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Einleitung 1

1 Einleitung

Eine Vielzahl an Grund- und Feinchemikalien wird aktuell auf chemischem Wege auf der Basis
von fossilen Rohstoffen hergestellt. Einhergehend mit anhaltenden Bedenken wegen
fluktuierender Rohstoffpreise und mdglicher Einschrankungen in der zukinftigen Versorgung
mit diesen Rohstoffen, ist das Interesse gestiegen, viele dieser petrochemischen
Herstellungsverfahren durch nachhaltige Prozesse auf der Basis nachwachsender Rohstoffe zu
ersetzen. Zudem sind im Zuge aktueller Klimadiskussionen CO.-fixierende Prozesse in den
Fokus der Industriellen Biotechnologie geruckt.

Der Einsatz von Synthesegas fur die Produktion von Chemikalien und Treibstoffen auf
mikrobiellem Weg stellt eine Mdglichkeit dar, diese Herausforderung gezielt anzugehen.
Synthesegase entstehen als Abfallprodukt bei der Vergasung von Erddl, Kohle und Biomasse
und stellen einen kostengtinstigen Rohstoff flr biologische Produktionsprozesse dar. Eine
Gruppe an Mikroorganismen, die als Acetogene bezeichnet werden, besitzt die Fahigkeit, die
Inhaltsstoffe von Synthesegas (H,, CO, CO,) zu organischen Sauren und Alkohlen umzusetzen,
was sie zu Kandidaten fir biotechnologische Produktionsprozesse von Chemikalien und
Treibstoffen macht (Henstra et al., 2007). Steigendes kommerzielles Interesse hat zudem in
jungster Zeit zur Sequenzierung der Genome einiger dieser Mikroorganismen geflhrt
(Kopke et al., 2011a).

Das Hauptprodukt des Stoffwechsels dieser Gruppe an acetogenen Bakterien ist Essigsaure,
die mit einer weltweiten Jahresproduktion von 7 Millionen Tonnen zu den wichtigsten
Industriechemikalien gehdrt (Sauer et al., 2008). Als Ausgangsprodukt fur die chemische
Industrie wird Essigsaure aktuell jedoch ausschlieBlich petrochemisch synthetisiert. Das
Aufkommen von Mikroorganismen fir die Umsetzung von Synthesegas zu Essigsaure hat dabei
einige Schwachstellen der traditionellen katalytischen Konversionsprozesse aufgezeigt. So
laufen chemische Synthesen beispielsweise bei hohem Druck und Temperaturen unter hohem
Energieverbrauch ab, wohingegen biologische Prozesse unter milden Reaktionsbedingungen

mit geringerem Energieverbrauch ablaufen kénnen.

Essigsaure wird auf biotechnologischem Wege schon sehr lange durch die Oxidation von
Ethanol mit Essigsaurebakterien gewonnen. Dieses Verfahren eignet sich auf Grund hoher
Substratkosten im Vergleich zur chemischen Synthese jedoch nicht fur die Herstellung von
Essigsaure fur die chemische Industrie. Eine Alternative konnte die Herstellung von Essigsaure
durch Mikroorganismen aus CO, und H, sein. Acetogene Bakterien sind dabei ideale
Kandidaten flr die Entwicklung eines biotechnologischen Produktionsprozesses flr Essigsaure,
da sie durch Fixierung von CO, in Anwesenheit von Wasserstoff Essigsaure effizient und mit
hohen Ausbeuten bilden kdnnen (Bredwell et al., 1999).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

In den 1990er Jahren wurden zahlreiche Studien Uber die fast stdchiometrische Bildung von bis
zu 56 g L™ Acetat aus Hexosen und den gasférmigen Substraten H, und CO, mit acetogenen
Mikroorganismen verdffentlicht (Wang und Wang, 1984; Morinaga und Kawada, 1990). Die
geringe Sauretoleranz dieser Mikroorganismen und die Anforderung an neutralen pH fir das
Wachstum, bei dem die Essigsdure zum groften Anteil als schwer abtrennbares Acetatsalz
vorliegt, haben den Einsatz in industriellen Produktionsprozessen jedoch verhindert (Wiegel,
1993). Trotz einiger Fortschritte in der Entwicklung alternativer Prozesse zur Herstellung von
Acetat mit acetogenen Bakterien, wurden diese Ansatze hauptsachlich aufgrund der fallenden
Olpreise nicht weiter verfolgt (Busche, 1991).

Genauere Einsichten in den Stoffwechsel von acetogenen Bakterien und die Entdeckung
weiterer Spezies, die das gasférmige Kohlenstoffmonoxid effektiv zu Ethanol und Butanol
umsetzen kdnnen (Tanner et al., 1993; Liou et al., 2005), haben im letzten Jahrzehnt zu neu
aufgeflammtem Interesse an diesen Mikroorganismen geflihrt. Das Potenzial einiger Vertreter
dieser Gruppe an Mikroorganismen, Alkohole aus Kohlenstoffmonoxid zu bilden, hat zu
Firmengrindungen in den USA (Ineos Bio, lllinois; Coskata Inc., lllinois) und Neuseeland
(LanzaTech, Auckland) gefuhrt, mit dem Ziel, Ethanol mit acetogenen Bakterien aus
Synthesegas in kommerziellem Malstab zu produzieren (Képke et al., 2011a).

Die Fahigkeit dieser acetogenen Mikroorganismen, naturlicherweise hohe Konzentrationen an
Acetat aus gasférmigen Substraten zu bilden, war in den letzten Jahren jedoch nicht
Gegenstand aktueller Forschungsanstrengungen. So wurde die Acetatherstellung des
acetogenen Bakteriums Acetobacterium woodii unter autotrophen Bedingungen in den 1990er
Jahren das letzte Mal untersucht (Suzuki et al., 1993). Die Herstellung von Acetat aus
gasfomigen Substraten koénnte eine Alternative zur petrochemischen Synthese dieser
organischen Saure darstellen. Dabei ist es noch weitgehend unklar, wie die
Betriebsbedingungen flir einen autotrophen Acetatproduktionsprozesses eingestellt werden
mussen, um hohe Produkt-bildungsraten mit dem eingesetzten Mikroorganismus A. woodii zu
erreichen.

Im Zuge dieser Arbeiten sollen daher limitierende Schritte bei der Umsetzung der gasférmigen
Substrate H, und CO, durch A. woodii im Satzverfahren im RuUhrkesselreaktor unter definierten
Reaktionsbedingungen identifiziert werden. Auflerdem soll ermittelt werden, wie das
Reaktionsmedium fir einen autotrophen Acetatproduktionsprozess zusammengesetzt sein
muss, um maximales Wachstum und Produktbildung des eingesetzten Bakterienstamms zu
ermdglichen. Des Weiteren soll A. woodii beziglich Acetatbildungsrate und maximaler
Acetatkonzentration unter autotrophen Bedingungen charakterisiert werden.
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Fur autotrophe Kultivierungen im Satzexperimente stand ein Parallelriihrkesselreaktorsystem im
Milliliter-MaRstab und ein Laborrihrkesselreaktor im Liter-Mal3stab zur Verfiigung. Folgende
Arbeitsschritte waren zur Erreichung oben genannter Ziele geplant:

» |dentifizierung moéglicher Limitierungen bei der Umsetzung von
gasférmigen Substraten durch A. woodii in Rihrkesselreaktoren
im Satzverfahren im Labormalstab

» Reaktionstechnische Untersuchung einzelner Medienbestandteile

im Parallelansatz

= Reaktionstechnische Untersuchung der Produktinhibierung durch

Acetat/Essigsaure
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Eigenschaften und Verwendung von Essigsaure

Essigsaure ist eine der wichtigsten sauerstoffhaltigen Ausgangsverbindungen in der
chemischen Industrie. Wassrige Lésungen der Essigsdure werden auch Essig genannt und
reine Essigsaure "Eisessig". In der Natur kommt Essigsaure als Stoffwechselzwischenprodukt in
allen Lebewesen vor. Sie entsteht unter anderem bei Faulnis- und Garungsvorgangen, sowie
bei der Vergarung von Zuckern und deren Abbauprodukten durch Mikroorganismen.

Mit einem negativen dekadischen Logarithmus der Saurekonstante (pKs) von 4,76 gehort die
Essigsaure zu den schwachen Sauren. Unter physiologischen Bedingungen bei neutralem pH
liegt Essigsaure Uberwiegend in dissoziierter Form als Acetat vor. Die Verteilung der
Essigsaureformen in Abhangigkeit des pH ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

Mit einer Weltjahresproduktion synthetischer Essigsaure von 7-10° Tonnen zahlt die Essigsaure
zu den chemischen "Building Blocks" (Sauer at al., 2008). In der chemischen Industrie wird
Essigsaure hauptsachlich als Ausgangsstoff fir die Produktion von Vinyl- und Celluloseacetat
eingesetzt. Vinylacetat dient als Monomerbaustein fur Polyvinylacetat, das fir die Herstellung
von Farben, Lacken, Beschichtungen, Kleb- und Kunststoffen sowie Polyvinylalkoholen
eingesetzt wird. Celluloseacetat hingegen findet Einsatz in der Herstellung von Textilfasern,
Folien und Kunststoffprodukten (Cheung et al., 2005).

0,1 -

0,01 1

0,001 -

Molanteile der Essigsaureformen

0,0001

Abbildung 3.1: Essigsaureformen als Funktion des pH (pKs = 4,76 bei T = 25 °C; Lide, 2007).
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3.2 Herstellung von Essigsaure

Die industrielle Produktion von Essigsaure erfolgt aktuell Uber zwei unterschiedliche
Herstellungsverfahren. Die chemische Synthese von Essigsdure als Rohstoff fir weitere
Syntheseverfahren und die biotechnologische Produktion zur Herstellung von Speiseessig fiir
die Nahrungsmittelindustrie als Geschmackstrager und Konservierungsmittel.

