinks vara carcinogent samt dodligt vid inandning
[8]. Furfural hanteras endast som utspadd komponent i mediet men {or att undvika risker for samtliga
i lokalen hanteras mediet med varsamhet och kasseras som kemiskt avfall.

Som beskrivet i inledningen kan en hallbar produktion av biomassa fran filamentosa svampar bidra till
en positiv klimatpaverkan [5], och vid val av restbiomassa finns det flera aspekter som bor tas hinsyn
till. Den bor exempelvis inte innehélla héga koncentrationer av farliga &mnen, bade for att inte himma
tillvaxten av svamparna med ocksa for att minska risker vid hantering och kassering.

2 Teori

Forskningen om filamentosa svampar har 6kat under de senaste aren och allt fler biotekniska anvind-
ningsomraden har uppstatt. Har presenteras en 6verblick av den kunskap och de tidigare studier om
filamentosa svampar som ligger till grund for det hir projektet.

2.1 Filamentosa svampar

Svampar utgor ett eget rike som bestar av eukaryota organismer [9]. Svamparna utmérker sig fran bade
djurriket och véxtriket med sina kitinrika cellviggar och har en mycket viktig roll i ekosystemen da de
kan utnyttja organiskt material som &r otillgéngligt for manga andra organismer. De bidrar dédrmed
till att aterfora manga néringsdmnen till ekosystemen [10]. Uppskattningsvis finns det idag 6ver en
miljon olika svampar, vilka skiljer sig extremt &t bade morfologiskt, fysiologiskt och ekologiskt [10].

Svampars morfologi kan anvindas for att klassificera svampar som antingen filamentosa, encelliga eller
dimorfa. Dimorfa svampar kan existera bade filamentost och encelligt beroende pa miljon de lever i
[11]. Filamentésa svampar karakteriseras av sina tradformade strukturer. De som véxer uteslutande
encelligt &r mer kédnda som jast [11].

Filamentosa svampar har anvints biotekniskt av ménniskan sedan lang tid tillbaka. Sedan arhundraden
har exempelvis sake och tempeh tillverkats med hjilp av filamentosa svampar [6]. Idag okar antalet
produkter och processer dar filamentosa svamparter anvands inom biotekniken och anvindningen sker



inom vitt skilda omraden [5]. Till exempel anvinds de idag i bioraffinaderier for att producera vardefulla
produkter som biobrénsle, men anvinds dven som material i mébler [5].

2.1.1 Livscykel

FilamentOsa svampar borjar som en spor pa nagra mikrometer i diameter, vilken gror i en fuktig och
néringsrik miljo. Sporutvixten, som kallas groddror, férlangs och blir en hyf [5]. Fler hyfer bildas
och forgrenas och dessa kan aggregera till ett ndtverk bendmnt mycel [11]. Hyferna bestar alltsd av
rorformade celler som i vissa fall ir separerade med septa [10]. Septa aterfinns i fylumet Ascomycota,
vilket samtliga svamparter i denna rapport tillhor. De ar perforerade och genom poren kan organeller
och cellkéarnor forflytta sig [12].

Mycelet kan, ndr médngden néring minskar, borja utforska omgivningen fér att bilda reproduktiva
strukturer. Ascomycota kan bilda konidium vilka producerar sporer asexuellt, och/eller fruktkroppar
vilka producerar sporer sexuellt [5]. Asexuell f6rokning visas i Figur 1.

Spurer
. o germinerar
9]
Sporer o © \ ‘
produceras 0 2
O :

b .
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Fa= :
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Created in BioRender.com bio

Figur 1: Filamentosa svampars livscykel vid asexuell forokning. Gjord i BioRender.com.

Svampar dr multinukledra organismer dar varje cellkdrna opererar individuellt trots att de befinner
sig i samma cytoplasma [13]. For att erhalla en renodlad stam maste samtliga cellkdrnor ha samma
genom. Eftersom filamentosa svampar har flera cellkdrnor per cell samt kan flytta cellkérnor sinsemellan
[12] kompliceras karakteriseringen. Den kan underldttas genom anvindning av sporer pa dessa endast
innehaller en cellkdrna [5].

I flytande medier kan filamentdsa svampar véxa i tre olika former: homogent utspridda i mediet, som
oregelbundna klumpar med varierande tdthet och storlek, eller som pellets. Pellets dr sma, téitt packade
kluster av mycel som kan bildas pa olika sétt. Antingen kan en spor germinera och dess hyfer trassla
in sig i varandra, eller s& kan utspritt mycel trassla ihop sig. Storleken pa pellets kan variera [14]. Att
svampen bildar pellets kan vara bade en fordel och en nackdel. I en del biotekniska processer foredras
pelletbildning [14]. Ett exempel &r A. niger, som har en optimal produktion av citronsyra i pelletform,
och optimal produktion av vissa enzym i mycelform [15].

2.1.2 Naringsbehov och tillvixtforhallanden

Svampar bryter ner substrat externt och absorberar dérefter niringsimnena genom cellviggen [16].
Eftersom svampar dr kemoorganotrofer behover de ta upp kol fixerat i organiska foreningar for att
tillhandahélla energi [17]. Svampar kan inte heller binda kvévet i luften och behéver dérfor &dven forses



med detta [17]. Kraven pa néring dr for de flesta svamparter relativt laga. De allra flesta arter kan
klara sig bra i aerobiska férhallanden dar de har tillgang till glukos, ammoniumsalter, oorganiska joner
och ett fatal tillvixtfaktorer [17]. En del svampar har dnnu ldgre krav, som exempelvis A. niger vilken
kan syntetisera sina tillvixtfaktorer pa egen hand fran glukos [17].

Néaringsdmnen som filamentosa svampar behéver kan delas upp i makro- och mikronutrienter. Nod-
vandiga makronutrienter ar kolkéllor, kvéve, syre, svavel, fosfor, kalium och magnesium, och dessa
behovs i koncentrationer pa nagra millimolar. Mikronutrienter krévs i mindre koncentrationer, pa
nagra mikromolar, och omfattar kalcium, koppar, jirn, mangan och zink [17][6].

FilamentOsa svampar kan vixa pa méangder av olika substrat. For att ta upp néring sekreterar svam-
parna olika enzymer genom hyferna som cellulaser, amylaser, pektinaser, inulaser, proteaser och lipaser
[5]. Detta gor att de kan hydrolysera komplexa organiska molekyler som cellulosa, hemicellulosa, lignin,
starkelse, lipider och proteiner till respektive monomerer [6]. Dessa tas sedan upp genom membranen
med hjilp av specifika transportproteiner [5]. Vid odling av filamentosa svampar bor substratet upp-
fylla naringsbehovet samt inte innehalla nagra stora méangder av &mnen som kan hidmma tillvixten.
Substratet bor innehalla atminstone kol- och kvévekéllor, men vilka kol och kvévekéllor som ger en
optimal tillvixt varierar mellan olika arter [6].

Forutom krav pa néring paverkar ocksa olika fysiska parametrar svampens tillvixt. De flesta svampar
vaxer bra runt 25°C, men spannet pa temperaturer ar relativt stort. Psykrotrofa arter trivs i kallare
temperaturer medan termofila arter trivs vid hogre temperaturer. De flesta svampar ar acidofiler och
foredrar en sur miljo med ett pH-véirde mellan 4-6 [17].

2.1.3 Tillvaxtkurvor

Svamparnas tillvixt karakteriseras generellt av fem olika faser [6]. Dessa ér lag-fas, forsta Gvergangs-
perioden, exponentiell fas, andra 6vergangsperioden samt stationér fas [18]. Nar svampen inokulerats
behover den anpassa sig till sin omgivning och véxer inte, detta kallas lag-fas [19]. I den exponentiella
fasen borjar mycel bildas och svampen vixer med sin maximala, specifika tillvixthastighet. Denna
hastighet &r beroende av tillvaxtférhallandena [17]. Nar ndringen i mediet borjar ta slut och sekundéara
metaboliter bildats fran utsondrade enzymer bérjar den stationdra fasen dar nettotillvixten ar noll
[19]. T 6vergangsperioderna anpassas svampens metabolism for ndstkommande fas [18].

Om mediet som anvinds innehéller flera olika kolkallor kan tillvixtkurvan innehélla tva exponentiella
faser dér forst en kolkélla konsumeras och sedan en annan (Figur 2). De tvd exponentiella faserna
skiljs &t av en lag-fas med mycket liten tillvixt [20]. En tillvixt med tva exponentiella faser kallas for
diauxisk tillvixt. Diauxisk tillvixt har setts i studier pa filamentosa svampar som odlats i substrat
med flera kolkéllor [21].
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Figur 2: Generisk diauxisk tillvixt med tillvixtfaser specificerade. Gjord i Biorender.com.

2.1.4 Projektets icke-konfidentiella svampstammar

De fyra icke-konfidentiella svampstammarna som anvinds i projektet, Aspergillus niger, Aspergillus
nidulans, Trichoderma reesei och Myceliophthora thermophila skiljer sig i bade optimala temperaturer,
pH och morfologi (Tabell 1). Manga stammar kan overleva vid forhallanden som skiljer sig mycket
fran deras optimum. Exempelvis kan A. niger vixa i storre temperaturspann, 6-47°C, 4n 6vriga som
anviands [22] och A. nidulans har visats kunna vixa vid pH mellan 2 och 12 [23].

Tabell 1: Optimala temperaturer och pH samt morfologi for stammarna A. niger, A. nidulans, T.
reesei och M. thermophila.

Stam A. niger A. nidulans T. reesei M. thermophila
Temperatur (°C) | 35-37 [24] 28-37 [25] 27-30 [26] 41-43 [6]
pH 5.5 [27] Runt 7 [23] 5.5-7.5 [26] 6-7 [28]

. Vitt flufigt mycel, | Farglos, nyanser av
Morfologi Svart[6] Ljusbrun [29]
grona sporer [30] | gront och brunt [31]




2.2 Single Cell Protein

Nar mikrobiella celler konsumerar substrat producerar de biomassa som bland annat kan anvidndas
till foda och foder. Biomassan kan torkas som hela celler eller genom att proteinet extraheras ur
cellen, men oavsett behandling bendmns det ofta som Single Cell Protein (SCP) [32][33]. SCP har
funnits lange och kan anvidndas som féda fér bade djur och ménniskor. Exempelvis spirulina, en alg
som séljs som pulver for ménsklig konsumtion [33]. Andra exempel ar féretaget Quorn, grundat 1985
[34], och de Goteborgsbaserade foretagen Mycorena, grundat 2017 [35], och Millow, grundat 2020
[36]. Dessa foretag anvinder sig av svampbaserad SCP {or att producera alternativa proteinkéllor for
livsmedelséndamal. SCP har visats vara ett bra alternativ till animaliska produkter da de likt kott
och dgg innehéller de essentiella aminosyror som ménniskor behéver, samt inte innehaller de méttade
fettsyror och carcinogena &mnen som hittats i processat, rott kott [2]. For att en organism ska vara
lamplig for produktion av SCP sa bor den ha ett hogt ndringsinnehéll, inte innehalla négot toxiskt
dmne och ha lag produktionskostnad [37]. En typ av organism som visats vara en effektiv tillverkare
av SCP é&r filamentdsa svampar.

