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Sammanfattning

Projektets mél har varit att utveckla jdststammar och processteknik som #r limpade for
andra generationens etanolproduktion. I den férsta delen har vi kombinerat metabolic
engineering och genome shuffling med evolutionary engineering och utvecklat en jist
som producerar 6.8 % (v/v) etanol pd 36 timmar och utan storre biproduktbildning.
Denna jést kommersialiseras av Taurus under namnet Xyloferm 13. I den andra delen
utvérderade vi en stamutvecklingsstrategi som kombinerad mutagenes och evolutionary
engineering, vilket ledde fram till en stam som producerar 7% (v/v) etanol pi 48
timmar. Vi har ocksé upptickt en ny pentosjdsande jist med intressanta egenskaper. I
den tredje delen av projektet har vi arbetat mot utveckling av en ittiksyra tolerant
jdststam och kunskapsuppbyggnad av de molekyldra mekanismerna som inbegriper
dttiksyratolerans. Slutligen har vi utvecklat propageringsstrategier som positivt paverkar
fermenteringen och vi har konfirmerat vara resultat i demoskal forssk (4 m®).
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Summary

The aim of the project was to develop yeast strains and process technology for second
generation ethanol production. In our first track we combined metabolic engineering and
genome shuffling with evolutionary engineering to develop a strain that produces 6.8 %
(v/v) ethanol in 36 hours, with high ethanol production rate and almost no by-product
formation. The strain is launched by Taurus as Xyloferm 13. In our second track we have
evaluated a combined mutagenesis and engineering strategy that allowed isolating a strain
producing 7% (v/v) ethanol in 48 hours. Thanks to this set up, also a novel C5-pentose-
fermenting yeast with highly interesting properties was discovered. Within the third track,
we have taken a step towards acetic acid tolerant strains and a big step towards
understanding acetic acid tolerance. We developed yeast propagation strategies which
positively impact the fermentation performance and our results were confirmed in a 4 m*
scale trial in Ornskoldsvik.

Inledning

Arbete mot en hallbar framtid dr del de stora samhillsutmaningarna. Genom att arbeta
mot en etablering av en biobaserad samhillsekonomi kan vi bidra att méta dessa
utmaningarna samtidigt som vi kan exploatera den svenska skogsravaran. Utvecklingen
av andra generationens processer dér lignocellulosa utnyttjas dr en nodvindighet for att
mota framtidens behov av brinslen, kemikalier och material. En lyckad etablering av
andra generationens bioetanol har mdjlighet att bana vdg for produktion av en stor
variation av biobaserade produkter. Stora framsteg har gjorts mot en effektiv andra
generationens etanolframstéllning, men trots detta aterstdr manga utmaningar vad det
géller tekniska l6sningar och den ekonomiska konkurrenskraften av teknologin.
Drivkraften i det hdr projektet har varit att utveckla jaststammar och processteknik for
industriell etanolproduktion. Forbittrade egenskaper for industriella jaststammar dr 6kad
xylosomvandlingskapacitet och storre syratolerans, for att erhalla en snabbare och mer
fullstandig sockerkonsumtion och dirigenom erhalla en $kad etanolproduktion.

Mailet i det hédr projektet var att utveckla stammar och processteknik, s att minst 90%
xylos forjidses och minst 6% v/v etanol produceras inom 48h i radvarustrémmar med total
syrahalt pa minst 5 g/L.

Huvudresultat

Detta projekt har genererat tvd S. cerevisiage stammar, med hdg prestanda i andra
generationens  rdvarustrommar; (i)  XyloFerm®T13,  har  bekriftad  hog
etanolproduktionskapacitet i ramaterial sdsom vetehalm och vid jdsning av
vetehalmshydrolysat erholls 6.8% (v/v) etanol efter 36 timmar fermentering och fullsténdig
konsumtion av glukos och xylos och (ii) C37 har vid fermentering av vetehalmshydrolysat
uppnétt 7% (v/v) etanol efter 40 timmars jdsning och d& konsumerat mer @n 90% av den
initiala méngden glukos och xylos.
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Trenden inom andra generationens bioetanolproduktion gér mot hégre och hogre
substratkoncentrationer och ddrmed krav pé h6gre syratolerans. Vi har jobbat med ett unikt
sdtt att uppné dttiksyratolerans genom att genetiskt fordndra cellens membran for att
minska genomsléppligheten for &ttiksyra och har konkluderat féljande att Skad andel
sphingolipider i membranet minskar permeabiliteten, vilket vi ocksd har visat genom in
silico membransimuleringar och genom karaktérisering av den &ttiksyra toleranta jésten
Zygosaccharomyces bailii.

Som ett alternativ till S. cerevisiae sa har en jaststam med naturlig férmaga att konsumera
xylos identifierats. Stammens art &r bestimd men kommer av sekretess skil att beskrivas
som C5-jédst. C5-jdsten presterar lovande i xylosrika material utan behov av genmodifiering
som &r en nddvéndighet for att S. cerevisiae ska kunna fermentera xylos.