3.2.1 Petrochemische Produktion von Essigsaure

Als industrieller Ausgangsstoff wird hochkonzentrierte Essigsdure heute ausschlieldlich Uber
chemische Verfahren auf der Basis von fossilen Rohstoffen hergestellt. Dabei kommen
verschiedene Verfahren zum Einsatz, die in Abbildung 3.2 aufgelistet sind:

I L
Methanol Carbonylieung ,, - pggigsaure
Acetaldehyd Oxidation » Essigsiure
Oxidation . s
C, — Cs Kohlenwasserstoffe ——— » Essigsiure

Abbildung 3.2: Ubersicht (iber chemische Herstellungsverfahren fiir Essigsaure (nach Arpe,
2010).

Synthetische Essigsaure wurde urspringlich durch Oxidation von Acetaldehyd produziert, was
1960 als Wacker-Hoechst-Verfahren etabliert wurde. Dieser Prozess hat jedoch zunehmend an
Bedeutung verloren im Vergleich zum wesentlich wirtschaftlicheren Monsato-Prozess, bei dem
Essigsaure Uber Carbonylierung von Methanol hergestellt wird. Dieses Verfahren ist heute mit
einem Anteil von etwa 60 % an der Gesamtproduktion der bedeutendste Prozess fir die
industrielle Herstellung von Essigsaure (Yoneda et al., 2001). Der Vorteil dieses Verfahrens
liegt darin, dass der Rohstoff Methanol nicht primar auf Erddl basiert, sondern (ber
Synthesegas aus einer Vielzahl von Rohstoffquellen wie Erdgas oder Kohle gewonnen werden
kann. Dabei wird Methanol mit Kohlenmonoxid nach Gleichung 3.1 Uber einen Rhodium-
Katalysator zur Essigsdure umgesetzt. Dieser Prozess findet typischerweise bei einem Druck
von 30 - 60 bar und einer Temperatur von 150 - 200 °C mit statt. Dabei wird eine Selektivitat
von uber 99 % erreicht (Cheung et al., 2005).

Erganzt wurde dieser Prozess mittlerweile durch den vom BP-Konzern kommerzialisierten
Cativa-Prozess, der bei einem ahnlichen Reaktionsmechanismus einen Iridium-Katalysator
verwendet. Dieser Katalysator besitzt eine héhere Stabilitat und bildet bei der Reaktion weniger
Wasser und fllissige Nebenprodukte (Haynes, 2006).
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CH,OH + CO —Rn/rKauysator _, CH_COOH (Gleichung 3.1)

Des Weiteren existieren Wege zur industriellen Herstellung von Essigsaure Uber
Flussigphasenoxidation von aliphatischen Kohlenwasserstoffen wie Rohbezin oder n-Butan. Auf
Grund des wirtschaftlichen Drucks der Carbonylierungstechnologie spielen diese Verfahren
heute allerdings nur noch eine untergeordnete Rolle.

3.2.2 Biotechnologische Produktion von Essigsaure

Derzeit werden etwa 190.000 Jahrestonnen Essigsaure auf biotechnologischen Wege
hergestellt. Die Kommerzialisierung erfolgte jedoch ausschliellich fur die Produktion von
Speiseessig fur die Nahrunsgmittelindustrie (Sauer et al., 2008). Speiseessig ist eine wassrige
Lésung von 4-12 % Essigsaure und wird aerob in einem zweistufigen Verfahren durch
mikrobielle Oxidation von Zucker hergestellt. Uber handwerkliche Traditionsverfahren wird
heutzutage noch hochwertiger Speiseessig hergestellt. In technischem Mafstab erfolgt die
Essigsaureherstellung ausgehend von Melasse, einem Nebenprodukt bei der Zuckerproduktion,
die zunachst von Hefen zu Ethanol vergoren wird.

Im groftechnischen Malstab zur Produktion von Speiseessig wird hauptsachlich das
Submersverfahren eingesetzt, in dem die Bakterien frei in Suspension vorliegen. Es kommen
hauptsachlich sogenannte Frings-Acetatoren zum Einsatz, die sich durch optimale Bellftung
mittels selbstansaugenden Rotor/Stator-Systemen und Warmeabfihrung Uber integrierte
Rohrwarmetauscher auszeichnen (vgl. Abbildung 3.3) (Adams und Moss, 2008). Der Reaktor
wird drucklos mit Luft begast mit einer Rate von 3 -4 Gasvolumen pro Flissigvolumen pro
Minute (vwm) bei einer Riihrerdrehzahl von 1500 min™'. Die Konzentration des Substrats Ethanol
im Medium wird kontinuierlich gemessen Uber einen Alkographen. Geht die Ethanolkonzen-
tration gegen Null, so wird ein Grofdteil des Reaktorinhalts automatisch entleert und der
Behalter mit frischem Medium neu befillt (Rogers et al., 2006). Unter semi-kontinuierlichen
Bedingungen wird in diesen Reaktoren Speiseessig in Konzentrationen bis 150 g L™ erzeugt
(Syldatk, 2006).

Andere Verfahrensvarianten wie beispielsweise die Verwendung immobilisierter Essigsaur-
ebakterien in Airlift-Bioreaktoren oder Zulauf-Betrieb weisen zum Teil hdhere Produktivitaten
(>100gL"h") und hohere Produktkonzentrationen (bis zu 170g L") auf, konnten sich
industriell bis jetzt aber noch nicht durchsetzen (Berraud, 2000; Syldatk, 2006).
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung eines Frings-Acetator (Adams und Moss, 2008;
Heinrich Frings GmbH & Co KG, Bonn).

1: Dosiereinrichtung fir Maische/Melasse, 2: Bellftungsrihrer, 3: Alkograph zur Bestimmung
der Ethanolkonzentration, 4: Kihlwasserventil, 5: Thermometer zur Temperatur-Kontrolle, 6:
Stromungsmesser zur Regelung der Zuluft, 7: Rohrwarmetauscher, 8: Zuluftleitung, 9:
Abgasleitung, 10: mechanischer Schaumzerstérer.

Bei der zweistufigen Herstellung von Essigsaure aus Zucker werden im ersten Schritt die
Zuckerbestandteile unter anoxischen Bedingungen durch alkoholischen Garung mit Hilfe von
Hefen bei 30°C zu Ethanol und CO, umgesetzt. Im zweiten Schritt erfolgt die
Essigsaureproduktion durch Oxidation von Ethanol unter aeroben Bedingungen mit Hilfe von
Essigsaurebakterien der Gattung Acetobacter und Gluconobacter bei 30 °C. Die Stéchiometrie
der zweistufigen Essigsaurebildung ist in Gleichung 3.2 angegeben. Der aerobe Prozess ist auf
Grund des CO.-Verlusts limitiert auf zwei Molekile Acetat pro Molekil Glucose
(0,67 Gacetat Jaiucose ') (Partin und Heise, 1992).

CH,,0, — 2 C,H.OH (+ 2 CO,)—*2% 2 CH,COOH +2H,0  (Gleichung 3.2)

Fir eine optimale Umsetzungsrate muss der Prozess unter definierten Bedingungen ablaufen.
Vor allem die Versorgung mit Sauerstoff spielt eine entscheidende Rolle, da die Bakterien
aulRerst empfindlich auf Veranderungen des Sauerstoffgehalts reagieren. Essigsaurebakterien
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konservieren Energie durch Oxidation von Ethanol, die fir das Uberleben im Medium bei
niedrigem pH und einem Essigsduregehalt von 100 - 140 gL™" bendtigt wird. Bereits eine
kurzzeitige Unterbrechung der Sauerstoffversorgung flihrt zum Absterben der Bakterien und
irreversiblem Ausfall der Produktbildung (Adams und Moss, 2008). Des Weiteren besitzen
einige Essigsaurebakterien die Fahigkeit, das gebildete Acetat wieder zu CO, und H,O
verstoffwechseln, was als "Uberoxidation" beschrieben ist. Da die Anwesenheit von Ethanol
diesen Stoffwechselweg unterdriickt, darf die Ethanolkonzentration wahrend der Fermentation
nicht unter einen kritischen Wert von 0,5 - 3 g L™ fallen (Rogers et al., 2006).

3.2.3 Alternative Ansatze zur biotechnologischen Produktion von Essigsaure

Neben dem klassischen zweistufigen Prozess Uber das Zwischenprodukt Ethanol vermag eine
weitere Gruppe an Mikroorganismen, acetogene Bakterien der Gattung Clostridium und
Acetobacterium, unter strikt anaeroben Bedingungen eine nahezu stéchiometrische Umsetzung
von Zuckern zu Essigsaure Uber einen einstufigen Prozess. Einige Vertreter dieser Gruppe an
Mikroorganismen besitzen zudem die Fahigkeit, aus den gasférmigen Substraten Wasserstoff
und Kohlenstoffdioxid Essigsaure zu bilden. Prozessentwicklungen zur anaeroben
Acetatbildung durch acetogene Bakterien haben sich daher zum gréBten Teil auf die
Fermentation von Zuckern konzentriert.

Acetatproduktion aus organischen Kohlenstoffquellen

Der Vorteil der acetogenen Mikroorganismen ist ihre Fahigkeit, Zucker nach Gleichung 3.3 fast
stochiometrisch zu Acetat umzusetzen.