Ett omrade med stor utvecklingspotential &r anvdndningen av SCP fran filamentésa svampar inom
produktion av foder [37]. Protein &r den mest vérdefulla komponenten i foder och SCP har ett hogt
proteininnehall som kan konkurrera med till exempel fisk- och sojamjol vilka idag &r de vanligaste pro-
teinkéllorna i foder. Utover det hoga proteininnehallet &r SCP &ven rikt pa vitaminer och strukturella
polysackarider. I en studie visades det att anvindning av SCP i foder for fiskar har en positiv effekt
pa fiskars hélsa [37].

Det fisk- och sojamjol som anvinds idag i fiskfoder &r inte héllbart nér jordens population okar [37].
Fiskmjol produceras av vildfangad fisk som till f61jd av hég andel olja och ben inte anvinds fér ménsklig
konsumtion [37]. Odlad fisk som fods upp pa fiskmjol forlitar sig alltsd pa Gverfiske for att existera [38],
men pa grund av dess omfattande naringsinnehall anvinds det 4nda i stor utstrackning [38]. Sojamjol
utvinns fran sojabénor och kriaver stora mangder vatten och landyta [39]. En stor del av den soja som
anvands till foder odlas i Amazonas déir regnskog skoévlas for att produktionen ska halla jimna steg
med efterfrigan [39]. Det behovs alltsd mer hallbara alternativ.

2.3 Valorisering av biomassa med svampar

Cirkuldr ekonomi &r en modell dir produkters livslangd utokas och méngden avfall minskas. Detta ar
ett sitt att arbeta mot ett mer hallbart samhélle [40]. For att strdva mot en mer cirkuldr ekonomi
behover restmaterial fran dagens produktion tas till vara i en storre utstriackning. De behéver wvalo-
riseras. Valorisering av biomassa &r processen att omvandla biprodukter och avfall fran till exempel
livsmedels-, lantbruks- och skogsindustri till nya material med hjilp av exempelvis mikroorganismer
som filamentosa svampar. Anvindandet av just svamp som huvudkomponent i bland annat isolering,
mat och fordon &r omraden déir det idag pagar mycket forskning och utveckling [5]. Detta &r pa grund
av svamparnas goda formaga att vixa pa manga olika typer av substrat. [37]

I Europa anvands idag ungefar 40% av allt brukat tra till energi, 40% till tra-produkter samt 20%
till pappersmassa [41]. Att producera energi av trd innebédr utslapp av kol som tidigare lagrats i dess
celler. For att gd mot en cirkuldr ekonomi behdver kol fortsétta lagras i langlivade produkter, vilket
kan goras genom just valorisering [5]. De delar av triden som inte kan anvéndas till traprodukter eller
pappersmassa ar ofta rika pa lignin [5], vilket ar svArnedbrutet for manga organismer [42]. Filamentdsa
svampar har féormégan att bryta ner bade lignin och restmaterial fran pappersmassatillverkning [42][5].
Rodlut ar en reststrom fran pappersmassatillverking som bildas under delignifieringen av flis och har
visats vara anvindbar som substrat for odling av filamenttsa svampar [43]. Dessutom &r filamentdsa
svampar motstandskraftiga mot de himmande &mnen som finns i manga reststrommar [5].



2.4 Klassisk stamutveckling

Klassisk stamutveckling &r ett begrepp som inkluderar de metoder for stamutveckling som har potential
att introducera mutationer i alla delar av genomet. Dessa metoder ar ospecifika till skillnad fran hybrid-
DNA-tekniker, som exempelvis CRISPR/Cas9, som anvands for att kunna gora specifika férdndringar i
genomet [44]. Organismer som utvecklats med hjélp av hybrid-DNA-tekniker klassificeras som genetiskt
modifierad organism (GMO) och omges av en mer begridnsande lagstiftning &n de organismer som
tas fram med klassisk stamutveckling [44]. Det finns i EU idag endast en GMO som &ar godkénd for
kommersiell odling och ett fatal godkédnda vixtsorter som far anvindas inom livsmedelsproduktion [45].
Utéver detta finns dven ett motstand mot GMO hos konsumenter och frigan om genetiskt modifierade
livsmedel &r kontroversiell [46]. Klassiska stamutvecklingsmetoder ar idag mer allmént accepterade [47].
Den begrénsande lagstiftningen for GMO och konsumenternas motstand bor déarfor tas i beaktande
vid val av metod for stamutveckling om slutmalet dr en produkt som ska séljas pd den europeiska
marknaden.

En metod som kategoriseras som klassisk stamutveckling &r adaptiv laboratorieutveckling (ALE). Vid
ALE gors odlingar av en organism i en noggrant utvald miljoé fér att med hjélp av det naturliga urvalet
fa fram de organismer som forvarvar fordelaktiga mutationer. Nar stammarna odlas under en lingre tid
med selektionstryck kommer fordelaktiga mutationer konkurrera ut omuterade stammar samt de med
ogynnsamma mutationer. Vanligt &r att utféra ALE i en kontinuerlig odling under den exponentiella
fasen, med det har visats att mikrober kan utvecklas snabbare om de odlas satsvis under en forlangd
stationdr fas [48]. Metoden kan utforas i flera steg diar mutagenes och selektion upprepas med ett
okande selektionstryck fran omgivningen eller med ett konstant selektionstryck [49].

Ytterligare en metod som kategoriseras som klassisk stamutveckling &r UV-mutagenes. Genom att be-
handla organismen med UV-stralning kan en signifikant 6kning av antalet mutationer fas och dédrmed
en storre variation i det genetiska materialet [44]. UV-stralningen leder till att pyrimidindimerer bildas
i DNAt, vilket i sin tur kan leda till flera olika typer av mutationer som punktmutationer och gende-
letioner [50]. Efter mutagenesen gors en screening for att identifiera de mest forbéttrade stammarna.
Metoden bygger ofta pa en upprepad behandling med UV-stralning [51]. Fordelen med metoder som
UV-mutagenes dr att man inte behdver ha nagon djupare kunskap om genomet och vilken typ av
mutation man vill géra. Nackdelen ar att stammarna ofta far flera mutationer. Detta 6kar sannolikhe-
ten fér mutationer som kan forsdmra tillvixten vid exempelvis uppskalade odlingar eller 6verskuggar
fordelaktiga mutationer [52].

Overlevnadsgraden och mutationsfrekvensen efter bestralning med UV-ljus paverkas starkt av intensi-
teten och tidslangden som cellerna utsétts for stralningen [44]. Att bestdmma den optimala doseringen
ar darfor nodvindigt for att kunna fa goda resultat. Om mutationsfrekvensen &r for lag kommer ande-
len celler med mutationer, och sérskilt de med férbattrade fenotyper, vara séllsynta vilket gor det svart
att uppticka dessa dven med storskalig screening [44]. Om mutationsfrekvensen ddremot ar for hog
kan effekterna av de mutationer som leder till féorbattringar férsvinna bland effekten av de som leder
till skadliga mutationer. Detta ger istédllet forsdmrade stammar eller stammar som inte ar livsdugliga
[44].

2.5 High-throughput screening

High-throughput screening (HT'S) &r en process som sedan 90-talet etablerats inom béade lakemedels-
och bioteknikforetag [53]. Den mojliggér en snabb och effektiv screening av olika typer av kemiska
foreningar eller biologiska material for att hitta 6nskade egenskaper. Inom industrin dr denna process
automatiserad med hjélp av robotar samt miniatyriserad vilket innebéar att man jobbar i sma volymer
for att goras sa effektiv som mojligt [53].

En vanlig arbetsgdng for HTS inkluderar férberedande av prover, avldsning och datainsamling [54].
Malet med HTS &r att finna lovande kandidater for experimentets syfte for fortsatt undersékning



och kan genomforas med manga olika detekteringstekniker beroende pa experimentets karaktar [55].
Forberedandet kan till exempel innebéra att de prover som ska screenas placeras pa en mikrotiterplatta.
Dessa plattor finns i storlekar fran 24 brunnar upp till 6144 brunnar [56]. Antalet brunnar per platta
tillater en hog genomstromning av prover. Nar en HTS genomforts avlises resultatet och data samlas
in. Aven hiir finns manga olika avldsningsmetoder tillgingliga [54]. Beroende p& vad som undersoks
tillampas en lamplig metod for analys av data med hjilp av olika typer av instrument och mjukvaror
for att visualisera resultaten av screeningen.

For att undersoka till exempel tillvéixt hos mikroorganismer under olika betingelser kan HTS anvéndas
for att urskilja cellmassans 6kning. Vanligtvis anvinds mikrotiterplattor som analysera med hjilp av
en till exempel en Growth Profiler eller annant instrument som laser av mikrotiterplattor. En Growth
Profiler ar ett instrument som anvénds for high-throughputodling av mikrobiella- och/eller cellkulturer
i mikrotiterplattor pad mikro-skala, dér 6vervakning av bildningen av biomassan och tillvixtkinetiken
sker. Instrumentet utgar fran temperaturen 30°C och genererar tillvixtkurvor for biomassan i de olika
brunnarna och tar bilder pa4 brunnarnas genom den transparenta botten av plattan med ett bestamt
tidsintervall [57]. Bildbehandlingsmjukvaran bygger pa analys av pixlar i brunnarna som gors om till
ODggo-vérden for att generera tillvixtkurvan for Growth Profilern [58].

3 Metod

Projektet bestér till stor del av laborativa studier vars resultat ligger till grund fér diskussioner och
dragna slutsatser. Utover detta har litteraturstudier dven gjorts for att forbéattra forstaelsen for de
laborativa momenten och som grund for rapportens inledande och teoretiska avsnitt.

3.1 Litteraturstudier

Projektet startades med litteraturstudier fér att fa kunskap om &dmnet, aktuella forskningsomraden
samt begrdnsningar. Resultatet av studierna infér laborationerna utgjorde en viktig del i valet av rest-
material som gruppen skulle foresld att lata svampstammarna véxa pa. Chalmers Library har anvénts
for att komma vidare till naturvetenskapliga tidskrifter och databaser, men dven Google Scholar har
anvants. Vidare har &ven handledarna forsett gruppen med artiklar och information att ldsa pa mer
om. Sokord som anvéints under litteraturstudierna har varit exempelvis [Circular Economy; Filamen-
tous Fungi; Single Cell Protein; Classical Strain Engineering; High- Throughput Screening; Adaptive
Laboratory Evolution|, men &ven varje icke-konfidentiell stam har undersokts.

