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@Energimyndighefen Férord

I detta projekt har vi arbetat med att utveckla isoprenproduktion i
cyanobakterier. Tvé doktorander (en av dem nu disputerad) och en
postdoktor har utfort det mesta av det laborativa arbetet, till viss del 1
nationella och internationella samarbeten. Projektets mal har uppnatts.
Arbetet har resulterat 1 atta publikationer (varav en doktorsavhandling och
ett &nnu inte publicerat manuskript), och har lagt grunden for fortsatt
arbete 1 ett nu pagaende Horizon Europe-projekt med sikte pa hogre TRL-
nivéer. Sammanfattningsvis ett mycket framgangsrikt projekt!
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Sammanfattning

Malet for projektet var att etablera sol-driven produktion av férnybara
kolbaserade brénslen fran koldioxid och vatten, katalyserat av
cyanobakterier. Ett sidant system bidrar till ett hallbart energisystem pé
flera sitt. Branslet 4r COz-neutralt och ersétter fossila branslen, vilket
bidrar till att motverka global uppvarmning. Det skulle ocksé bidra till ett
robust och flexibelt energisystem genom att tillhandahalla ett sétt att lagra
solenergi i form av brénsle.

Vi har 1 projektet anvant genteknik for att fordndra metabolismen hos
cyanobakterier, fotosyntetiska mikroorganismer med forméga att anvénda
energin 1 solljus for att omvandla koldioxid till anvéindbara kolbaserade
kemikalier. Mélet for projektet var att tillverka isopren, ett flyktigt kolvéte
med manga anvéndningsomrdden. Vi har under projektet etablerat nya
stammar av cyanobakterier kapabla till hog och stabil isopren-produktion,
vi har visat att isopren kan anvéndas till produktion av flygbrénsle, och vi
har arbetat med att optimera odlingsforhallanden for cyanobakterierna for
maximal produktion.

Summar

The goal of the project was to establish solar-driven production of
renewable carbon-based fuels from carbon dioxide and water, catalyzed by
cyanobacteria. Such a system contributes to a sustainable energy system in
several ways. The fuel is CO2-neutral and replaces fossil fuels, which
helps combat global warming. It would also contribute to a robust and

flexible energy system by providing a way to store solar energy in the
form of fuel.

In the project, we used genetic engineering to alter the metabolism of
cyanobacteria, photosynthetic microorganisms with the ability to use the
energy in sunlight to convert carbon dioxide into useful carbon-based
chemicals. The aim of the project was to produce isoprene, a volatile
hydrocarbon with many industrial applications. During the project, we
established new strains of cyanobacteria capable of high and stable
isoprene production, demonstrated that isoprene can be used as a raw
material for jetfuel production, and worked on optimizing the cultivation
conditions for cyanobacteria for maximum productivity.
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Inledning/bakgrund

Cyanobakterier dr fotosyntetiska mikroorganismer med formagan att vixa
pa vatten, koldioxid och mineraler, med ljus som sin energikilla. Denna
formaga gor dem extremt attraktiva for bioteknologiska tillimpningar,
eftersom de kan fanga in solenergi och lagra den i kemisk form, samtidigt
som de tar upp koldioxid frdn atmosfaren. De ar dérfor perfekta
vardorganismer for fornybar produktion av brénslen, men effektiviteten i
omvandlingen av solenergi och koldioxid till ett briansle ar &nnu inte
tillrackligt hog for kommersiell produktion.

En méngd olika molekyler har producerats i cyanobakterier av
forskargrupper runt om i virlden; allt fran etanol, socker och
sockeralkoholer till komplexa metaboliter fran vixter. Arbetet i min
forskargrupp har ett fokus péd produktion av terpener, en grupp av
kolviteforeningar, och vi har kunnat visa att cyanobakterier kan
modifieras for att producera flera olika terpener. Ett exempel dr isopren,
ett kolvite med fem kolatomer. Isopren anvinds kommersiellt som
ramaterial for tillverkning av syntetiskt gummi, men det skulle ocksa
kunna utgdra ramaterial for produktion av brénslen.