CesH,;,04, —» 3 CH,COOH (Gleichung 3.3)

Da thermophile Mikroorganismen gréReres Potential fur wirtschaftliche Produktionsprozessen
besitzen, wurden bei der Entwicklung von Prozessen zur anaeroben Essigsaureherstellung aus
Zuckern hauptsachlich thermophile Vertreter dieser Gruppe eingesetzt. Vorteilig wirken sich
unter anderen die reduzierten Kosten fir die Kihlung des Fermentationsmediums, die
Aufrechterhaltung von anaeroben Bedingungen und das geringere Kontaminationsrisiko aus
(Wiegel, 1994).

Acetogene Mikroorganismen sind sowohl empfindlich gegenliber hohen Zuckerkonzentrationen
als auch gegenuber hohen Saurekonzentrationen, daher werden ohne pH-Kontrolle weniger als
20 g L Essigséure auf Glucose als Substrat erreicht. Durch Kontrolle des pH bei 6,9 und der
eingesetzten Substratkonzentration konnte mit einigen Mikroorganismen bis zu 56 g L™ Acetat
im Satzverfahren gebildet werden (Wiegel, 1994; Wang und Wang, 1984). AuRerdem konnte
durch Anwendung von Zulauf- und kontinuierlichen Verfahren sowie Immobilisierungs-techniken
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die Produktbildungsraten auf bis zu 0,9gL" h™" erhéht werden (Shah und Cheryan, 1995).
Durch Immobilisierung der Mikroorganismen konnte auch die Resistenz gegeniber der
gebildeten Saure erhéht werden. In einem Faserbett-Reaktor konnte mit Clostridium
formicoaceticum somit die erreichte Acetatkonzentration von 46,5 g L™ in freier Zellsuspension
auf 78,2 g L' mit immobilisierten Bakterienzellen erhéht werden (Huang et al., 1998).

Acetatproduktion aus gasformigen Substraten

Einige acetogene Mikroorganismen besitzen darliber hinaus die Fahigkeit, Synthesegas (CO,
CO; und H,) Uber den sogenannten Acetyl-CoA-Weg zu verstoffwechseln. Dieser spezielle
Stoffwechselweg ermoglicht es den Bakterien simultan zu wachsen und Energie zu gewinnen.
Dabei wird als Hauptprodukt homofermentativ Acetat gebildet nach Gleichung 3.4.

4H, +2CO, - CH,COOH + 2 H,0 (Gleichung 3.4)

Synthesegas - Herstellung und Verwendung

Als Synthesegase werden per Definition Gasgemische bezeichnet, die lGberwiegend aus CO
und H, bestehen und zur Synthese spezieller chemischer Produkte geeignet sind. Synthesegas
entsteht sowohl bei der Vergasung von fossilen Rohstoffen wie Kohle und Erdél, als auch bei
der Vergasung von Lignocellulose-haltiger Biomasse und kommunaler Abfalle. Dabei wird dem
Einsatz von Biomasse als nachwachsendem Rohstoff flir die Herstellung von Synthesegas eine
grol’e Bedeutung zugeschrieben, da auf diesem Weg gewonnenes Synthesegas ein
kostengtinstiges und flexibles Substrat darstellt. Da bei der Vergasung von Biomasse aus
Kostengrinden Luft als Oxidationsmittel eingesetzt wird im Gegensatz zu Dampf oder reinem
Sauerstoff bei der Vergasung von fossilen Rohstoffen, haben die resultierenden Gasgemische
einen hohen Stickstoffanteil und damit einen niedrigeren Energiegehalt (Sipma et al., 2006). Die
Zusammensetzung der Gasgemische variiert dabei in Abhangigkeit des eingesetzten Rohstoffs,
der Reaktionsbedingungen und des Reaktortyps (Tirado-Acevedo et al, 2010). Typische
Zusammensetzungen von Gasgemischen aus der Vergasung von nachwachsenden Rohstoffen
sind in Tabelle 3.1 aufgefihrt.
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Tabelle 3.1: Typische Zusammensetzung von Synthesegas aus der Vergasung
unterschiedlicher Biomassequellen (Tirado-Acevedo et al., 2010).

Zusammensetzung (in Vol.-%)

Quelle
CcO COZ H, N, CH4 weitere

Rutenhirse 14,7 16,5 4.4 56,8 4,2 34
Pinienhackschnitzel 16,1 13,6 16,6 37,6 2,7 13,4
Weide 94 17,1 7,2 60,5 3,3 2,5
Kakaoschalen 8,0 16,0 9,0 61,5 2,3 3,2
Molkereiabfall 8,7 15,7 18,6 56,0 0,6 0,4
"Kentucky-Blaugrasstroh” 12,9 17,4 2,6 64,2 2,1 0,8
Waldrestholz / Papierreste 9,2 9,2 6,1 63,2 2,8 2,6

Synthesegas besteht hauptsachlich aus CO, H, und CO, und dient neben dem Einsatz als
Brennstoff auch als Ausgangsstoff fir die Synthese einer Vielzahl an chemischen
Verbindungen. Die bedeutendsten Prozesse in diesem Zusammenhang sind die Fischer-
Tropsch-Synthese zur Herstellung von flissigen Kohlenwasserstoffen, das Haber-Bosch-
Verfahren zur Herstellung von Ammoniak und die Herstellung von Methanol (Arpe, 2010). Diese
Prozesse bendtigen im Allgemeinen Temperaturen von 200 - 500 °C und einen Druck von
10 - 300 bar unter Einsatz von teuren Metallkatalysatoren (z.B. Fe, Ru, Ni).

Das eingesetze Synthesegas ist dabei mit einigen gasférmigen Verbindungen und mit
Rickstanden aus dem Vergasungsvorgang verunreinigt, die bei der weiteren Verwendung in
unterschiedlicher Weise stéren. So sind im Synthesegas in geringeren Mengen noch Methan,
Acetylen, Ethylen, Ethan, Benzol, Wasserstoffsulfid (H,S), organische Schwefelverbindungen
(COS), Schwefeldioxid, Ammonium, Cyanwasserstoff (HCN), Sauerstoff, Wasser, Stickoxide
(NOyx), Teer und Asche enthalten (Xu et al, 2011). Schwefelverbindungen sind flr viele
Metallkatalysatoren ein Gift, das deren Wirksamkeit teilweise oder vollig herabsetzt. Auch die
Anwesenheit geringer Mengen an stickstoffhaltigen Verbindungen und Spuren von Metallen
(z.B. Fe, Ni, As) kann sich auf die chemischen Reaktionen auswirken. Des Weiteren kann das
im Synthesegas enthaltene CO, entweder direkt in die chemische Umsetzung eingreifen oder
zur Bildung stérender Inertgaspolster fiihren. Aus diesem Grund muss das eingesetzte Gas
aufwandig und kostenintensiv gereinigt werden. Dabei werden auch Rufipartikel und
Teerrlickstande entfernt und das Gas getrocknet. Des Weiteren bendtigen viele chemische
Reaktionen ein definiertes Verhaltnis an H,/CO im Eingangsgas. Dies kann entweder wahrend
der Vergasung durch Einstellung der Menge an Sauerstoff und Dampf oder nachtraglich durch
CO-Konvertierung Uber die Wasser-Gas-Shift erfolgen.
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Biologische Synthesegas-Fermentation

Um einige Limitierungen der chemischen Synthesegas-verwertenden Prozessen zu umgehen,
wurden in jungster Zeit Anstrengungen unternommen, biologische Katalysatoren flr die
Herstellung von Biokraftstoffen und Plattformchemikalien aus Synthesegas einzusetzen. Die
oben genannte Gruppe an acetogen Mikroorganismen besitzt dabei die Fahigkeit, aus den
Bestandteilen des Synthesegas die organische Sauren Essigsaure und Buttersaure, sowie die
Alkohole Ethanol und Butanol zu bilden. Der Anteil an acetogenen Mikrooganismen, die
Alkohole in signifikanten Mengen bilden kénnen, ist jedoch sehr gering im Vergleich zu Acetat-
bildenden Acetogenen. Uber das nicht-acetogene Bakterium Rhodspirillum rubrum kann zum
Beispiel auf der Basis von CO auch Wasserstoff erzeugt werden. In Abbildung 3.4 sind die
Produkte schematische dargestellt, die Uber Synthese-Fermentation gewonnen werden kdnnen.

z.B. Moorella

thermoacetica » Essigsiure
z.B. Clostridium
carboxidivorans » Buttersiure
/ z.B. Clostridium
ljungdahlii
Synthesegas Lo » Ethanol
CO/H,/CO, . .
z.B. Butyribacterium
methylotrophicum _ Butanol
z.B. Rhodospirillum
rubrum o
» H,

Abbildung 3.4: Produkte aus biologischen Synthesegas-Fermentationen mit representativen,
natlrlichen Produzenten; das Hauptprodukt Essigsaure aller acetogener Mikroorganismen ist
hervorgehoben genauso wie das Produkt Ethanol, das in jingster Zeit in den Fokus geruckt ist.
Die Produktion von H, mit dem nicht-acetogen Mikroorganismus Rhodospirillum rubrum ist der
Vollstandigkeit halber mit aufgeflihrt.