3.2 Laborativa studier

Projektets laborativa del bestar i huvudsak av tva delar. I den forsta delen utvecklas ett flertal svamp-
stammar med hjilp av tvd metoder som kategoriseras som klassisk stamutveckling for att forbattra
deras tillvaxt pa rodlut. I en andra del av projektet undersoktes svampstammars tillvixt pa olika me-
dier, bade fasta och flytande. Metoderna fér undersékandet av de tva delarna beskrivs nedan. Aven
hur medierna tillreddes och svamparna odlades upp och skérdades, samt hur andra forberedelser in-
for experimenten utfordes beskrivs nedan. Metoden &r baserad pa protokoll erhéallna fran projektets
handledare [59] och aterfinns i Bilaga A.

3.3 Forberedelser

Hér presenteras metoden for de forberedande delarna. Dessa innefattar uppodling av svampstammarna
samt tillberedning av de medier som anvindes under studien.



3.3.1 Stammar

De 12 olika svampstammar som anvénts under kandidatarbetet bestar av atta Cirkulein™-stammar
fran Cirkular AB. Dessa ar konfidentiella och benamns hadanefter som C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7
och C8. Utover dessa anvinds de fyra icke-konfidentiella svamparna T. reesei, A. niger, A. nidulans
och M. thermophila (Avsnitt 2.1.4).

3.3.2 Tillredning av medier

Vid tillredning av svampbasalt medium (FBM), 2% Agar, rodlut (bendmnt SSL i Bilaga A) och
potatis-dextrosagar (PDA) foljdes protokoll som &terfinns i Bilaga A.6.

3.3.3 Tillredning av stamlGsningar

Sporer fran samtliga stammar skordades enligt Bilaga A.1 med nagra justeringar. NaCl-16sningen var
1% istallet for 0.8%, samt att centrifugen kordes i 4800 rpm istallet for 4000 rpm. Stammarna C4,
C5, C6, C7, C8 och T. reesei skordades efter tre dagar, C1, C2, C3 och A. niger efter fyra dagar och
slutligen M. thermophila och A. nidulans efter tio dagar. Detta gjordes for att f& sd ménga sporer som
mojligt.

For rdkning av sporer spaddes lésningarna ut i 2 omgangar om x10, dvs. till en spadning pa x100.
De utspéddda sporerna ridknades med en Neubauer Counting Chamber i ett ljusmikroskop. C4 hade fa
sporer och fick darfor rdknas i x10-spadningen istéllet for x100. Déarefter rdknades sporkoncentrationen
ut enligt Ekvation A.E2, och samtliga stammar spiddes till 10° sporer/mL. Férutom stam C3 och C4
som fick en slutkoncentration pé 1.27x10° respektive 0.9x10% p& grund av pipetteringsfel. De rutor som
riknades visas i Figur 3. Kryotuber forbereddes med 1:1 16sning av 40% glycerol och sporlésningarna
och lades i -80°C-frysen. Resterande sporlosningar forvarades i en vanlig frys.
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Figur 3: Illustration av en hemocytometer med de rutor som rdknades markerade. Samma rutor
rdknades pa nedre halvan av hemocytometern. Gjord i BioRender.com.

3.3.4 Tillverkning av PDA-plattor och odling av stammar

Den autoklaverade PDA-l6sningen hélldes i petriskalar sa att botten precis técktes och lits stelna.
Dérefter tinades de 12 stammarna och sporlésningarna vortexades. 50 puL av varje stam pipetterades
i mitten pa varsin platta och dropparna spreds ut med rackla tills de torkat. I storsta mdojliga man
undveks petriskdlarnas vaggar vid spridningen av sporerna. Alla stammar droppades pa ytterligare
varsin platta, och droppen lats torka utan att spridas ut. Detta gjordes for att battre kunna fotografera
stammarna. Efter detta sattes samtliga lock pa petriskalarna och dessa forslots med parafilm. Déarefter
inkuberades plattorna upp-och-ned i ett rum i 30°C i en stdngd lada.

3.4 Stamutveckling

Denna del av projektet syftade till att utveckla nagra av projektets svampstammar for att de skulle
vixa battre pa det utvalda mediet rodlut. For att utveckla stammarna anvindes tva metoder som bada



kategoriseras som klassisk stamutveckling: adaptiv laboratioreutveckling (ALE) och UV-mutagenes.

3.4.1 Adaptiv laboratorieutveckling

ALE utférdes med stammarna C2 och C3, som valdes ut av handledarna. Utvecklingen av stammarna
utfordes i tre rundor déar sporer fran stammarna lats germinera och hyferna vixa pa medium med en
okande koncentration rodlut for varje runda (Figur 4).
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Figur 4: Schematisk bild av ALE, dar varje 24-halsplatta representerar en ny runda och varje ny runda
har en hogre koncentration av rédlut. Gjord i BioRender.com.

Sporer fran stammarna inokulerades i den forsta rundan av ALE i tre brunnar vardera i en 24-hélsplatta
dar brunnarna fyllts med medium med en 30% koncentration av rodlut. Mediet tillreddes av rodlut,
agar och milliQ. 1 mL medium tillsattes till varje brunn och dérefter inokulerades brunnarna med 60 000
sporer per brunn. Inokulering och tillredning av mediet utfordes enligt protokoll (Bilaga A.4), dock med
andra volymer och koncentrationer d& en 24-hélsplatta anviints istéllet for en 96-hélsplatta. Andringen
gjordes efter att flera omgangar med 96-hélsplattan blivit kontaminerade efter andra rundan. Aven
platta och lock byttes darfér mellan varje runda och forslots noggrant med parafilm. Da dessa dndringar
gjorts gentemot protokollet skedde ingen kontaminering av odlingen.

Plattan placerades i en Growth Profiler for att lata sporerna germinera och svampen vixa under
4 dagar. Darefter utfordes ytterligare tva rundor ALE dér sporer fran foregaende runda skordades.
Skordningen utférdes genom att 0.5 mL milliQ tillsattes till brunnarna och sporerna skrapades déarefter
upp i vattnet med en T-cellspridare. Dérefter pipetterades 0.1 mL av sporlésningen i varsin ny brunn. I
runda tva inokulerades sporerna i brunnar med medium av 40%-ig koncentration rodlut, och slutligen
i runda tre med en koncentration pa 50%-ig rodlut. Under bade runda tva och tre ldts svamparna vixa
under 3 dagar i Growth Profilern.

Sporerna efter runda tre skordades och lats germinera pa stora PDA-plattor. Detta gjordes for att tyd-
ligare kunna se att odlingen inte kontaminerats med bakterier i Growth Profilern. Dérefter skordades
sporerna fran dessa och 6000 sporer per brunn inokulerades i en 96-halsplatta med 50%-ig koncent-
ration av rodlut for att kunna utvirdera tillvixten i Growth Profilern. P4 samma platta inokulerades
dven sporer fran de omuterade stammarna.

3.4.2 UV-mutagenes

UV-mutagenes utfordes med stammarna C1, C6 och C7, dven dessa stammar valdes ut av handledar-
na. Stammarna bestralades med UV-ljus for att introducera mutationer. De 6verlevande kolonierna
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undersoktes dérefter i en Growth Profiler for att hitta stammar som vixer béttre pa rodlut.

Sporer fran svampstammarna spéddes i sterilt milliQQ och behandlades dérefter med hégintensivt UV-
ljus med en UV-transilluminator. Sporerna bestralades under olika ldnga tidsperioder enligt protokoll
(Bilaga A.3), dock anvéndes andra tidsperioder. De nya intervallen fér bestralning blev 30, 60, 90
och 180 sekunder. Sporerna odlades pa PDA-plattor och 6verlevnadsgraden berdknades efter det.
Overlevnadsgraden for sporerna efter behandlingen beriknades ungefirligt enligt Ekvation A.E3 fran
protokollet, skillnaden var att 200 kolonier odlades istéllet for 100 och att kontrollen inte spéddes ut,
utan 200 kolonier odlades dven for kontrollen. Ekvationen som anvindes sag ut pa foljande vis:

Antal kolonier bildade i UV-bestralad platta
Antal kolonier bildade i kontrollplatta

Overlevnadsgrad (%) = x 100 (1)

Kravet for 6verlevnadsgrad var satt till under 2% for de som valdes att ga vidare med stamkarakteri-
sering. For stammar med en hogre 6verlevnadsgrad &n vad som efterfragades utférdes metoden igen,
med tidsperioder pa 240, 300, 360 och 390 sekunder denna gang.

Kolonier fran de muterade svampstammarna med erhallen 6verlevnadsgrad skars ut med hjalp av
steriliserade tandpetare och placerades pa varsin petriskal med PDA och inkuberades for att sedan
kunna ga vidare med de enskilda kolonierna. Efter en tillvixtperiod skérdades och rdknades sporerna
(Bilaga A.1 och A.2). I en Growth Profiler inokulerades varje utvald koloni i tre brunnar vardera pa en
96-halsplatta och utvirderades pa 40% rodlut for att se om mutationer for battre tillvixt har erhallits.

3.5 Utvirdering och bearbetning av ramaterial

For att utvirdera tillvixten pa de olika ramaterialen anvindes samtliga Cirkulein™-stammar, T. ree-
set, A. niger och A. nidulans. Medierna som stammarna utvirderades pa var rodlut, A, B, havrerester
fran kandidatgruppens egna havremjolkstillverkning samt kaffesump.

3.5.1 Screening av olika stammar pa flytande medier

Rodlut och medium A &r flytande, medan medium B innehéller bade en flytande och en fast fas, varav
endast den flytande delen anviindes hir. Medierna vakuumfiltrerades for att sterilisera 16sningen och
avlidgsna fasta partiklar, som fibrer. Medium A och B filtrerades med varsitt rapid flow filter till en
filtrerad volym pa 50 mL. Dérefter justerades pH till 5.5 med NH,OH (10%).

En 50%-ig 16sning av medium A och B erholls genom att 50 mL av de filtrerade medierna tillsattes i
varsin autoklaverad 100 mL flaska, och darefter tillsattes 1 mL (N Hy)2S0,4, 1 mL KH3POy4, 0.1 mL
CaCly, 0.1 mL MgSO,4 och 47.8 mL milliQ i bada flaskorna till den totala volymen 100 mL. Rédlut
tillreddes vid tidigare moment enligt Bilaga A.6.