Fran tidigare arbete (finansierat av STEM-bidrag nr 38334-1 och andra
bidrag) hade jag redan tillgéingliga ett antal stammar av Synechocystis
PCC 6803 som kan producera isopren eller andra terpener (1). I det
projekt som rapporteras hdr har vi utvecklat produktionen av isopren med
utgangspunkt i dessa tidigare stammar. Projektets hade tre mal:

1. Identifiera, fran véra egna studier och aktuell litteratur, nya
reaktionsvégar och enzymer som kan modifieras genetiskt for att
oka 1soprenproduktionen i cyanobakterier, och designa och
implementera de identifierade modifieringarna pa ett systematiskt
sétt.

2. Frén resultaten av detta, vilj de bésta stammarna och optimera
odlingsforhallandena for dessa, for att uppné produktionsnivaer pa
en skala av minst g/L kultur vid projektets slut.

3. Odla stammar for kontinuerlig isoprenproduktion under ldngre tid
och under simulerade industriella forhillanden. Samla in data for
att kunna utvirdera potentialen hos isoprenproducerande
cyanobakterier i storre skala.

Genomforande

Under projektet har vi arbetat, enligt planen och mot de ovan beskrivna
maélen for projektet, med att utveckla nya cyanobakteriestammar {for
fotosyntetisk isoprenproduktion direkt fran CO,, och att testa dessa under
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olika odlingsforhallanden. De forsta forsoken i projektet ledde till
etablering av mer stabila stammar av isoprenproducerande cyanobakterier,
vilka sedan anvénts i flera delprojekt.

Ett arbete inom projektet har handlat om att modifiera reaktionsvigen som
leder till produktion av terpener (den grupp av &mnen som isopren tillhor),
och att undersoka hur optimerade odlingsférhdllanden kan 6ka
produktionen, genom anvidndande av en teknik for odling med hog
celldensitet (2). Vidare har vi undersokt effekter av ljus, temperatur och
isopren pa isoprenproduktion och tillvdxt hos cyanobakterier (3). Vi har
ocksa genomfort forsok med nedreglering av konkurrerande
reaktionsvégar i cellen med hjilp av antisense-RNA (4).

I ett samarbetsprojekt (STEM projektnr 52576-1, tidigare projekt
44728-1) har vi anvént isopren frin cyanobakterier for att i en fotokemisk
process framstélla dimerer av isopren, vilka efter hydrogenering kan
anvédndas som bio-jetbrénsle (5).

Utover dessa aktiviteter har vi gjort forsok med isoprenproduktion i de
snabbviéxande cyanobakterierna Synechococcus elongatus UTEX 2973
och Synechococcus sp. PCC 11901. Under de sista tva aren av projektet
har vi fokuserat pa att ytterligare utveckla isoprenproduktionen i
Synechocystis genom att identifiera och implementera nya DNA-
konstruktioner for att modifiera reaktionsvégar i cellerna och darigenom
oka produktionen (6). Vi har ocksé under 2024 genomfort en serie
bioreaktorexperiment for att testa produktionen i storre skala, med
forhédllanden som liknar de man kan forvénta sig vid uppskalning for
industriell produktion (6).

Resultat

Arbetet med att modifiera reaktionsvéigen som leder till produktion av
terpener och att undersdka hur optimerade odlingsforhallanden kan 6ka
produktionen har redovisats i Metabolic Engineering Communications,
2021 (2). De viktigaste resultaten var att visa hur forstirkt uttryck av den
nativa reaktionsviag som leder till terpenproduktion kunde dka
produktionen, och hur optimerade odlingsforhéllanden ledde till starkt
okad volumetrisk produktivitet.

I var studie av effekter av ljus, temperatur och isopren kunde vi bland
annat visa att isoprenproduktion ger bakteriecellerna forméga att overleva
och vixa vid hogre temperaturer, vilket dr en intressant egenskap for
uppskalad produktion in bioreaktorer. Isoprenproduktionen 6kar ocksa vid
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hogre temperaturer. Detta arbete ér publicerat i Bioresource Technology,
2023 (3).

Fran forsok med nedreglering av konkurrerande reaktionsvégar i cellen
med hjélp av antisense-RNA kunde vi visa att denna teknik ar ett
anvéindbart verktyg for att kartldgga effekter av forandringar i
metabolismen, och vi identifierade flera gener vilkas nedreglering hade
positiv effekt pé isoprenproduktion. Detta arbete ar publicerat i Microbial
Cell Factories, 2023 (4).