Biologische Produktionsprozesse weisen gegeniber den chemischen Verfahren einige Vorteile
auf. So laufen diese Reaktionen bei "milden" Reaktionsbedingungen von 30 - 60 °C und
Atmospharendruck ohne extensive Warmeentwicklung ab. Des Weiteren erreichen die
biologischen Katalysatoren hohe Selektivitadten verglichen mit chemischen Katalysatoren, da
nur etwa 3 -4 % des Substrates in die Bildung von Biomasse verloren geht. Biologischen
Reaktionen sind zudem weniger abhangig von definierten Verhaltnissen der Eingangsgase und
toleranter gegeniber einigen Verunreinigungen im Gasstrom. Dies vereinfacht die Gasreinigung
nach dem Vergasungsprozess (Kundiyana et al., 2010).
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Gegenuber Schwefelverbindungen im Gas zeigten sich acetogene Mikroorganismen beraus
tolerant. So toleriert beispielsweise Clostridium ljungdahlii Konzentrationen von bis zu 2,7 %
H.,S oder 5 % Carbonylsulfide (COS) im Eingangsgas (Klasson et al., 1993; Schmidt et al.,
1991). Allerdings wurden bisher nur wenige Studien zum Einfluss von Synthesegas-
Verunreinigungen auf Mikroorganismen veréffentlicht, da ein Grofteil der Untersuchungen zur
autotrophen Produktbildung mit "klnstlichem" Synthesegas durchgefiihrt wurden. Durch den
Einsatz von "realem" Synthesegas in autotrophen Kultivierungen konnte gezeigt werden, dass
einige Verunreinigungen Auswirkungen wie Zelltoxizitat, Enzyminhibierung und Veranderung
des Produktspektrums, des Redoxpotential, der Osmolaritat und des pH haben kénnen (Xu et
al., 2011). Ahmed et al. (2006) konnten zeigen, dass Teer-Rickstande aus der Vergasung zu
einem Ruhezustand der Zellen und einem veranderten Produktspektrum von Clostridium
carboxidivorans fuhrten. Dies konnte durch Installation eines Filters mit einer Porengréfie von
0,025 ym im Eingangsgas umgangen werden. Des Weiteren zeigten Ahmed und Lewis (2007),
dass Stickoxid NO in Konzentrationen Uber 40 ppm im Gas zu einer reversiblen Inhibierung des
Enzyms Hydrogenase flihrt und negative Auswirkungen auf das Zellwachstum hat. Da dies ein
entscheidendes Enzym flr die Verwertung von Wasserstoff darstellt, muss entweder die
Vergasung der Biomasse optimiert werden oder NO aus dem Gasstrom entfernt werden. Einen
ahnlichen nachteiligen Effekt auf Wachstum und Aktivitdt der Hydrogenase konnte durch
Ammonium im Gas nachgewiesen werden (Xu et al., 2011). Fir einen erfolgreichen
kommerziellen Einsatz von kombinierten Vergasungs-Fermentations-Verfahren muss das
eingesetzte Gas vor dem Einleiten in den Bioreaktor folglich konditioniert werden.

In jingster Zeit ist die Herstellung von Ethanol aus Synthesegas mit Hilfe von acetogenen
Mikroorganismen stark in den Fokus gertickt. So demonstrieren aktuell drei Firmen (INEOS Bio
(USA), Coskata Inc. (USA), LanzaTech (Neuseeland)) in Pilotanlagen, dass diese Technik
kommerziell einsetzbar ist (Képke et al., 2011a). Dabei kommt eine Kombination aus
Vergasung von Biomasse mit nachgeschalteter Synthesegas-Fermentation zum Einsatz, die in
Abbildung 3.5 dargestellt ist. Dabei wird die Biomasse mit Hilfe des Oxidationsmittels Luft oder
Sauerstoff ohne Entziindung teilweise verbrannt bei Temperaturen zwischen 900 und 2000 °C
und einem Druck zwischen 1 - 80 bar. Dadurch entsteht Synthesegas, das im Wesentlichen CO
enthalt. Aus Kostengriinden wird bei der Vergasung von Biomasse oftmals Luft anstatt reinem
Sauerstoff eingesetzt (Sipma et al., 2006). Das entstandene Synthesegas (hier Uber einen
Wirbelschichtreaktor) wird in mehreren Stufen von schadlichen Rickstanden wie Asche und
Teer befreit, getrocknet und gewaschen. Anschlielend wird das gereinigte Gas in Tanks
gelagert, bevor es in den Bioreaktor eingeleitet wird, in dem durch Synthesegas-verwertende
Mikroorganismen Produkte wie Ethanol oder Acetat gebildet werden.
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Abbildung 3.5: Integrierte Vergasung von Biomasse mit nachgeschalteter Synthesegas-
Fermentation zur Herstellung von Biokraftstoffen und Plattformchemikalien (abgeéndert nach

Mohammadi et al., 2011).
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Autotrophe Acetatbildung

Neben der Fahigkeit von acetogenen Mikroorganismen, Zucker fast stdchiometrisch zu Acetat
umzusetzen, kénnen sie auch aus gasférmigen Substraten effektiv Acetat bilden, wobei
maximal nur 4 % des verbrauchten CO, in Biomasse fixiert werden (Daniel et al., 1990).

Obwohl Acetat als Hauptprodukt des Stoffwechsels acetogener Mikroorganismen gilt, haben
sich die Studien zur autotrophen Produktbildung in den vergangenen Jahren auf die Herstellung
von Alkoholen wie Ethanol oder Butanol konzentriert. In Tabelle 3.2 zusammengefasst ist die
Acetatbildung aus den gasférmigen Substraten H, und CO, unter definierten Reaktions-
bedingungen mit verschiedenen acetogenen Mikroorganismen, die bis jetzt verdffentlicht

wurden.

Sakai et al. (2005) erreichten mit dem Thermophil Moorella sp. HUC22-1 eine Acetat-
konzentration von 20,4 g L' bei einem pH von 6,2 und einer Biomassekonzentration von
0,9gL". Die Acetatkonzentration konnte durch Erhéhung der Zelldichte im Reaktor auf
22,0 g L™ erhdht werden, was jedoch zu einer Reduktion der zellspezifischen Produktivitit von
14,4 auf 9,6 g g d™' gefiihrt hat. Schmidt und Cooney (1986) erreichten im Satzverfahren ohne
pH-Kontrolle mit einer maximalen volumetrischen Produktbildungsrate von 7,2gL"d" eine
Acetatkonzentration von 13,2 g L. Dies wurde durch Kultivierung in einem Hochdruckreaktor
bei einem Druck von 6,9 bar erreicht.

Moringa und Kawada (1990) konnten im Satzverfahren mit Acetobacterium sp. BR-446 eine
maximale Acetatkonzentration von 51 g L™ mit einer volumetrischen Produktbildungsrate von
41gL"d" erreichen. Die volumetrische Produktivitdt konnte durch Kultivierung in einem
Reaktor mit einem Hohlfasermembranmodul zur Zellriickhaltung auf 149 gL" d” bei einer
Biomassekonzentration von 7,2 g L' erhéht werden bei einem Druck von 2,7 bar.

Suzuki et al. (1993) erreichten durch Kultivierung von flokkulierten Acetobacterium woodii-
Zellen in Blasens&ulen mit einer Biomassekonzentration von 13,6 g L™ eine Produktbildungsrate
von 2,1gL"d". Diese Rate konnte durch Kultivierung im wiederholten Satzverfahren auf
2,7gL"d" erhéht werden. Balch et al. (1977) konnten mit diesem Bakterienstamm durch
Kontrolle des pH bei 6,7 eine Acetatkonzentration von 10,8 g L"in 5,4 Tagen erreichen.

Somit ist es fur einen Prozess zur autotrophen Acetatbildung zum einen wichtig, hohe
Zelldichten im Bioreaktor zu erreichen und zum anderen fir eine ausreichende Versorgung der
Bakterienzellen mit den gasférmigen Substraten zu sorgen.



Tabelle 3.2: Autotrophe Acetatbildung verschiedener Acetogen (abgeandert nach Sakai et al., 2005).

Biomasse- Acetat- Acetatbildungsrate
Mikro- Art der Gaszusammen- Temp., konz., konz., volum., spez.,
organismus Kultivierung setzung, % °C pH gL gL’ gL'd" gg'd' Referenz
Moorella Satzverfahren H,:CO, (80:20) 55 6,2 0,9 20,4 13,0* 14,4 Sakai et al., 2005
sp. HUC22-1 wdh. Satzverfahren H,:CO, (80:20) 55 6,2 1,5 22,0 6,4* 9,6 Sakai et al., 2005
mit Zellrecycling
Clostridium Satzverfahren® H,:CO, (80:20) 30 6,09 0,5 13,2 7,2 14,4* Schmidt et al., 1986
sp. ATCC 29797
Acetobacterium Satzverfahren H»:CO> (-) 35 7,30 51,0 4.1 - Morinaga et al., 1990
sp. BR-446 kontinuierlich H>:CO, (-) 35 7,3 7,2 - 149 20,7* Morinaga et al., 1990
mit Zellrecycling®
Acetobacterium Satzverfahren® H,:CO, (55:14) 30 - 136 - 2,1 0,2* Suzuki et al., 1993
woodii wiederholtes
Satzverfahren® H,:CO, (55:14) 30 - - - 2,7 - Suzuki et al., 1993
Satzverfahren H,:CO, (80:20) 30 6,7 - 10,8 - - Balch et al., 1977

- . keine Angabe vorhanden.
* . aus Literaturdaten abgeleiteter Wert.

@ Druck im Reaktor erhdht auf 6,9 bar.
® pH am Ende der Kultivierung.

©) ohne Kontrolle des pH.

@ Druck im Reaktor erhdht auf 2,7 bar.