Stammarnas tillvixt pad medierna utvirderades i tva 96-halsplattor. Samtliga medier spdddes med
agar och vatten till 40%, pipetterades ner i brunnarna och lits stelna. 6000 sporer fran varje stam
inokulerades i varje brunn for alla tre medier med tre replikat av varje. En kontrollbrunn utan sporer
gjordes dven for varje medium. Plattorna inkuberades i en Growth Profiler i 5 dagar.

De tva stammar med brantast tillvixtkurva fér vardera medium utvéirderades ytterligare genom odling
i smé, 100 mL, och stora, 2 L, sterila bafflade skakflaskor. I 100 mL skakflaskorna anvindes 3 replikat
for de 2 basta stammarna samt en kontroll for flytande medium rédlut, A och B. 2.5 mL inokulerades
till 25 mL medium per flaska. Replikat 3 av A. niger gick sonder under fermenteringen och gjordes
dérfor om nér 2 L flaskorna inokulerades.

Efter 48 timmars fermentering under omskakning i 30°C autoklaverades 100 mL bafllade skakflaskorna
och filtrerades dérefter med miracloth som torkats i 65°C-ugn. Miracloth vigdes innan och efter filtre-
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ringen. Dérefter placerades miracloth med biomassan i aluminiumformar och torkades i en desickator
med kiselgel i 3 dagar.

Till de tre medierna anvindes tva 2 L bafflade skakflaskor per medium, en foér varje stam. 30 mL spor-
16sning inokulerades i 300 mL medium per flaska. Mediet filtrerades med miracloth och pH justerades
till ungefar 5.5 med tillsats av 10% NH4OH, dérefter tillsattes saltlosningar (Bilaga A.6). Till 2 L
skakflaskorna beh6vdes mer sporlosning goras, darfor odlades de 6 stammar som skulle inokuleras pa
nytt och skordning och riakning av sporer utfordes igen (Bilaga A.1 och A.2).

3.5.2 Screening av olika stammar pa fasta medier

Vagarna som anvéandes desinficerades med EtOH, placerades i LAF-bédnken dér de steriliserades med
UV-bestralning. De tre fasta medierna; medium B, havrerester och kaffesump viagdes upp till 1g pa
varje platta. For varje medium anvédndes 1 platta till kontroll och 3 plattor for varje stam. 11 stammar
anvéndes, vilket innebér 34 plattor per medium. FBM tillreddes pa olika sétt for havreresterna och
kaffesump. Glukos tillsattes till i kaffesumpen sa stammarna skulle ha sockerarter att vixa pa, och
darfor kompenserades det med lika méngd sterilt vatten till medium B och havre-mediet (Tabell 2).

33 uL av respektive mediers FBM tillsattes till alla plattor for det mediet. Med T-formad cellspridare
jobbades det fungala basmediet in i det fasta mediet, som sedan packades ihop i mitten av plattan.
Dérefter inokulerades 3x20 puL av respektive sporlésning pa tre punkter pa det fasta mediet fér varje
platta. Plattorna for alla de tre fasta medierna vixte 6 dagar i 30°C.

Tabell 2: Ingredienser for tillredning av FBM for medium B, havrerester och kaffesump

Ingredienser till FBM | Till medium B (pL) | Till havrerester(pL) | Till kaffe (uL)

(NH4)2S0,4 400 350 350
KHy;PO4 400 350 350

CaCly 40 35 35

MgSOy4 40 35 35
Glukos - - 350
Spardmnen 40 35 35

Sterilt vatten 400 350 -

3.6 Analys av data fran Growth Profiler

Datan som erholls fran odlingarna i Growth Profilern analyserades med hjilp av programmet TIBCO
Spotfire®. Datan bearbetades och normerades forst i Excel och exporterades dérefter till analyspro-
grammet. Med hjilp av TIBCO Spotfire® kunde tillvixtkurvor tas fram for de odlade stammarna.

Med hjilp av datan fran Growth Profilern kunde &ven en uppskattning av tillvixthastigheten i den
exponentiella fasen tas fram. For att ta fram virdena anvdndes en datamanipulerings- och visualise-
ringskod frén programmeringsspraket R, vilken skapade regressionslinjer dver ett antal tidpunkter i
datan och sedan extraherade de fem hogsta tillvixthastigheterna (Bilaga C). Ett medelvérde for de fem
hogsta tillvixthastigheterna kunde sedan berdknas. Dessa viarden anviandes for att jamféra stammarnas
tillvixthastigheter.
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4 Resultat

I detta projekt har svampstammar dels utvecklats med hjalp av tva olika klassiska stamutvecklings-
metoder, ALE och UV-mutagenes, dels utvirderats pa flera olika fasta och flytande medier. Har pre-
senteras resultaten fran projektets laborativa delar.

4.1 Uteslutning av M. thermophila

Vid skordning och rékning av sporer fér M. thermophila berdknades koncentrationen for stamlosning-
en till 3.00x10* sporer/mL. Det beslutades att inte g& vidare med stammen i nigot av experimenten
eftersom sporkoncentrationen var for 14g. En sporkoncentration pa 10° sporer/ml behdvdes i de efter-
foljande experimenten (Bilaga A).

4.2 Morfologi pa PDA-plattor

Samtliga Cirkulein™-stammar odlade p&4 PDA-plattor bildade kolonier med gréngul firg. De fyra icke-
konfidentiella stammarna varierade mer i farg. A. nidulans och T. reesei var bada grona, M. thermophila
var adggskalsvit och A. niger var grasvart. Kolonibildningsmonstret for samtliga var cirkelformat (Figur

7 )

Figur 5: Stammar i delfigur A) fran 6vre vinster: C1, C2, C3, C4. B) fran 6vre vanster: C5, C6, C7,
C8. C) fran ovre vanster: A. nidulans, T. reesei, M. Thermophila, A. niger. Samtliga stammar odlades
pa PDA.

4.3 Stamutveckling

Hir presenteras resultaten fran den stamutveckling som gjordes pa fem Cirkulein”-stammar. Ut-
vecklingen gjordes med hjilp av tva olika klassiska stamutvecklingsmetoder, ALE och UV-mutagenes.

4.3.1 Adaptiv laboratorieevolution

Efter tre rundor ALE hade stammarna utvecklade fran C2 erhallit ytterligare en exponentiell fas runt
tiden 25 timmar, samt en mindre brant lutning pa den andra exponentiella fasen &n den ursprungliga
stammen (Figur 6). Stammarna utvecklade fran C3 f6ljde ursprungsstammens tillvixtmonster under
den exponentiella fasen. Tva av de muterade kolonierna, C3 B och C3 D, hade ett hogre slutvirde an
ursprungsstammen: 5.5 och 5.0 jamfort med 4.3. Vardena korrelerar med méngden biomassa. Nagra
miétpunkter saknas kring tiden 65 timmar eftersom Growth Profilern vid den tidpunkten stoppades
for service (Figur 6).
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Figur 6: Tillvixtkurvor for svamparna A) C2 och B) C3 samt tre mutanter for vadera svamp som
erhéllits efter tre rundor ALE. Ursrungsstammar bendmns wt. Svamparna odlades pa fast medium
med 40%-ig rodlut.

Stammarna utvecklade fran C3 hade en hogre tillvixthastighet &n ursprungsstammen (Tabell 3). Stam-
marna utvecklade fran C2 uppvisade samma eller en nagot férsamrad tillvixthastighet.

Tabell 3: Storsta lutningen pa tillvixtkurvorna for stammar utvecklade med ALE samt ursprungs-
stammarna. Ursprungstammarna bendmns wt, bokstdverna representerar de muterade stammarna.

C2 | Maximal lutning || C3 | Maximal lutning
wt 0.06 wt 0.06

B 0.06 B 0.07

C 0.05 C 0.08

D 0.06 D 0.09

4.3.2 UV-mutagenes

Den beriknade 6verlevnadsgraden varierade mellan 1.45% och 3.00% for de tre behandlade stammarna
(Tabell 4). Stammarna behandlades under olika langa tidsperioder for att uppna en tillrdckligt 1ag
overlevnadsgrad. C6 bestralades under ndstan dubbelt sa lang tid som C1, 300 sekunder jamfort med
180 sekunder, och erholl en niastan dubbelt s hog verlevnadsgrad, 3% jamfort med 1.6%.
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Tabell 4: Overlevnadsgrad efter UV-bestralning av stammarna C1, C6 och C7

Stam Bestralningstid | Antal 6verlevande | Antal kolonier | Overlevnadsgrad
(s) kolonier efter UV kontroll (%)
C1 180 2 125 1.60
C6 300 6 200 3.00
C7 390 2 138 1.45

Tillvixtkurvorna fér de UV-behandlade stammarna visade en liknande eller forsdmrad tillvixt for
samtliga muterade kolonier férutom C7.2 (Figur 7). For de muterade Cl-kolonierna forsémrades till-
vaxthastigheten efter ca 35 timmar. De muterade C6-kolonierna hade tillvixtkurvor som foljde den
omuterade under néstan hela métningen. Stam C7 hade en koloni, C7.2, med en hogre tillvixthastighet
an sin ursprungsstam. Denna nadde ett slutvirde drygt dubbelt sa stort som C7. C7.2 uppvisade bade
en ldngre exponentiell fas och en lédngre lag-fas &n bade sin ursprungsstam och den andra muterade
kolonin.
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Figur 7: Tillvixtkurvor métta i en Growth Profiler med de omuterade stammarna markerad med gult.
A) C1, B) C6 och C) C7. De omuterade stammarna ar bendmnda wt. Odlade pd 40%-ig rodlut.
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Samtliga muterade Cl-kolonier hade en férsdmrad tillvixthastighet jamfort med ursprungsstammen
(Tabell 5). De muterade C6-kolonierna hade en lika hog eller en svagt forsamrad tillvixthastighet
gentemot ursprungstammen. De muterade fran C7-kolonierna uppvisade en nagot forbéattrad tillvaxt-
hastighet.

Tabell 5: Storsta lutningen pa tillvixtkurvorna for de UV-bestralade kolonierna och deras ursprungs-
stammar odlade pa fast medium med 40%-ig rodlut.

Maximal lutning Maximal lutning Maximal lutning
C1 C6 C7
(h7) (h™h) (h7)
wt 0.1 wt 0.05 wt 0.05
1.2 0.07 6.2 0.05 7.1 0.06
1.3 0.08 6.3 0.05 7.2 0.07
6.4 0.04

4.4 Utvardering och bearbetning av ramaterial

Hér presenteras resultaten fran odlingen av 11 svampstammar (M. thermophila utelaimnades) pa flera
olika medier. Svampstammarna odlades i skakflaskor i tre olika flytande medier samt i petriskdlar pa
tre olika fasta medier.