Vi har 1 en detaljerad studie beskrivit vikten av ritt propagering for optimal
fermentering. 1 projektets slutskede genomftrdes en studie i demonstrationsskala hos
SEKAB, dir vi kunde validera effektiv propagering och jdsning.

Maluppfyllelse

Projektets méal har med marginal uppfyllts genom konstruktionen av
Saccharomyces cerevisige XyloFerm®T13 som genom fullstdnding konsumtion av bade
xylos och glukos genererar 6.8% v/v etanol pa 36h fran vetehalmshydrolysat som
innehaller 5.5 g/L dttiksyra. Aven Saccharomyces cerevisiae C37 uppfyller malet genom
att forjdsa 90% av sockret under 48h och producera 7% v/v etanol. Delmalet att utveckla
minst en jdststam med 50 % 0Okad xylosjdsningshastighet har uppfyllts genom
XyloFerm®T13 som har en specifik xyloskonsumtionshastighet pa 0.42 g/h*g CDW vilket
ar 381% av ursprungsstammens xylosekonsumptionshastighet.

Delmalet att demonstrera nya strategier att designa jdststammar med Okad
kapacitet att forjdsa syrarika strommar, har inte uppfyllts till fullo. Vi har fokuserat pa att
foréindra cellens yttre membran for att uppné syratélighet och har genererat grundldggande
kunskap nédvindig for att bygga stamforbattringsstrategier, arbete pagér att ta fram en
syratalig stam. Dock har vi uppnétt vart mél att konstruera en industricll stam med
kombinerad kapacitet att jdsa xylos effektiv i en syrarik révarustrém, genom utvecklingen
av XyloFerm®T 13 och C37 som erhdll syratalighet genom riktad evolution.

Effekter i samhallet

XyloFerm®T13 har utvérderats hos en rad kunder till Taurus Energi AB och har
stor potential att vara med och bidra till etableringen av framgéangsrika processer baserade
pa lignocellulosa som rdvarumaterial. Aven den identifierade C5-jdsten har stor potential
att fungera som ett alternativ till S. cerevisiae vid anliggningar dir genmodifierade
organismer ej dr 6nskvirda.

Kunskap gillande syra tolerans och propagering genererat i projektet kommer att
komma till stor nytta for forskningsféltet. Arbetet har generell betydelse for nyttjande av
biotekniska omvandlingsprocesser inom biobaserat samhéllsekonomi.
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Genomforande

Projektet har genomforts i samarbete mellan Taurus Energy AB och i samverkan med
delprojekt utforda av SEKAB E-Technology och LTH. Férbehandlade material, frin
olika révaror, har producerats i PDU-anlédggningen vid LTH och i demoanlinning i
Ornskoldsvik. Regelbundna projektméten har hillits mellan de samverkande partners,
vilket har bidragit till god utveckling av projekten.

En rad olika jdststammar har tagits fram och karakteriserats. Vi har dels arbetat med
industriella jéststammar med komplex genetisk bakgrund och mera vilkarakteriserade
laboratoriestammar. Med hjélp av olika kombinationer av riktade genetiska dndringar, s.k
genom shuffling, evolutionary engineering har vi uppnétt de resultat som redogérs for
ovan, | arbetet med stamutvecklingen har vi ocksa arbetet i ndra samarbete med Taurus
Energy AB och ddrigenom haft malbilder som har kommersiell betydelse.

Vidare har detaljerade fysiologiska studier genomférts for att generera kunskap som
ligger till grund for vidare stamutveckling. Vi har anvéint detaljerade fermenteringsférssk
kopplade till systembiologiska analysmetoder. De fysiologiska studierna har bland annat
haft till avsikt att skapa insikter i sambandet mellan ett cellmembrans sammansittning
och deras genomsldpplighet av syror, i synnerhet &ttikssyra. Vi har ocksd anvint
fysiologiska studier till att studera den isolerade C5-jdsten och vidrdera dens potential att
vixa pd olika kolkillor och under olika férhallanden som ér relevanta fér andra
generationens bioethanolproduktion. Under projektets gdng har vi utvecklat vér forstaelse
for hur jasten regerar d& den utsitts for den tuffa miljé som lignocellulosa-hydrolysat
innebir, Det fysiologiska studier har ocksa lett fram till propageringsstrategier som tar till
vara hela potentialen hos de framtagna stammarna.

De framtagna jdststammarna har karaktériserats i labskala med olika rdvarustrémmar och
med jédsningstekniker sdsom separat jdsning av hydrolysat och i kombinerad SSF.
Jdststammarna har sedan karaktdriserats ytterligare fran ett processperspektiv i
delprojektet som drivs av LTH. Slutligen, har vi utvirderat uppskaleringspotentialen av
vér teknologi genom att genomfora propagerings och jisningsforssk i 4 m® skala med
Salix som ravara i samarbete med SEKAB.
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