© Kultivierung von flokkulierten Zellen in Blasensaulen.
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Limitierungen fiur den Einsatz von acetogenen Mikroorganismen in kommerziellen

Prozessen zur Herstellung von Essigsaure/Acetat

Obwohl der reduktive Acetyl-CoA-Weg der chemischen Route der Essigsaureherstellung tber
den Monsanto-Prozess als biologisches Aquivalent am nachsten kommt, wird der Einsatz von
acetogenen Mikroorganismen zur kommerziellen Produktion von Essigsaure/Acetat noch auf
Grund einiger Limitierungen dieser Mikroorganismen erschwert. Ein grof3es Problem stellt vor
allem die geringe Toleranz gegenuber der gebildeten Essigsaure dar. Eine Inhibierung des
Stoffwechsels tritt normalerweise schon bei geringen Produktkonzentrationen auf und die
maximale Acetatkonzentration liegt tiblicherweise zwischen 30 - 50 g L™ (Verser und Eggeman,
2011). Um dieses Problem mit Hilfe von gentechnischen Werkzeugen zu umgehen, sind
Acetogene noch nicht ausreichend physiologisch und metabolisch untersucht. Derzeit ist kein
acetogenes Bakterium in der Lage, Acetat in industriell relevanten Raten bei Produkt-
konzentrationen von Uber 50 g L zu bilden, was als unterste Grenze fiir eine wirtschaftliche
Aufarbeitung von Acetat aus Fermentationslésungen gilt (Wiegel, 1994). AuRerdem machen die
geringen Ldslichkeiten der gasférmigen Substrate H, und CO Synthesegas-Fermentationen
anfallig fur Stofftransportlimitierungen (Bredwell et al., 1999).

Des Weiteren bevorzugen acetogene Mikroorganismen neutralen pH, was bedeutet, dass die
gebildete Essigsaure Uberwiegend als Acetatsalz vorliegt und nicht in der undissoziierten Form
als Saure, die fiur die Extraktion des Produkt aus der verdiinnten Lésung bendtigt wird. Ansatze,
diese Mikroorganismen bei niedrigem pH zu kultivieren, um das Produkt in der gewiinschten
Form der Essigsaure zu erhalten, waren nicht erfolgreich und haben zu einer drastischen
Reduktion der maximal erreichbaren Produktkonzentration und der Produktbildungsraten
gefuhrt (Wiegel, 1994).

Die Abtrennung des Acetatsalzes aus der Fermentationsldsung erfordert aufwandigere
Aufarbeitungsverfahren als bei der Abtrennung der Essigsaure. Klassischerweise wird
Essigsaure durch Flussig-FlUssig-Extraktion mit anschlieliender Destillation aus der Reaktions-
I6sung gewonnen. Als Lésungsmittel flr die selektive Abtrennung von Essigsaure werden
niedermolekulare Ketone, Ether und Acetate (z.B. Methylpropylketon, Methyl-tert-butylether,
Ethylacetat) eingesetzt (Partin und Heise, 1992). Die Effizienz der Flissig-Fllssig-Extraktion
hangt dabei unter anderem vom Verhaltnis der undissoziierten zur dissoziierten Form der
Essigsaure ab und ist am héchsten, wenn die Essigsaure undissoziiert vorliegt, der pH der
Reaktionslésung also unterhalb des pKs der Essigsaure liegt (pKs =4,76) (Katikaneni und
Cheryan, 2002). Der pH bei der anaeroben Acetatbildung mit acetogenen Bakterien liegt jedoch
im neutralen Bereich, bei dem die Essigsaure Uberwiegend als Acetat vorliegt. Fir die
Aufarbeitung muss das Acetat daher noch zu Essigsaure umgewandelt werden, was
beispielsweise durch Ansauerung oder durch bipolare Elektrodialyse erfolgen kann (Chukwu
und Cheryan, 1999).
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3.3 Acetogene Mikroorganismen

Acetogene Mikrooganismen (kurz: Acetogene) sind strikt anaerobe Mikroorganismen, die
Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid als Substrate fir Wachstum und Acetatbildung verwerten
kénnen. Per Definition verfigen diese Mikroorganismen tber den Acetyl-CoA-Stoffwechselweg
(Drake, 1994):

- zur Bildung von Acetyl-CoA aus CO,,
- zur Energiekonservierung und

- zum Aufbau von Zellmasse aus CO..

Auf Grund der Tatsache, dass diese Mikroorganismen Acetat als Hauptprodukt ihres
Stoffwechsel haben und zur Abgrenzung gegenlber anderen Essigsaure-bildenden
Mikroorganismen, werden sie in der Literatur auch als Homoacetogene beschrieben (Drake et
al., 2006). Bis jetzt wurden Uber 100 acetogene Spezies 22 verschiedener Gattungen aus einer
Vielzahl an Habitaten isoliert. Dabei stammt der Grofdteil der Spezies aus den Gattungen
Acetobacterium und Clostridium, die sich dabei sowohl in ihren morphologischen und
physiologischen Eigenschaften als auch in ihrem Nahrstoffbedarf sehr stark voneinander
unterscheiden kdénnen (Drake et al., 2008). Man unterteilt acetogene Mikroorganismen nach
ihrer optimalen Wachstumstemperatur in Mesophile (30 - 40 °C) und Thermophile (55 - 80 °C),
sowie nach ihrem GC-Gehalt. In den letzten Jahren wurden die vier ersten Genome dieser
Gruppe an Mikroorganismen verdffentlicht: Moorella thermoacetica (Pierce et al., 2008),
Clostridium ljungdahlii (Képke et al., 2010), Clostridium carboxidivorans (Bruant et al., 2010)
und Eubacterium limosum (Roh et al., 2011).

Es wurde beschrieben, dass Acetogene neben Acetat auch Ethanol, Butyrat und Butanol direkt
aus der Zwischenstufe Acetyl-CoA synthetisieren kénnen. Képke et al. (2011b) konnten bei drei
Vertretern dieser Gruppe kurzlich geringe Mengen an 2,3-Butandiol unter autotrophen
Bedingungen nachweisen, das aus Pyruvat als Zwischenprodukt gebildet wurde. Dies macht
Acetogene besonders interessant fir die Produktion einer groReren Bandbreite an Grund-
chemikalien. In Tabelle 3.3 sind einige acetogene Mikroorganismen und ihre natirlichen
Stoffwechselprodukte beispielhaft aufgefihrt.

Eine bedeutende Eigenschaft dieser Gruppe an Mikroorganismen ist auRerdem ihre Fahigkeit,
neben H, und CO, auch CO uber den Acetyl-CoA-Weg zu verwerten. Das macht sie interessant
fir oben genannte Synthesegas-Fermentationen, bei denen CO-haltige Abfallgase aus der
Verbrennung einer Vielzahl an organischee Materialien wie Kohle, Biomasse oder kommunalen
Abfallen als Substrate zum Einsatz kommt (Slivka et al., 2011). Kirzlich konnte ebenso gezeigt
werden, dass einige Acetogene die Reduktion von CO, zu Acetat auch mit Hilfe von Elektronen
bewerkstelligen kénnen, die von einer Elektrode geliefert werden (Nevin et al., 2011).
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Tabelle 3.3: Auflistung einiger representativer acetogener Bakterien, die gasformige Substrate
zu organischen Sauren und Alkoholen umwandeln kdénnen (abgeandert nach Koépke et al.,
2011a, Mohammadi et al., 2011).

Wachstums-
Organismus bedingung Produktspektrum  Referenz
Acetobacterium woodii mesophil Acetat Balch et al., 1977
Clostridium aceticum mesophil Acetat Braun et al., 1981
Eubacterium limosum mesophil Acetat Genthner et al., 1981
Moorella thermoacetica thermophil Acetat Fontaine et al., 1942
Moorella thermoautotrophica thermophil Acetat Wiegel et al., 1981
Thermoanaerobacter kivui thermophil Acetat, Ethanol Leigh et al., 1981
Clostridium ljungdahlii mesophil Acetat, Ethanol, Tanner et al., 1993
2,3-Butandiol
Clostridium autoethanogenum mesophil Acetat, Ethanol Abrini et al., 1994
2,3-Butandiol
Clostridium ragsdalei mesophil Acetat, Ethanol, Huhnke et al., 2008
2,3-Butandiol
Clostridium carboxidivorans mesophil Acetat, Ethanol, Liou et al., 2005
Butyrat, Butanol
Butyribacterium methylotrophicum mesophil Acetat, Ethanol, Zeikus et al., 1980

Butyrat, Butanol

3.3.1 Heterotropher Stoffwechsel

Acetogene Mikroorganismen besitzen die Fahigkeit, organische Kohlenstoffquellen wie
beispielsweise Glucose anaerob zu Acetat als einzigem Endprodukt umzusetzen. Diesen
Prozess kann man beschreiben als Kombination einer H,/CO,-entwickelnden Garung mit einer
sofortiger Wiederverwertung der gasférmigen Reaktionsprodukte zu einem weiteren Molekdl
Acetat nach folgenden Reaktionsgleichungen:

C.H,,0, + 2H,0 — 2 CH,COOH + 2 CO, + 4 H,
2CO, +4H, — CH,COOH + 2 H,0

C¢H,,0, > 3 CH,COOH (Gleichung 3.5)

Nach Gleichung 3.5 werden somit aus einem Molekill Glucose drei Molekiile Acetat gebildet,
was auch als Homoacetatgarung bezeichnet wird (Fuchs und Schlegel, 2007). In Abbildung 3.6
ist die homoacetogene Umsetzung von Glucose zu Acetat veranschaulicht dargestellt.
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Abbildung 3.6: Homoacetogene Umsetzung von Hexosen zu Acetat.

Abkurzungen: ATPg p = ATP entstanden durch Substratkettenphosphorylierung;
CoA = Coenzym A; [H] = Reduktionsaquivalent (abgeandert nach Miller et al., 2004).