4.4.1 Screening av olika stammar pa flytande medier

De stammar odlade pa rodlut med den hogsta uppmétta tillvixthastigheten var A. niger, C1 och C2
(Tabell 6). For medium A hade A. niger, C8 och C7 de hogsta tillvixthastigheterna och for medium
B hade C6, A. nidulans och A. niger de hogsta.
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Tabell 6: Maximal tillvixt for de 11 stammarna pa 40%-ig rodlut, medium A och B

Stam Maximal lutning p4 | Maximal lutning pd | Maximal lutning pa
rédlut (h~1) medium A (h™!) medium B (h™1!)

C1 0.10 0.09 0.14
C2 0.09 0.08 0.14
C3 0.09 0.08 0.13
C4 0.08 0.13 0.23
Ch 0.10 0.08 0.13
C6 0.05 0.10 0.34
C7 0.05 0.12 0.15
C8 0.08 0.14 0.15
A. nidulans 0.06 0.03 0.29
T. reeset 0.02 0.03 0.21
A. niger 0.14 0.2 0.28
Kontroll 0.01 0.02 0.03

Tva stammar valdes ut for vardera medium (Tabell 7) och undersoktes vidare med odling i skakflaskor.
For medium A och B valdes de med hogst uppmétt tillvixthastighet. For rodlut valdes den stam
med nést, respektive tredje hogst tillvixthastighet. Detta gjordes eftersom det inte fanns tillrackligt
mycket sporlosning av A. niger for odling pa bade rédlut och medium A. C4 hade den tredje hogsta
tillvaxthastigheten for medium A men pagrund av for 1&g sporkoncentration pa dess stamlosning valdes
A. niger pa medium A istéllet fér rodlut.

Tabell 7: De utvalda stammarna for vardera medium (rédlut, A och B) for odling i skakflaskor.

Flytande medium | Stam med béast tillvixt | Stam med nist bast tillvaxt
Rodlut C1t C5 2
A A. niger C8
B C6 A. nidulans

I Nst brantast tillvixt for rodlut.
2 Tredje brantast tillvixt for rédlut.

Samtliga stammar odlade i rédlut och medium A i 100 mL skakflaskorna producerade mer biomassa
dn de odlade i medium B (Tabell 8). Medeltorrvikten skiljde sig mest mellan C6 pa 1.9 mg och C5 pa
67.3 mg, dir C6 odlades pa medium B och C5 pa rodlut. Ett replikat av A. niger resulterade i ca 7
mg mer torr biomassa dn de andra denna odlades i en annan omgang da den forsta gick sénder.
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Tabell 8: Uppmaitt torrvikt for producerad biomassa fran fermentering i 100 mL skakflaskor pa roédlut,
medium A och B

Medium Stam Torrvikt biomassa (mg) | Medelvikt (mg)
Rodlut C1 24.34
Rodlut C1 26.40 31.5
Rodlut C1 43.77
Rodlut Ch 62.57
Rodlut C5 67.35 67.3
Rodlut Ch 72.01
A C8 74.87
A C8 36.96 59.3
A C8 65.92
A A. niger 3.38
A A. niger 3.97 6.3
A A. niger 11.04 1
B C6 2.66
B C6 2.03 1.9
B C6 1.01
B A. nidulans 9.23
B A. nidulans 11.74 7.2
B A. nidulans 0.68

I Skakflaskan odlades lika linge som 6vriga, men i en annan omgang da den
gick sonder under forsta odlingen.

Resultatet av torrviktsmétningarna pa 2 L skakflaskorna (Tabell 9) liknar dem for 100 mL skakflas-
korna (Tabell 8). Stammar odlade pa rédlut och medium A hade en storre torrvikt jamfort med de
odlade pa medium B. Cirkulein™-stammarna C2 och C3 var kontroller odlade pa roédlut, och har
utvecklats pa det mediet av Cirkular AB. C2 hade hogst uppmétt torrvikt pa 3.42 g jamfort med C6,
odlad pa medium B, som uppvisade ldgst torrvikt pa 0.03 g.
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Tabell 9: Uppmitt torrvikt for producerad biomassa fran fermentering i 2 L skakflaskor med rodlut,
medium A och B.

Media Stam Torrvikt biomassa (g)
Rodlut c21! 3.42
Roédlut c3!t 1.52
Rodlut C1 1.45
Rodlut C5 2.37
A A. niger 1.65
A C8 1.72
B C6 0.03
B A. nidulans 0.49

L Agerar kontroller vid analys

Kontrollstammarna C2 och C3 bildade pellets pa nagra millimeter i diameter i 2 L skakflaskorna. De
var ljusa med morka prickar i mitten. De 6vriga stammarna som odlades pa rédlut och A bildade
geleliknande klumpar (Figur 8). C6 och A. nidulans som odlades pa medium B véxte for lite for att
deras morfologi skulle kunna identifieras.

Pellet Klumpar

Created n BioRender.com  bio

Figur 8: llustration av skillnader i svampars morfologi vid odling i skakflaskor. Notera att pellets
visas storre i figuren én i verkligheten. Gjord i Biorender.com.

4.4.2 Screening av olika stammar pa fasta medier

Resultatet av screeningen utvirderades genom en visuell analys av tillvixten pa plattorna. Tillvixt
observerades pa samtliga 99 plattor, men i varierande omfattning. Ett representativt urval gjordes vid
presentation av datan. For medium B erhoélls en morfologi lik den pd PDA-plattor (Figur 5) bortsett
fran A. nidulans (Figur 9). A. nidulans hade ljusa prickar pa en réd yta, vilket skiljer sig fran dess
grona utseende pa PDA-plattan (Figur 5).
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Figur 9: Tillvixt pd medium B dir samtliga delfigurer har kontrollplattan 6verst. A) A. nidulans, B)
A. niger och C) C6.

Vid odling av stammar pé havrerester och kaffesump skiljdes tillvixten mer mellan medierna &n mellan
stammarna (Figur 10). P& havrerester var A. nidulans gron med guldiga korn pé tva av replikaten och
beige pa det tredje. A. niger hade stora partier med svart mycel och C6 hade ett brunaktigt mycel
med vita, fluffiga partier. P4 mediet med kaffesump vixte samtliga stammar mindre 4n pa havrerester
och tre smé flackar mycel vixte (Figur 10).

Figur 10: Tillvixt av stammar pa havrerester (till vinster i varje delfigur) och medium med kaffesump
(till hoger i varje delfigur). A) A. nidulans, B) A. niger och C) C6.
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5 Diskussion

I detta projekt har ett flertal svampstammar dels utvecklats med hjilp av tva olika klassiska stamut-
vecklingsmetoder, ALE och UV-mutagenes, dels utvéirderats pa bade fasta och flytande medier. Nedan
diskuteras resultaten fran de laborativa studierna som presenterades i foregaende kapitel.

5.1 Stamutveckling

Resultaten fran den stamutveckling som gjorts pa fem Cirkulein™-stammar diskuteras. Utvecklingen
gjordes med tva olika klassiska stamutvecklingsmetoder, ALE och UV-mutagenes.

5.1.1 Adaptiv laboratorieevolution

Efter tre rundor ALE hade flera av tillvixtkurvorna for de utvecklade stammarna erhallit tva tydli-
ga exponentiella faser (Figur 6). Tillvixtkurvorna skulle kunna vara ett exempel pa diauxisk tillvaxt
(Avsnitt 2.1.3). Rodlut innehéller flera olika sockerarter vilket &dr en férutséttning for diauxisk tillvixt
(Bilaga B). Detta gor dven agar, vilket tillsattes till rodlut vid odlingen. De tva exponentiella faserna
syns tydligast i de stammar som utvecklats med ALE fran C2 men kan &ven anas i de som utveck-
lats fran C3. Detta skulle kunna tyda pa att den stamutveckling som utférdes med ALE gjort att
stammarnas tillvixtkurvor utvecklat en mer diauxisk karaktér.

Den forsta exponentiella fasen ér ldngre for stammarna utvecklade fran C3 jamfort med de utvecklade
fran C2 (Figur 6). Eftersom C3 ar utvecklad fran C2, bland annat med hjilp av just ALE, ar det mojligt
att fler rundor ALE kan forldnga den forsta exponentiella fasen. Utdver detta ar lag-fasen mellan de
tva exponentiella faserna kortare hos stammarna utvecklade fran C3 &n de utvecklade fran C2. Den
langre forsta exponentiella fasen skulle kunna tyda péa att C3-stammarna béttre kan bryta ner bade
enkla och komplexa sockerarter pad samma gang &n C2 stammarna i denna fas. Den kortare lag-fasen
skulle kunna tyda pa att C3-stammarna har ldttare att stilla om metabolismen f6r nedbrytning av
olika sockerarter. C2 kan darfor beskrivas som mer av en specialist och C3 som mer av en generalist
[60]. For valorisering av komplexa substrat har C3 alltsd fler 6nskvirda egenskaper. Att C2 har en
fordréjd metabolism av vissa kolkéllor kan minska produktiviteten i industriella processer och goér den
mindre effektiv.

Tillvixthastigheten for de utvecklade stammarna blev nagot storre for stam C3 jamfoért med ursprungs-
stammen. Den storsta okningen for C3 vars tillvaxthastighet 6kade med 50% jamfort med ursprungs-
stam. Detta ar den storsta forbéattringen jamfort med ursprungsstam fér bade ALE och UV-mutagenes.
Skillnaderna dr mindre for C2, dir den maximala tillvixthastigheten varierar med som mest 0.01 mellan
de utvecklade stammarna och ursprungsstammen (Tabell 3). Detta tyder pa att C2 inte har forbattrat
sin tillvixt pa mediet, men for att avgéra om forbattringarna i C3 &r signifikanta behdvs fler replikat,
statistiska test samt en renodling goras.

Under ALE utvecklas en mutantpopulation, alltsa en population med en blandning av olika muterade
celler. For att identifiera de mutanter som bidrar till férbattringar i tillvixthastighet behéver en renod-
ling goras. Under renodling isoleras mutanter, vilka screenas for att identifiera deras egenskaper [61].
Detta kan behova goras i flera omgangar for att erhalla homogena kulturer. For att verifiera resultatet
frin ALE bor alltsa en renodling goras.