I bio-jetbrinsle-projektet kunde vi visa att isopren kan anvindas i en
fotokemisk reaktion for framstéillning av ett bio-jetbrinsle. Vi anvinde 1
detta delprojekt vara nya stabila stammar frén inledningen av projektet,
visade att isopren kan fingas in fran cyanobakteriekulturerna, och att
isoprenproduktionen forbattras om man kontinuerligt skdrdar produkten
fran kulturerna. I studien gjordes ocksa en preliminér livscykelanalys som
visar pa potentialen for hallbar flygbriansleproduktion med vart system.
Dessa resultat har publicerats i en artikel 1 Green Chemistry, 2022 (5).

Forsok med isoprenproduktion i de snabbvéxande cyanobakterierna
Synechococcus elongatus UTEX 2973 och Synechococcus sp. PCC 11901
var inte framgéngsrika, da vi inte kunde fa fram genetiskt stabila
isoprenproducerande stammar av dessa. Under de sista tva ren av
projektet har vi darfor fokuserat pé att ytterligare utveckla
isoprenproduktionen i Synechocystis. Genom att identifiera och
implementera nya DNA-konstruktioner for att modifiera reaktionsvégar i
cellerna har vi kunnat 6ka produktionen (6). Vi har ockséd under 2024
genomfort en serie bioreaktorexperiment for att testa produktionen i storre
skala, med forhallanden som liknar de man kan forvénta sig vid
uppskalning for industriell produktion (6). Resultat fran dessa forsok
uppnar mélen 1 ansokan for projektet, och forbereds nu for publicering
(Janssen et al, manuskript, 2025).

En doktorand i projektet disputerade i november 2022 (7). I september
2022 borjade en postdoktorstipendiat (Dr. Paul Bolay) att arbeta i
projektet, och en ny doktorand (Kim Janssen) startade i juni 2023. Under
projektets gdng har fyra studenter genomfort masterarbeten inom
projektet, och tre kortare studentprojekt har ocksa genomforts.

Resultat fran projektet har presenterats i vetenskapliga publikationer, se
ovan och publikationslista nedan, och pa internationella konferenser i form
av posters och foredrag varje ar under projekttiden. Utdver de
vetenskapliga originalartiklar som ndmns ovan har vi publicerat ett
bokkapitel och en review-artikel inom projektet (8, 9).
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Med utgdngspunkt i arbetet i projektet har vi ocksé, tillsammans med
andra partners, kunnat erhalla ett Horizon Europe projekt, ALFAFUELS
(GA nr 101122224, https://alfafuels.eu/, start 2024-01-01), dér var metod
for att framstilla jetbrénsle fran koldioxid via cyanobakterie-isopren utgor
grunden for projektet. ALFAFUELS koordineras av RISE Processum AB
och har en total budget om 4.8 MEUR, med en budget for vért arbete om
isoprenproducerande cyanobakterier om ca 400 kEUR.

Diskussion

Malen for projektet har uppnatts. Den del av projektplanen som handlade
om att testa alternativa cyanobakterier som vardstammar har inte
genomforts, eftersom det visade sig svart att fa fungerande
isoprenproduktion i dessa. Resultaten fran projektet anvands vidare i ett
nytt Horizon EU-projekt, ALFAFUELS, som idr baserat pé arbete i detta
och tidigare STEM-finansierade projekt.

Publikationslista

I kronologisk ordning, forfattare fran projeketet i fet stil:
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Rodrigues, J.S. and Lindberg, P. 2021. Engineering Cyanobacteria as
Host Organisms for Production of Terpenes and Terpenoids. In: Hudson,
E.P. (Ed), Cyanobacteria Biotechnology, Wiley, 267-300.

Rana A, ..., Rodrigues, J.S, ..., Lindberg P, Ottosson H. A combined
photobiological-photochemical route to C10 cycloalkane jet fuels from
carbon dioxide via isoprene. 2022. Green Chemistry 24, 9602-9619.

Rodrigues JS. Engineering Synechocystis sp. PCC 6803 for microbial
terpenoid production. 2022. Digital Comprehensive Summaries of
Uppsala Dissertations from the Faculty of Science and Technology, ISSN
1651-6214 ; 2197. URN: urn:nbn:se:uu:diva-486274 ; ISBN: 978-91-513-
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Rodrigues JS, Bourgade B, Galle KR, Lindberg P. 2023. Mapping
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