Dabei wird das Substrat Glucose uber den Emden-Meyerhof-Parnas-Weg (Glykolyse) unter
Freisetzung von vier Reduktionsaquivalenten [H] in zwei Moleklle Pyruvat gespalten, wobei
zwei Molekille ATP Uber Substratkettenphosphorylierung entstehen. Pyruvat wird anschlieend
Uber das Enzym Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase zu Acetyl-CoA decarboxyliert, wobei zwei
Molekule CO, und vier weitere Reduktionsaquivalente freigesetzt werden. Acetyl-CoA wird dann
Uber das Enzym Phosphotransacetylase zu Acetylphosphat und anschlieRend Gber das Enzym
Acetatkinase zu Acetat umgewandelt, wobei nochmals zwei Molekile ATP Uber
Substratkettenphosphorylierung entstehen. Somit wird die Hexose auf konventionellem Weg
formal zu zwei Molekilen Acetat und zwei Molekilen CO, abgebaut. Das CO, und die
angefallenen Reduktionsaquivalente werden anschlieBend tber den Acetyl-CoA-Weg zu einem
dritten Molekul Acetat umgewandelt (Imkamp und Miiller, 2007). Der Acetyl-CoA-Weg, Uber den
das dritte Molekul Acetat synthetisiert wird, soll im Folgenden genauer beschrieben werden.
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3.3.2 Acetyl-CoA-Weg

Chemolithoautotrophe Mikroorganismen besitzen die Fahigkeit, organisches Zellmaterial
ausschlief3lich aus anorganischem Kohlenstoff aufzubauen. Zur Zeit sind folgende sechs
Stoffwechselwege bekannt, Gber die Mikrooganismen CO, fixieren kénnen, wobei die letzten
beiden erst kirzlich beschrieben wurden (Hugler und Sievert, 2010):

- Calvin-Zyklus

- reduktiver Citratzyklus

- reduktiver Acetyl-CoA-Stoffwechselweg

- 3-Hydroxypropionatzyklus

- 3-Hydroxypropionat/4-Hydroxybutyratzyklus
- Dicarboxylat/4-Hydroxybutyratzyklus

Der Acetyl-CoA-Weg ist dabei im Gegensatz zu den anderen funf Wegen als einziger nicht
zyklisch aufgebaut, sondern besteht aus zwei linearen Reaktionsketten, die durch das
bifunktionelle  Schlisselenzym  CO-Dehydrogenase/Acetly-CoA-Synthase  (CODH/ACS)
zusammengefihrt werden. Die Tatsache, dass dieser Stoffwechselweg neben acetogenen
Bakterien auch von sulfatreduzierenden und methanogenen Mikroorganismen zur CO.-
Fixierung verwendet wird, legt die Vermutung nahe, dass dies der alteste Weg der CO,-
Fixierung ist (Berg et al., 2010). Der Acetyl-CoA-Weg ist das Erkennungsmerkmal von
acetogenen Mikroorganismen und wird ausschlieBlich von strikt anaeroben Mikroorganismen
verwendet (Henstra et al., 2007). Dabei fungiert das CO,-Molekll als terminaler
Elektronenakzeptor, die klassischerweiser von Wasserstoff geliefert werden.

Benannt wurde der Acetyl-CoA-Stoffwechselweg nach seinen Entdeckern Harland G. Wood
und Lars G. Ljungdahl als Wood/Ljungdahl-Weg. Die Stéchiometrie flr die Acetatbildung tGber
diesen Weg wurde dabei ermittelt als (Ragsdale und Pierce, 2008):

4H, +2CO, - CH,COOH+ 2H,0 (AG? = -95 kJ mol™)

Der Acetyl-CoA-Weg stellt einen relativ simplen Weg dar, tber den zwei Molekiile CO, direkt zu
Acetyl-CoA umgesetzt werden. Das Schlisselenzym des Acetyl-CoA-Wegs ist das
bifunktionelle Enzym CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-Synthase (CO-Dehydrogenase/ACS), das
Acetogene dazu befahigt, neben CO, auch CO als Kohlenstoff- und Energiequelle zu
verwerten. Der Stoffwechselweg besteht dabei aus zwdlf Einzelreaktionen, die in den Methyl-
und den Carbonyl-Zweig unterteilt sind (siehe Abbildung 3.7).



Theoretische Grundlagen

Methyl-Zweig

Carbonyl-Zweig

Formiat-
Dehydrogenase

(ioz/Z[H]

HCOOH

Formyl-THF-
Synthetase

e ATP
s ADP + P,

[CHOJ-THF

Methenyl-THF-
Cyclohydrolase

Acetyl-CoA-
Synthetase/
CO-Dehydrogen

o

[CH]-THF

Methylen-THF-
Dehydrogenase

KZIH]

[CH,]-THF

Methylen-THF-
Reduktase

l/Z[H]

[CH3]-THF
Methyl-Transferase *
[CH3]-[Coenzym]

Acetyl-CoA-
Synthetase/
CO-Dehydrogenase

CO;

| ——2[H]

ase

\j
[CO]

— HSCoA ¢HSCOA<—

Phospho-
transacetylase Pyruvat-
Posz'\ Acetyl-CoA SYnihase o GuHy04
; CO,+2[H] ;
CH3;COO-POs* i Anabolismus i
ADP-....._ beeeooooomnneanees R ;
______ 3| Acetatkinase :
ATP <" :

Aufbau von Biomolekilen
und Zellsubstanz

Abbildung 3.7: Acetyl-CoA/Wood-Ljungdahl-Stoffwechselweg.

Abklrzungen: THF = Tetrahydrofolat; HSCoA = Coenzym A; P; = organisches Phosphat; [H] =
Reduktionsaquivalent; Co-Protein = Corrinoid-Enzym; ATP = Adenosintriphosphat; eckige
Klammern deuten an, dass eine bestimmte Ci-Einheit an einen Co-Faktor oder strukturell mit
einem Enzym verbunden ist (abgeandert nach Drake et al., 2008). Anabole Reaktionen zum
Aufbau von Biomolekilen und Zellsubstanz sind in acetogenen Mikroorganismen nur unzurei-
chend untersucht und sind daher durch gestrichelte Linien nur angedeutet.

CH;COOH

Uber den Methyl-Zweig wird unter Verbrauch von zwei Reduktionséquivalenten zunéchst ein
CO,-Molekil durch das Enzym Formiat-Dehydrogenase zu Formiat reduziert. Formiat wird in
einem weiteren Schritt unter Verbrauch eines Molekils ATP an Tetrahydrofolsdure (THF)
AnschlieRend die
Zwischenstufen Methenyl- und Methylen-THF mit vier weiteren Reduktionsaquivalenten

gebunden. wird  Formyl-Tetrahydrofolat  Uber THF-gebundenen
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schrittweise zu Methyl-THF reduziert. Tetrahydrofolsaure fungiert dabei als Trager der
Methylgruppe. AnschlieRend wird die Methylgruppe des Methyl-THF mit Hilfe einer
Methyltransferase auf das Cobaltatom eines Cofaktor-Vitamin-Bi,-enthaltenden Corrinoid-
Eisen-Schwefel-Proteins (Co-FeS-P) Ubertragen.

Uber den Carbonyl-Zweig wird das zweite Molekil CO, Uber die CO-Dehydrogenase mit Hilfe
von reduziertem Ferredoxin zu einer metallgebundenen Carbonylgruppe reduziert.

Bei der anschlieRenden Synthese des Acety-CoA-Molekiils wird die Methylgruppe und die
Carbonylgruppe Uber das Enzym Acetyl-CoA-Synthetase zusammengefligt und mit Coenzym A
kondensiert. Das entstandene Acetyl-CoA stellt beim Wachstum auf gasférmigen Substraten
den zentralen Vorlaufer fur alle katabolen und anabolen Stoffwechselprozesse dar. Ausgehend
von Acetyl-CoA wird zum einen Uber die Enzyme Phosphotransacetylase und Acetatkinase
Acetat synthetisiert unter Rickgewinnung eines Molekiils ATP zum anderen Pyruvat gebildet
Uber das Enzym Pyruvat-Synthase.

Das Enzym Pyruvat-Synthase ist identisch mit dem aus dem heterotophen Stoffwechsel
bekannten Enzym Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFOR), das die oxidative Decarboxy-
lierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA und CO, katalysiert. Da es auch die Rickreaktion zum
Pyruvat katalysiert, wird es auch Pyruvat-Synthase genannt (Ragsdale, 2003). Dieses Enzym
ist weit verbreitet unter Bakterien und ist sowohl in anabole als auch in katabole
Stoffwechselprozesse involviert. In acetogenen Bakterien verbindet das Enzym PFOR zum
einen die Glykolyse mit dem Acetyl-CoA-Weg (Menon und Ragsdale, 1996) und den Acetyl-
CoA-Weg mit dem unvollstandigen Citratzyklus, der Vorlaufermolekile fir den Anabolismus
bereitstellt (Furdui und Ragsdale, 2000). Viele autotrophe Mikroorganismen verwenden den
reduktiven Citratzyklus zum Aufbau von Zellsubstanz und zur Synthese von Stoffwechsel-
intermediaten. In einigen anaeroben Mikroorganismen wie beispielsweise den Acetogenen ist
dieser Stoffwechselweg unvollstandig (Fuchs und Stupperich, 1978; Eden und Fuchs, 1983).
Der unvollstandige Citratzyklus wird von Acetogenen in beide Richtungen, oxidativ und reduktiv
verwendet, um die Vorldufermolekiile a-Ketoglutarat und Oxalacetat fir die Synthese von
Aminosauren bereitzustellen. Die Einlagerung von Acetyl-CoA aus der autotrophen CO,-
Fixierung in Lipide, Aminosauren, Nukleotide und Zucker konnte fir A. woodii gezeigt werden
(Eden und Fuchs, 1982). Da die anabolen Reaktionen zum Aufbau von Biomolekilen und
Zellsubstanz ausgehend von Acetyl-CoA und Pyruvat in acetogenen Mikroorganismen jedoch
nicht besonders gut untersucht sind (Furdui und Ragsdale, 2000), sind diese Reaktionen in
Abbildung 3.7 durch gestrichelte Linien nur angedeutet.