Da béda ursprungsstammarna ar utvecklade av Cirkuldr AB for att vixa pa rodlut ar det mojligt att
de anvdnda koncentrationerna av rodlut vid samtliga ALE-rundor var for lag. Detta kan ha lett till att
stammarna nu istéllet utvecklades vid en lédgre koncentration dn de tidigare anpassats till. Dessutom
ar det mojligt att stammarna inte heller hunnit anpassa sig till ndgon av de koncentrationer av rédlut
som anvandes da endast en runda utférdes vid varje koncentration. Att det totala antalet rundor var
sa fa skulle kunna vara en bidragande orsak till att ingen férbéttring erholls for stammarna. ALE har
i tidigare studier visat sig vara en effektiv metod for att utveckla filamentosa svampar [62][63][64]. I
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en studie kunde exempelvis A. nigers produktion av cellulas femdubblas med hjilp av ALE. I studien
utférdes ALE under 24 veckor med bade betydligt fler rundor och i varje runda tilldts stammarna véxa
under fem dagar istéllet for tre som i detta projektet [63].

ALE-odlingarna kontaminerades vid ett flertal tillfallen och fick géras om pa nytt. Initialt anvindes en
96-halsplatta och en ny kolumn anvindes {or varje runda (Bilaga A). Vid flera tillfdllen blev odlingarna
kontaminerade i runda tva. Detta syntes genom morka prickar pa mediet som antogs vara bakterier. For
att minska risken for kontaminering modifierades metoden (Avsnitt 3.4.1). Overféringen inom plattan
mellan runda 1 och 2 antogs vara en trolig kélla till kontamination. Detta atgirdades genom att nya
plattor och lock anvandes for varje runda. Plattorna férslots dessutom noggrant med parafilm. Bakterier
kan dessutom ha introducerats i dragskapet via laboranternas munnar, varpa storre forsiktighet vidtogs
vid arbetet. Efter dessa atgérder erhélls slutligen en lyckad ALE.

5.1.2 UV-mutagenes

Tillvaxthastigheten for stammarna som utvecklades fran C1 med UV-mutagenes minskade med 20%
efter behandling med stralning (Tabell 5). Mutationerna som introduceras med UV-mutagenes &r inte
specifika och kan darfor leda till bade forbéattrade och forsdmrade fenotyper (Avsnitt 2.4). Att det
dnda &ar en kraftfull metod visar sig dock i en av de muterade C7 stammarna, C7.2, som visade sig ha
en forlingd exponentiell fas med 40% hogre tillvixthastighet &n ursprungsstammen (Figur 7, Tabell
5). Det kan dock &ven finnas oférdelaktiga mutationer i C7.2 som visar sig forst vid en uppskalad
odling (Avsnitt 2.4). Det krivs alltsa ytterligare utvardering for att avgéra om C7.2 kan anvindas
industriellt. UV-mutagenes har i flera tidigare studier visat sig vara en framgangsrik metod for att
utveckla industriella svampstammar som till exempel textitAspergillus och Trichoderma [51],[52].

De kolonier erhallna fran stammarna med lagst Gverlevnadsgrad skiljde sig mest fran ursprungsstam-
marna vid en jamforelse mellan tillvixtkurvor och tillvixthastighet (Figur 7, Tabell 5). Detta tyder
pa att overlevnadsgraden &r en avgorande faktor for stamutveckling med UV-mutagenes (Avsnitt 2.4).
En lag 6verlevnadsgrad kréavs for att kunna ta fram stammar som skiljer sig sa mycket som mojligt
fran de ursprungliga. I tidigare studier déar filamentésa svampar utvecklats med UV-mutagenes vari-
erar den anvinda overlevnadsgraden [65], [66]. En 6verlevnadsgrad pd 10% anvéndes i en studie for
en okad produktion av en sekunddr metabolit [66]. Dessa 10% motsvarade 50 000 éverlevande kolo-
nibildande enheter, jamfért med vara tva till sex. Vid en hogre kapacitet for screening ar det alltsa
inte nédvindigt med en lika lag Overlevnadsgrad for att erhalla gynnsamma mutationer. Dessutom
minskar da risken for att bra mutationer éverskuggas eftersom farre mutationer introduceras éverlag.
En annan studie visade att den optimala stralningsdosen, vilket dr korrelerat med Gverlevnadsgraden,
kan variera beroende pa énskat resultat [67]. En 6kad produktion av biomassa krévde, enligt studien,
mindre exponering dn exempelvis forbattrad enzymaktivitet. Alltsd ar det mojligt att en hogre over-
levnadsgrad kan ge en hogre tillvixthastighet, men detta skulle krdva screening av fler stammar och
kan vara intressant for vidare studier.

For att hitta fler stammar med intressanta fenotyper hade ett storre antal sporer kunnat bestralats
och fler stammar screenats. For att vidareutveckla de framtagna fenotyperna ytterligare, i synnerhet
C7.2, hade fler rundor UV-mutagenes behovts goras. I manga studier har UV-mutagenes anvénts i
kombination med andra klassiska stamutvecklingsmetoder sa som kemisk mutagenes vilket visat sig ge
goda resultat [51]. Detta hade darfor ocksa varit en moéjlig vig for att utveckla stammarna ytterligare.

Jamfort med ALE ar UV-mutagenes en metod som, pa detta projektets skala, ar smidigt och ger
snabba resultat. Pa storre skala krdvs dock ett mer omfattande arbete, da plattor behéver bestralas
och inokuleras, och ridkna sporer manuellt eller automatiserat. Den relativt 1aga sannolikheten for en
forbattrad stam ar ocksa en nackdel for UV. En férdel med ALE ar att metoden introducerar mindre
slumpartade mutationer &n UV-mutagenes da mutationerna som forvirvas i storre utstrickning gor
dem béttre anpassade till den valda miljon.
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5.2 Utvardering och bearbetning av rdmaterial

Hér diskuteras resultaten fran odlingen av de 11 svampstammarna pa olika typer av medier. Svamp-
stammarna odlades dels pa tre flytande medier i skakflaskor och dels pa petriskalar med tre olika fasta
medier.

5.2.1 Screening av olika stammar pa flytande medier

Fran screeningen av svampar pa de flytande medierna bestdmdes de olika stammarnas tillvixthastig-
heter (Tabell 6). Utifran resultatet &r det tydligt att tillvixthastigheten generellt var hogre for alla
stammar pa medium B. Medium B innehaller troligen storst mangd monosackarider bland de under-
sokta medierna (Bilaga B). Om B verkligen innehéller den storsta miangden monosackarider kan inte
sdgas med sikerhet d& datan som erhéllits om mediernas innehall inte har samma enheter. Den hogre
andelen monosackarider skulle kunna vara en orsak till den hogre tillvixthastigheten da de ar ldttare
att bryta ner. I screeningen var rodlut och medium A relativt lika varandra i tillvixthastighet och
har darfor troligen en liknande sammanséttning. Utifran denna screening bestdmdes de stammar som
skulle odlas i skakflaskor for att se hur tillvixten skiljer sig fran screeningen.

100 mL skakflaskorna visade generellt en storre tillvixt i rodlut 4n de andra medierna, och en markant
sdmre tillvixt i medium B. C6, som under screeningen verkade véxa bést pa medium B, gav efter
odling i skakflaskor den ldgsta biomassan av samtliga skakflaskor. De stammar som producerade mest
biomassa var Cirkulein?™-stammarna C1 och C5 pa rédlut och C8 pa medium A. D& rodlut dr mediet
som Cirkuldr AB anvdnder sig av var det viantat att de stammarna skulle vara anpassade till det.
Aven medium A, som inte ar lika beprévat, har en relativt hog tillvixt av C8, men lagre tillvixt av A.
niger. Det &r mojligt att denna har en langre lag-fas, och darfor kraver en langre tillvaxttid. Odlingen i
skakflaskorna stoppades efter 48 timmar d& svamp-kulturerna férvéintades vara i exponentiell fas, men
det kan variera mellan medierna och stammarna. I en tidigare gjord studie med rédlut och andra fila-
mentosa svamparter har odling under 48 timmar gett maximal biomassaproduktion, vilket gjordes i en
satsvis bioreaktor [68]. En bioreaktor bidrar till en mer kontrollerbar miljo, vilket kan vara anvindbart
vid uppskalning. Det har &ven visats att syresittning ar avgorande for biomassaproduktionen [43],
vilket inte kan kontrolleras i skakflaskor.

De laga torrvikterna erhallen fran 100 mL skakflaskorna i medium B fér bade C6 och A. nidulans tyder
pa att det troligen inte ar ett bra material att odla svampar pé, i jamforelse med rédlut och medium
A. Detta kan bero pa att den fasta delen av mediet filtrerades bort och undersoktes separat (Figur 9).
Det &r mojligt att den innehéaller tillvixtframjande &mnen som da togs bort fran den flytande fasen.
Darfor skulle tillvixt pa hela medium B testats vilket den metod som anvindes inte tilldt. Filtreringen
som gjordes efter odlingen i skakflaskorna skulle ha extraherat bade biomassan och den fasta fasen
vilket hade paverkat resultatet.

I 2 L skakflaskorna uppméttes en biomassa som motsvarade de halter som uppmattes i 100 mL skak-
flaskorna. Stammarna odlade i rédlut vixte mest, medan de i medium B véixte minst. Bade odlingarna
i 2 L och 100 mL flaskor visade en lag tillvixt av C6 i medium B, vilket motsidger resultatet fran
Growth Profilern (Tabell 6). Detta kan bero pa att mediet blandats med agar for screeningen, vilket
innehaller polysackarider [69]. I skakflaskorna, d4r ingen agar tillsatts, hade C6 inte langre tillrackligt
med néring vilket kan ha lett till den laga tillvixten pa medium B.

Screeningen i Growth Profilern anvinds for att identifiera potentiella kandidater med hog tillvaxt
att arbeta vidare med. Det &ar viktigt att notera att dess resultat maste bekréftas med en uppskalad
odling i skakflaskor. Detta eftersom skakflaskorna bidrar med en miljé mer lik den i industriella odlingar
[70]. Detta syns for de stammar som odlades pd medium B, vilka hade hogst tillvixthastighet under
screeningen men producerade minst biomassa i skakflaskorna. Det ar alltsd mojligt att fa ett sdamre
resultat vid torrviktsmétningen, som fér C6, eller ett béttre, som fér C5 och C8. Stammar kan darfor
ha valts bort pa grund av dess laga tillvixt under screeningen, men pa grund av tidsbegrdnsning kunde
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vi bara ga vidare med ett utvalt antal svampar. For att fa ett béattre resultat bor experimentet uttkas
till fler stammar per medium.

Ytterligare en férdel med odling i skakflaskor dr mojligheten att identifiera morfologin i flytande
medium. Tva av stammarna, C2 och C3, visade sig viixa som pellets medan évriga vixte jamt utspridda
i mediet eller som klumpar (Figur 8. Denna typ av information ar avgorande vid industriell odling
eftersom morfologin paverkar bland annat omrérningen och utbytet av producerade molekyler [71][15].

For att forbattra experimentet bor inte fibrerna filtreras bort fran medierna som anvéinds i skakflas-
korna. Vid uppskalning blir filtrering opraktiskt eftersom det tar for lang tid. Det har till exempel
visats att komponenter i rédlut agerar inhiberande pa fermentering [72] och det ar darfor viktigt att
utveckla stammar for det fullstdndiga mediet. Stammarna kunde producera biomassa pa bade rédlut
och medium A, men for att avgora ifall biomassan géar att anvinda som SCP i foder behéver innehéllet
analyseras. En tidigare studie som gjorts med andra filamentésa svampar och rédlut visade pa att
det framtagna SCPt kan ersitta sojamjol och fiskmjol innehallsméssigt [68]. Detta hade dven behovts
verifieras fér denna studie.

5.2.2 Screening av olika stammar pa fasta medier

P& medium B uppvisade A. nidulans en rod farg och prickar (Figur 9). Detta skiljer sig fran dess
morfologi vid odling pd PDA dér den var gron (Figur 5). Vid nedbrytning bildas biprodukter, och
det d4r mojligt att nagon av dessa gav den roda fargen. Det har tidigare visats att val av medium
kan péaverka de pigment som produceras [73]. Anledningen till att prickar uppkommer &r inte kidnd
och de sags inte pa nagon annan stam eller pa nagot annat medium. Det dr mojligt att prickarna ar
konidier, men vidare analys behdvs for att sdkerstilla detta. Ovriga stammar vixte mer filamentdst,
men replikaten uppvisade ofta olika stadier av tillvixt trots att de inkuberats lika ldnge.

Samtliga svampstammar véixte bra pa havrerester, men precis som for medium B noterades en variation
mellan replikaten. Denna ar tydligast for A. nidulans, dar endast tva av replikaten var grona. Dessa
uppvisade sma korn pa ytan, vilka inte observerades pa det tredje replikatet. Det &r inte kant vad det
ar eller vad det beror pa, men dven dessa skulle kunna vara konidier.

D& svamparna odlades pa mediet med kaffesump ségs en lag tillvixt jamfort med odling pa havre-
rester. Kaffesump innehaller inte tillrackligt med sockerarter for svamptillvixt, darfor tillsattes dven
glukos utéver FBM. Samtliga stammar hade relativt dalig tillvixt, vilket tyder pa att kaffesump har
en hidmmande effekt pa stammarnas tillvixt. I en studie som gjorts med rétsvampar undersoktes de
inhiberande effekterna hos kaffesump [74]. Det kunde da visas att kaffesump innehéller inhiberande
kemikalier som paverkar tillvixten, som koffein, cinnamater och alkaloider [74]. Utifran vara observa-
tioner kan &ven den slutsatsen dras.

Kaffesumpen och havreresterna var de tva medier som valdes ut for att utvdrdera potentiella nya
reststrommar. Kaffesump &r inte ett bra alternativ som reststrom pa grund av dess sammansittning
och de inhiberande kemikalierna. Betydligt mer lovande ar havreresterna utifran den béttre tillvixten
pa dessa odlingarna. Flera andra faktorer talar for havrerester fran havremjoélksproduktion som en
intressant reststrom att undersoka vidare. Havremjolksproduktion finns idag i Sverige pa flera platser.
Detta innebar relativt korta transportstréackor av havreresterna till fabriken. Langa transportstréckor
kan paverka klimatet negativt och har uppskattats sta for 32% av COq-utsldppen [75]. Produktionen
av biomassa bor alltsa ligga néra de industrier som restbiomassan kommer fran. En del foretag som
producerar restbiomassa anvénder den till produktion av biobrénsle [4][76] och om den istéllet anvéinds
till annat bor produktionen av biobrénsle ses 6ver. En brist pa biobrénsle skulle kunna innebéra en
storre anvindning av fossila branslen och det ar darfor viktigt att alternativ dr implementerade som
stodjer upp behovet niar méngden tillgdngligt biobransle minskar.
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5.3 Begransningar och mdgjliga felkillor

D4 koncentrationen av M. thermophilas stamlosning berdknades visade den sig vara sé lag att den inte
kunde anvéandas i de efterféljande experimenten. En mojlig orsak skulle kunna vara att M. thermophila
ar en termofil art som véxer optimalt vid 41-43°C [6]. De forberedande odlingarna inkuberades i ett rum
med en temperatur pa 30°C, vilket alltsa ar betydligt lagre &n M. thermophilas optimala temperatur
[6]. Stammen skulle kunna vara intressant att studera vidare eftersom dess termofila egenskaper skulle
kunna vara till fordel vid en industriell odling. Vid odling i bioreaktorer produceras virme som i
manga fall behover ledas bort, vilket inte skulle behévas i samma utstriackning med en termofil stam.
Ytterligare en fordel med en hogre temperatur dr att det hindrar patogena organismer, som véxer
optimalt kring kroppstemperatur, fran att vixa. [77].

Likt hur alla odlingar gjordes vid samma temperatur valdes &ven ett pH-virde pa 5.5 for samtliga me-
dier. Alla undersokta stammar véxte i pH 5.5 (Avsnitt 2.1.4) och manga svamparter har visats éverleva
mellan stora pH-intervall [78]. Att undersoka pH vidare kan dock vara av intresse infér uppskalning
d& ett lagre pH tenderar att missgynna bakterier men paverkar filamentosa svampar mindre [78]. Bade
temperatur och pH for de utvecklade stammarna bor ockséd understkas ytterligare vid en uppskalning
for att kunna optimera processen da pH for exempelvis rodlut uppmaéttes till runt 3.7 och krdvde en
del justering for att na 5.5.

En mojlig felkélla som bor noteras dr de berdkningar av sporkoncentrationer som utférdes infor flera
laborativa moment. Berdkningarna gjordes endast en gadng per 16sning och utférdes av olika laboranter.
Storleken pé felet vid rdkning med en Neubauer hemocytometer har uppskattats till 20-30% [79], vilket
inkluderar pipetteringsfel, raknefel med mera. En normalisering av data gjordes fér minska paverkan pa
resultatet fran variationer i sporkoncentrationen, men kunde endast goras med den data som erhélls
frin Growth Profilern. Resultaten for 6vriga experiment, som odlingen i skakflaskor, kan darfér ha
paverkats av denna felkéllan.

Ytterligare en felkélla som kan ha paverkat resultatet dr hur Growth Profilern méter tillvixten. Den
analyserar botten av varje brunn i plattan vilket innebér att mycel som vixer pa kanterna eller i flera
lager blir svarare att mita [58]. Detta ger upphov till métfel av tillvixthastigheterna. Aven mingden
producerad biomassa hos svamparna, som motsvarar hojden pa kurvorna i graferna, kan bli missvisande
da det inte gar att sdga exakt hur mycket svamp som véixt i brunnen. Dock dr médngden biomassa inte
nagot som tas héansyn till i utviarderingen da den viktigaste faktorn &r tillvixthastigheten. Detta beror
pa att uppskalning i storre odlingstankar sker med kontinuerlig odling i industrin.
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6 Slutsats

Fran ALE kan det konstateras att metoden kan anvéndas for forbéttring av tillvixt pa medier, men
att en ldngre exponeringstid och fler rundor antagligen krévs for ett tydligare resultat. UV-mutagenes
visade sig vara en ofrutsdgbar men effektiv metod nér fa replikat och rundor anvidndes och resul-
terade i en markant férbattrad koloni. Skalan pa detta projekt var relativt liten, och pa grund av
de manga kontamineringar som skedde under ALE, samt de smé skillnaderna i tillvixthastighet var
UV-mutagenes en mer effektiv metod én ALE. Utover detta var en 1ag 6verlevnadsgrad avgérande for
att fa en mutation med betydande férdndrad tillvéxt.

Resultaten fran odling i skakflaskor skiljde sig fran den initiala screeningen av stammarna. Fermen-
tationen i skakflaskorna ar mer lik miljén i industrin och trots att HTS ar effektiv for en gallring
innehéller den bland annat agar som eventuellt paverkar tillvixten. Utéver tillvixthastigheten visade
sig olika morfologier i skakflaskorna som mycel och pellets, vilka kan vara avgérande i industriella
processer. Tillvixten pa de fasta medierna tolkades visuellt. Samtliga stammar vixte pa bade medium
B och havrerester, men kaffesump verkade ha en inhiberande effekt. Nagra svampstammar vixte pa
kaffesump, men méarkbart mindre trots addition av glukos. Att odla pa havrerester kan vara intressant
att undersoka vidare som potentiell reststrom.

Idag pagar ett stort arbete med omstédllningen till ett mer hallbart samhélle. En viktig del i detta
ar livsmedelsindustrin, som star for stora utslapp. Genom att anvinda reststrommar fran industrier
kan ett mer cirkulirt samhille skapas och klimatpaverkan minskas. Aven en minskad tillgang till jord-
bruksmark blir ett allt storre problem nér jordens befolkning 6kar. En 6kad odling i biorektorer skulle
kunna bli en del av 16sningen. Syftet att utveckla svampstammar fér anvindning i livsmedelsindustrin
samt utvirdering reststrommar uppnaddes. Det éppnar ocksa upp for ytterligare forskning kring att
utveckla vidare de intressanta mutanter som erhallits och fortsétta forbattra de filamentdsa svampar
som kan vixa pa andra reststrommar fran industrin samt identifiera bra restmaterial som kan valori-
seras i den fortsatta stravan efter en cirkuldr ekonomi, dir en del ar valorisering av restbiomassa till
protein med filamentosa svampar.
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Bilaga A

A.1 Harvesting Spores from Agar plates

Open the plate with spores inside the LAF bench under sterile conditions

Pipette 10 mL sterile milliQ water carefully to the plate
Scrape the spores carefully using a T-cell spreader

Draw the spore solution carefully using the 10 mL serological pipette and filter them using 2
layers of sterile Mira Cloth into a 50 mL tube.

Wash the spores with 0.8% NaCl solution, followed by sterile water by spinning down the spores
in a centrifuge at 4000 RPM, 5 minutes.

Make a glycerol stock of the spore by adding 40% glycerol in 1:1 ratio.

A.2 Counting Spores using a Neubauer chamber

Spore concentration (spores/ml) =

Transfer 50 uL spore solution to a 1 mL tube and dilute them 10x/100x with sterile milliQ water.

Pipette 5 uL to each chamber of the Neubauer chamber, slide the coverslip carefully (avoid air
bubble formation).