Die Reduktionsaquivalente werden dabei entweder aus elementarem Wasserstoff Uber das
Enzym Hydrogenase oder aus CO uber das Enzyme CO-Dehydrogenase nach folgenden
Gleichungen bereitgestellt (Képke et al., 2011b; Thauer et al., 1977):
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H2 Hydrogenase 2 H+ +2e” (EO' =-414 mV)
CO + H,0—Co-ehvdregenase . 6, + 2H" +2 e (Eo = -520 mV)

Die Verwendung von CO und H, als Quelle fur Reduktionsaquivalente erlaubt auf Grunde der
signifikanten Unterschiede der Redoxpotentiale ein breites Spektrum an Ressourcen fir die
Produktion von Chemikalien (Sipma et al., 2006). Aul’erdem besitzen einige Acetogene die
Fahigkeit, die Reduktion von CO, zu Acetat in Gegenwart von Elektronen durchzufihren, die
von einer Elektrode bereitgestellt werden. Der Mechanismus des Elektronentransfers von der
Elektrodenoberflache zum Mikroorganismus ist dabei noch unklar (Nevin et al., 2011).

Unter autotrophen Bedingungen muss uber den Acetyl-CoA-Weg nicht nur CO, fixiert, sondern
davon ausgehend auch Energie konserviert werden. Uber die Umsetzung von Acetylphosphat
zu Acetat wird im letzten Schritt des Stoffwechselwegs ein Molekll ATP gewonnen, das fir die
Synthese von Formyl-THF im Methylzweig gebraucht wird. Die Tatsache, dass Uber den Acetyl-
CoA-Weg folglich kein Nettogewinn an ATP durch Substratkettenphosphorylierung méglich ist,
zeigt, dass die Energiekonservierung unter autotrophen Bedingungen streng abhangig ist von
chemiosmotischen Mechanismen, die in Kapitel 3.3.4 genauer beschrieben werden.

3.3.3 Enzymologie von acetogenen Bakterien

In diesem Kapitel soll noch etwas detaillierter auf einige Enzyme eingegangen werden, die
entweder direkt oder indirekt am Acetyl-CoA-Weg beteiligt sind oder diesen mit anderen
Stoffwechselwegen unter autotrophen Bedingungen verknipfen.

Hydrogenasen

Hydrogenasen sind Enzyme, die gasformigen Wasserstoff umsetzen und die Zelle mit
verwertbarer Energie in Form von Elektronen und Reduktionsaquivalenten versorgen (Daniel et
al., 1990). Hydrogenasen sind somit direkt verbunden mit dem Redoxgleichgewicht in der Zelle,
da sie Uberflissige Reduktionsaquivalente in Form von H, auch wieder abgeben kdnnen
(Adams et al., 1981). In vielen Acetogenen liegt das Hydrogenaselevel unter autotrophen
Bedingungen deutlich héher als beim Wachstum auf organischen Substraten und wird durch die
Anwesenheit von Wasserstoff erhéht (Daniel et al., 1990). Fur A. woodii konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Aktivitat der Hydrogenasen auch beim Wachstum auf organischen Substraten
maximal ist, was diesen Organismus befahigt, organische und gasférmige Substrate simultan
zu verstoffwechseln (Braun und Gottschalk, 1981). Die hochste Hydrogenaseaktivitat unter
acetogenen Bakterien konnte fur Thermoanaerobacter kivui bestimmt werden, das gleichzeitig
das schnellste Wachstum auf gasformigen Substraten zeigte (Leigh et al., 1981). Ein bekannter
Inhibitor von Hydrogenasen ist der Bestandteil CO im Synthesegas (Kim et al., 1984). Studien
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mit CO- und H,-haltigem Synthesegas haben gezeigt, dass Wasserstoff im Substratgas erst
verwertet wird, wenn CO verbraucht ist, was auf die Inhibierung der Hydrogenaseaktivitat durch
CO zurtckgefuhrt wurde (Heiskanen et al., 2007).

Ferredoxin

Der physiologische Elektronenakzeptor flir Hydrogenasen in Acetogenen ist Ferredoxin (Adams
et al., 1981). Ferredoxine sind niedermolekulare Eisen-Schwefel-Proteine, die eine wichtige
Rolle im Elektronentransport in einer Vielzahl an Reaktionen des anaeroben Stoffwechsels
einnehmen. Neben der Hydrogenase fungieren sie in Acetogenen ebenso als
Elektronenakzeptor der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase, NADH:Ferredoxin-Oxidoreduk-
tase, Formiat-Dehydrogenase, CO-Dehydrogenase und der Methylen-THF-Reduktase (Biegel
et al., 2010). Auf Grund dieser zentralen Rolle im Energiestoffwechsel ist es flr die Zelle von
entscheidender Wichtigkeit, Ferredoxin in reduziertem Zustand zu halten (Fuchs, 2011).

Carboanhydrase/Acetattransport

Das Enzym Carboanhydrase ist ein Zink-haltiges Enzym, das die folgende reversible Reaktion
katalysiert:

CO, +H,0 - HCO; +H"

Carboanhydrasen sind extrem effiziente Katalysatoren fir die reversible Hydrierung von
Kohlenstoffdioxid und nehmen immer dann eine wichtige physiologische Rolle ein, wenn die
gegenseitige Umwandlung von CO, und HCOj; essentiell ist fir den Organismus (Lindskog et
al., 1971). Zu den physiologischen Funktionen gehéren auflerdem die pH-Homdostase,
erleichterte Diffusion von CO, und der Transport von lonen.

Dieses Enzym konnte in zahlreichen Acetogenen nachgewiesen werden, wobei die
Carboanhydrase aus A. woodii die héchste Aktivitdt aufwies (Braus-Stromeyer et al., 1997).
Acetogene haben unter autotrophen Bedingungen einen hohen Bedarf an CO, sowohl fir
energiekonservierende Mechanismen als auch zur CO,-Fixierung. Daher konnte eine
physiologische Funktion der Carboanhydrase in Acetogenen die Erhéhung des intrazellularen
CO,-Spiegels sein, ahnlich dem Mechanismus der CO,-Aufkonzentrierung in Cyanobakterien
(Aizawa und Miyachi, 1986). Die Tatsache, dass bei Inhibierung des Enzyms in A. woodii durch
die Zugabe des Carboanhydrase-Inhibitors Acetazolamid das Wachstum unter autotrophen
Bedingungen vollstandig gehemmt wurde, zeigt deutlich, dass dieses Enzym eine
entscheidende Rolle einnimmt fir das autotrophe Wachstum von Acetogenen (Braus-Stromeyer
et al., 1997).

Weitere mdgliche physiologische Funktionen der Carboanhydrase in Acetogenen sind die
Regulierung des intrazellularen pH auf Grund der Bildung grofler Mengen an Acetat und die
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Kopplung an einen Acetat/HCOj3-Antiporter (Braus-Stromeyer et al., 1997). Aktiver Transport
von Acetat aus der Zelle konnte flir A. woodii nachgewiesen werden, obwohl die Art des
Transportproteins bis heute ungeklart ist (Boenigk et al., 1989).

3.3.4 Energiekonservierung acetogener Mikroorganismen

Strikt anaerobe Mikroorganismen kénnen Energie nur durch Vergarung organischer Substrate,
durch lonengradienten-getriebene Phosphorylierung und durch Ausschleusung von
Endprodukten gewinnen. Im Allgemeinen ist die Energieausbeute von anaeroben
Stoffwechselwegen jedoch nur ein Bruchteil der Energie verglichen mit aerober Zellatmung
(Mller, 2003). Mikroorganismen, die ihren Stoffwechsel rein durch Vergarung von organischen
Substraten betreiben, koénnen Energie Uber Substratkettenphosphorylierung gewinnen.
Mikroorganismen, die den Acetyl-CoA-Weg zur autotrophen Fixierung von CO, verwenden, sind
hingegen auf chemiosmotische Energiekonservierung angewiesen. Der Acetyl-CoA-Weg ist
dabei der einzige zentrale Weg zur CO.-Fixierung, der zusatzlich zur Konservierung von
Energie dient (Martin, 2011).

Substratkettenphosphorylierung

Obligat fermentative Mikroorganismen sind auf Energiegewinn Uber Substratkettenphos-
phorylierung angewiesen, wobei zwischen 1 und maximal 4 Molekille ATP pro Hexosemolekdil
gewonnen werden kénnen. Acetogene Mikroorganismen hingegen kénnen durch Kopplung mit
zusatzlichen energiekonservierendenen Mechanismen bei der Verwertung von Hexosen die
ATP-Ausbeute auf 4 - 6 Moleklile ATP erhdhen. Die genaue Anzahl der ATP-Molekiile, die
dabei Uber chemiosmotische Prozesse gewonnen werden kann, ist abhangig vom
Bakterienstamm und der Zellumgebung (Verser und Eggeman, 2011).

Chemiosmotische Kopplung

Unter autotrophen Bedingungen wird zusatzliches ATP Uber Mechanismen gewonnen, die man
als chemiosmotische Kopplung bezeichnet. Man versteht darunter die Energiekonservierung
durch Erzeugung eines elektrochemischen Gradienten durch Kopplung von ATP-Synthese mit
membranstandigen lonengradienten. Vorraussetzung hierfir sind ein geschlossenes
Membransystem und Transportproteine fiir lonen tber die Membran (Cyprionka, 2010). Uber
den Acetyl-CoA-Weg werden dabei Reduktionsaquivalente geliefert, die als
Elektronendonatoren fir die membranstandigen Elektronentransportkette dienen.