Place the Neubauer chamber under the light microscope under 10X objective to facilitate loca-
lization of the grid (as below image)

Start counting the spores in the large squares (3 squares diagonally works well, highlighted in
red). Note: If there are spores on the line, then count the spores on the top and left lines of the
square. (Not on the bottom and right lines of the square)

Find the spore concentration using the formula:

Number of spores counted x dilution factor x 10,000

AE2
Number of large squares counted ( )

A.3 UV Mutagenesis

To a small petri dish transfer 5.9 mL of sterile water and then pipette 100 uL of spore solution
(spore concentration 10° spores/mL).

Seal the petri plate with parafilm

Irradiate the spores to high intensity UV transilluminator for 30, 60, 120, 150, 180 and 210
seconds.

Dilute the UV exposed spore solution with sterile milliQQ water and then plate 100 spores on
PDA plates.

Also prepare a Control plate with WT strain by plating 10 spores on PDA plate. (The spore
solution is diluted 10 times compared to the UV treated spores, this is because you can count
the number of colonies formed easily)

Incubate the plates at 30°C in the dark for a week.

Calculate the survival rate:

. Number of colonies formed in UV exposed plate
S 1 rat = 100 A.E3
urvival rate (%) Number of colonies formed in Wild Type plate x 10 % ( )




o The colonies from the plate with lowest survival rate (less than 1%) is then characterized

A.4 Adaptive Laboratory Evolution in Solid Media

Media preparation: Take a sterile (autoclaved) 100 mL bottle, inside the LAF bench replace the
bottle cap with Rapid-flow filter unit. Transfer 50 mL SSL to the filter unit and then move it to the
fume hood to vacuum filter the media.

Prepare 2% agar and autoclave. Heat the filtered SSL + salts in the microwave and then mix the agar.
Say to prepare SSL20 agar, make SSL40 media and heat it in microwave, then mix equal parts of agar
and SSL40 to make the final media concentration of SSL20.

Take 96 well growth profiler plate, pipette 100 uL of freshly prepared media carefully, try to avoid the
formation of air bubbles.

Sporulation:

Transfer 6000 spores to the first column (A1l — C1; E1 — G1) of the 96 well plate. Place the plates in
the growth profiler and incubate the plate for 5-6 days.

ALE: Round 1 — Round 3

Pipette 50 uL sterile milliQ water to harvest the spores from the previous round and then inoculate 10
uL in well with fresh media. And incubate the plate in Growth profiler for 5-6 days (for every round
of ALE)

Round 1: SSL30

Round 2: SSL40

Round 3: SSL50

Purification:
e Harvest spores from round 3 (SSL50) wells and then count the spore concentration.

¢ Dilute the spore solution and plate 10 spores on a PDA plate, after incubating the plate for
2-3 days

o When you see small colonies, pick individual colonies using a sterile inoculation loop/tooth pick
and plate them in a separate plate and incubate the plate for 4-5 days.

e Harvest the spores from each plate and then evaluate them.

Evaluation: For evaluation prepare SSL40 agar and Mannose media (with FBM salts), inoculate 6000
spores to each well (include triplicates), include WT spores as control. Incubate the plates in Growth
profiler for 4-5 days.

A.5 Shake flask culture and harvesting biomass
e Prepare SSL50 media and transfer 50 mL media to a 250 mL baffled flask.
« Inoculate 107 spores and incubate the shake flasks at 30°C, 200 RPM for 58-62 hours.
o After culturing for 58-62 hours, sterilize the flasks by autoclaving.

o For harvesting the biomass, cut Mira cloth into small circles of 4 cm in diameter. Place the
cloths in the desiccator for 4-5 hours/overnight. Then weigh the empty Mira cloth.

ii



e Place a layer of double folded Mira-cloth and on top of that place the weighed one. Clamp the
filter cup to the vacuum filtration apparatus as shown below. Connect the apparatus to the
vacuum line and filter the biomass.

¢ Place the wet biomass in the 65°C oven for upto 1 hour and then keep them in the desiccator
overnight.

e Weigh the biomass using a scale.
IMPORTANT: While performing these experiments always include a Control (WT) and 3 replicates.

Note: If you are sending the biomass for protein analysis then scale up the culture volume to 300 mL
in a 2L baffled flask. 0.5 g of dry biomass will be sent for protein analysis.

A.6 Media Preparation

SSL50 — here 50 means the concentration of SSL i.e., 50% of SSL and the rest includes salts + sterile
milliQ water.

SSL50 medium
o Resuspend thoroughly the SSL in the tank (make sure it is properly thawed)
e Take a 500 ml aliquot from the container under a sterile bench.
o Sterilise the pH meter (water, EtOH, water) and adjust to relevant pH with NH4OH.
o Add salt solutions to these final concentrations:
— (NH4)2504 5 g/L
— MgSO4*7TH50 0.5 g/L
— CaCly 0.1 g/L
— KHy,PO, 5 g/L

e Top up volume to 1 L using a sterile graded column.

Store at 4°C, use in less than a week.

SSL50 Agar medium
o Prepare 2% agar solution and Autoclave at 121°C.

e Transfer 100 mL of SSL to 500 mL Rapid-Flow filter units under LAF bench and then vacuum
filter the SSL.

o To the agar, add adequate amount of salt solutions (salt concentration same as above) and then
mix equal volume of SSL100 and agar solution to make a SSL50 agar medium.

NOTE: For the salt solution prepare a stock solution:
e (NH4)2S04 - (10x) 5 g dissolved in 100 mL milliQ water and the pH adjusted to 5.5
o KHyPOy - (10x) 5g dissolved in 100 mL milliQ water and the pH adjusted to 5.5
e CaCly - (100x) 1 g dissolved in 100 mL milliQ water
o MgSO4*7TH50 - (100x) 5 g dissolved in 100 mL milliQ water
o *pH is adjusted to 5.5 using NH,OH
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Salt Solutions

SSL50 (mL)

(NH4)2S04
KHyPOy
CaCLsy
MgSOy4
SSL

Sterile water

10

10

1

1

50

up to 100

PDA Transfer 19.5 g of PDA to a 500 mL Pyrex bottle and add milliQ) water up to 500 mL followed
by heat sterilizing at 121°C.

FBM
e (NH4)2S0y4 - (10x) 13.6g dissolved in 100 mL milliQ) water and the pH adjusted to 5.5
o KHyPOy - (10x) 4g dissolved in 100 mL milliQ water and the pH adjusted to 5.5
e CaCly - (100x) 8¢ dissolved in 100 mL milliQ water
e MgSO, - 7 Hy0 - (100x) 6 g dissolved in 100 mL milliQQ water
¢ Glucose (10x) - 20g in 100 mL milliQ) water
All the reagents are sterilized by autoclaving at 121°C.

Salt Solutions | FBM (mL)

(NH4)2S04 10
KHyPO4 10
CaCL, 1
MgSOy 1
Glucose 10

Trace elements 1

Sterile water up to 100

Preparing Growth Profiler plate:

Prepare SSL Agar as described above (based on the required SSL concentration, dilute it with sterile
water before adding the agar).

Transfer 200 uL of SSL Agar carefully to each wells (Best practice is to hold the pipette perpendicular
to the plate and not touching the pipette tip to the walls of the well).



B Bilaga B

Sockerinnehall i tre av odlingsmedierna som tillhandahallits av Cirkuldr AB. Analysen av medium B
ar gjord pa en blandning av den fasta och flytande delen.

Socker i rodlut | Koncentration (g/L)
Glucose 2.5

Xylose 2.7

Galactose 0.5

Arabinose 0.0

Mannose 5.3

Sum 4.72

Socker i medium A Andel (%) av
totala mingden socker
Proteiner 39.6
Lignin * 15
Cellulosa 13
Hemicellulosa 2 24
Monosackarider 5
Aska 4

! Lignin: varav Klason lignin 7.5% och syralésligt lig-
nin 11.8%

2 Hemicellulosa: varav arabionos 7.7%, Xylos 13.0%
+ Mannos 2.4% och Galactos 0.9%)

Socker i medium B | Koncentration (g/kg)
Arabinos 0.67

Galaktos 3.8

Glukos 8.5

Xylos 8.6

Mannos 19.6

Sum 41.17




C Bilaga C

Kod for analys av data fran Growth Profilern tillhandahallen av handledare.

library(tidyverse) #for data manipulation and visualization library(ggpubr) #: creates
easily a publication ready-plot

#Loading of data. Make sure there is one time column, followed by data columns with unique
names.

data <- readxl::read_excel("~/R/Screening liq.x1lsx", sheet = 1 ,col_names = TRUE) data_X <-
datal[1]

data_Y <- datal[(2):ncol(data)]

#base e log transforms data

logdata <- cbind(data_X, log(data_Y))

#number of time points to plot trendlines over

t=5

#makes a regression line over t consecutive time points for each time point bar the last few
(given by t-1) and saves

#slope in matrix "modslope", intersect in "modinter" and r-squared in modr.
modslope=matrix(data=0,nrow=(nrow(logdata)-(t-1)) ,ncol=ncol(logdata)-1)
modinter=matrix(data=0,nrow=(nrow(logdata)-(t-1)) ,ncol=ncol(logdata)-1)
modr=matrix(data=0,nrow=(nrow(logdata)-(t-1)),ncol=ncol(logdata)-1)

for (j in 1:(ncol(logdata)-1)) {

for (i in 1:(nrow(logdata)-(t-1))){

modtemp = 1m(logdatali: (i+(t-1)),(j+1)]~logdatali: (i+(t-1)),1]) modslopeli,j]l =
modtemp$coefficients[2]

modinter[i,j] = modtemp$coefficients[1]

modr[i,j] = summary(modtemp)$r.squared

}}

#adding column names

colnames(modslope) <- paste(colnames(logdatal,2:ncol(logdata)]l),"u",sep="_")
colnames(modinter) <- paste(colnames(logdatal,2:ncol(logdata)]),"inter",sep="_")
colnames(modr) <- paste(colnames(logdatal,2:ncol(logdata)]),"r2",sep="_")

#gather growth data in one matrix

mod = cbind(modslope, modinter, modr)

#sort by column names

mod <- mod[, order((colnames(mod)))]

# add time column

time=logdatal[l: (nrow(logdata)-t+1),1] mod = cbind(time, mod)

#extract WU, intercect, r2 and time for the 5 highest growth rates.

savedata <- 0

for (c in 1:(ncol(data)-1)) {

pos <- sort(modl[, (1+3*c)], index.return=TRUE, decreasing=TRUE) pos$ix[2]

savedata <- cbind(savedata,mod[pos$ix[1:5],c(1, (3*c-1):(3*c+1))])

}

save excel doc #write.csv(savedata, file=".csv"

#matplot (mod[,1],mod[,4], type = "b",pch=1,col = 1:3,ylim =range(-.1,.2))
#matplot(logdatal[(a+1l):b], type = "b",pch=1,col = 1:3,ylim =range(-4,-2))
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