Alle Acetogene verwenden den Acetyl-CoA-Weg zur autotrophen Fixierung von CO,. Im
Hinblick auf Energiekonservierung unterteilt man sie jedoch in H'- und Na‘-abhangige
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Mikroorganismen. Zu den H'-abhéngigen Mikroorganismen gehort Moorella thermoacetica,
wohingegen der Stoffwechsel von beispielsweise A. woodii von Natriumionen abhangig ist
(Heise et al., 1992).

Der Mechanismus der Energiekonservierung unterscheidet sich dabei nicht nur in der Art des
lonengradienten (H* oder Na*) tber die Zellmembran, sonder auch durch die Beschaffenheit
der membranstandigen Elektronentransportkette. Aktuell sind zwei Arten der Energie-
konservierung bei Acetogenen bekannt, die im Folgenden naher beschrieben werden.

H*-abhéngige Energiekonservierung

Die Fahigkeit, Energie Uber chemiosmotische Mechanismen zu konservieren, setzt
membranstandige Elektronentransportproteine voraus. In Moorella thermoacetica wurden zwei
b-Cytochrome (bsgp, bsss), das Menachinon MK-7 und ein Flavoprotein in der Cytoplasma-
membran identifiziert, die aller Wahrscheinlichkeit nach an Protonen-abhangigen Elektronen-
transportprozessen zur Energiekonservierung beteiligt sind. Die Art der Elektronen-Donator-
Akzeptor-Komplexes ist gegenwartig allerdings noch nicht bekannt. Einige der Enzyme des
Acetyl-CoA-Wegs sind zumindest lose mit der Cytoplasmamembran verbunden, wie
beispielsweise CO-Dehydrogenase, NADH-Hydrogenase und Hydrogenasen genauso wie
madgliche Elektronenakzeptoren wie das Enzym Methylen-THF-Reduktase (Imkamp und Mdller,
2007). Die Tatsache, dass membranstandige CO-Dehydrogenase Cytochrome und Mena-
chinone reduzieren kann, legt die Vermutung nahe, dass der Acetyl-CoA-Weg Uber dieses
Enzym mit der Elektronentransportkette verbunden sein kénnte (Ragsdale und Kumar, 1996). In
Abbildung 3.8a dargestellt ist ein Modell der H'-abhéngigen Energiekonservierung Uber
Cytochrome und Chinone mit moéglichen Elektronendonatoren. Das Modell nimmt an, dass die
Reduktion von Methylen-THF den letzten Schritt in der Elektronentransportkette darstellt
(Muller, 2003). Experimentell konnte dieses Modell jedoch noch nicht bestatigt werden. Der
elektrochemische Protonengradient ermdglicht die Synthese von ATP Uber eine H*-abhangige
F.F,-ATPase. Anaerobe Bakterien bendtigen etwa -60 bis -80 kJ freier Energie, um ein Molekdl
ATP zu synthetisieren (Thauer et al., 1977). Verglichen mit dem freien Reaktionsenthalpie von
etwa -95 kJ/mol bei der autotrophen Acetatbildung kann maximal ein Molekil ATP pro
gebildetes Molekll Acetat Uber chemiosmotische Energiekonservierung gewonnen werden
(Diekert und Wohlfarth, 1994).
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Na*-abhéngige Energiekonservierung

Den Na*-abhéngigen Acetogenen wie beispielweise A. woodii fehlen Cytochrome und Chinone
in der Zellmembran. Es konnte daflir membrangebundenes Corrinoid nachgewiesen werden
(Dangel et al, 1987). Corrinoide sind in der Zellemembran von methanogenen Bakterien an der
Na‘-abhangigen Energiekonservierung durch die Reaktion der Methyltransferase beteiligt
(Gottschalk und Thauer, 2001). Die Tatsache, dass A. woodii ebenso membrangebundenes
Corrinoid enthalt, lasst vermuten, dass die chemiosmotische Energiekonservierung hier
mdglicherweise ahnlich durch Kopplung an das Enzym Methyltransferase ablauft (Schmidt et
al., 2009).

AuRerdem ist nicht nur der Stoffwechsel von A. woodii streng Na*-abhéngig, es wird auch ein
Natriumionengradient Uber die Cytoplasmamembran aufgebaut (Heise et al, 1989).
Experimente mit ruhenden Zellen von A. woodii haben gezeigt, dass diese Zellen einen starken
Na*-Gradienten von -90 mV aufbauen konnen, was einer 40-fach niedrigeren Konzentration an
Natriumionen im Inneren der Zellen entspricht. Es konnte zwar gezeigt werden, dass der Acetyl-
CoA-Weg an einen primaren Natriumionen-Gradienten gekoppelt ist, jedoch nicht, welches
Enzym des zentralen Stoffwechselwegs daran beteiligt ist (Mdller, 2003). Auf der Suche nach
einem Na'-translozierenden Enzym konnte weder die Methyltransferase noch ein anderes
Enzym des Acetyl-CoA-Wegs in der Cytoplasmamembran von A. woodii lokalisiert werden.
Allerdings wurde eine membranstandige Ferredoxin:NAD"-Oxidoreduktase als primares Na®-
Transportprotein identifiziert. Dieses Enzym ist Teil eines membranstandigen Elektronen-
transfer-Komplexes (Rnf) in A. woodii und katalysiert die exergone Reduktion von NAD" durch
Ferredoxin, wobei die freiwerdende Energie in Form eines Na*-Gradienten konserviert wird
(Biegel und Miiller, 2011a). Die reduzierten NAD*-Molekiile kénnen Reduktionsaquivalente fur
den Methylzweig des Acetyl-CoA-Wegs bereitstellen. Der daraus resultierende Na’-Gradient
dient im Folgenden dazu, ATP Uber eine Na'-abhéngige FiF,-ATPase zu synthetisieren. Ein
hypothetischer Mechanismus der Na‘-abhangigen Energiekonservierung durch einen Rnf-
Komplex nach Biegel et al. (2011b) ist in Abbildung 3.8b dargestellt. Dabei ist experimentell
noch ungeklart, wie genau die Energiekonservierung an den Acetyl-CoA-Weg gekoppelt ist.

Hypothetische Energiekonservierung in Clostridium ljungdahlii

Ein dritter Mechanismus der Energiekonservierung in Acetogenen wurde fir C. ljungdahlii
vermutet (Kdpke et al., 2010). C. ljungdahlii gehort zu den H*-abhéngigen Acetogenen und
verfigt auch Uber eine H'-abhangige FiF,-ATPase. Allerdings fehlen diesem Organismus
Cytochrome und Chinone in der Zellmembran, um dariber einen Protonengradienten
aufzubauen wie bei M. thermoacetica vorher beschrieben. Da jedoch Gene fir einen Rnf-
Komplex identifiziert werden konnten, wurde vermutet, dass C. ljungdahlii Gber diesen
membranstandigen Enzymkomplex einen Protonengradienten aufbaut, der wiederum als
Triebkraft fur die ATP-Synthese dient.
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Abbildung 3.8: Hypothetische Mechanismen der Energiekonservierung in acetogenen
Mikroorganismen; (a) H'-abhéngige Energiekonservierung mit der hypothetischen Einbindung
verschiedener Oxidoreduktasen, die Reduktionsaquivalente fir den Elektronentransport
freisetzen; (b) Na'-abhangige Energiekonservierung; NAD" wird durch Ferredoxin reduziert und
stellt somit Reduktionsaquivalente fir den Stoffwechsel bereit unter Ausbildung eines
Na*-Gradient durch einen membranstéandigen Elektronentransfer-Komplex (Rnf); die Erzeugung
eines H'-Gradienten durch den Rnf-Komplex in C. ljungdahlii, wie es von Kopke et al. (2010)
postuliert wird, ist angedeutet (abgeandert aus Imkamp und Muller, 2007; Biegel et al., 2010);
Abklrzungen:

THF = Tetrahydrofolat, Fd = Ferredoxin.

Energiekonservierung durch Endproduktausschleusung

Eine weitere Art der Energiekonservierung neben der Substratkettenphosphorylierung und der
Chemiosmose wurde in Milchsaurebakterien nachgewiesen. Die gleichzeitige Ausschleusung
von Milchsaure mit Protonen-Symport hat die Ausbildung einer protonenmotorischen Kraft zur
Folge, die zur Konservierung von Energie verwendet werden kann (Michels et al., 1979). Emde
und Schink (1987) konnten jedoch zeigen, dass die Ausschleusung von Acetat Uber die
Cytoplasmamembran nicht zur Energiekonservierung von acetogenen Bakterien beitragt.
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3.3.5 Inhibierung durch Acetat/Essigsaure

Bei einer Vielzahl an Produktionsprozessen zur Herstellung von Stoffwechselprodukten
akkumuliert das Produkt im Medium und hat ab einer bestimmten Konzentration einen
inhibierenden Einfluss auf das Wachstum und die Produktbildung. Das Endprodukt Acetat der
autotrophen CO,-Fixierung hat dabei nicht nur einen inhibierenden Einfluss auf einige Enzyme
des Acetyl-CoA-Wegs, sondern bewirkt auch eine Abnahme des pH-Gradienten Uber die
Cytoplasmamembran (Baronofsky et al., 1984). Es wurde beispielsweise gezeigt, dass die fir
den Stoffwechsel unter autotrophen Bedingungen wichtigen Enzyme Pyruvat:Ferredoxin-
Oxidoreduktase und Acetatkinase aus Thermoanaerobacter kivui durch zellinterne
Acetatkonzentration von mehr als 48 g L™ gehemmt werden (Klemps et al., 1987). AuRerdem
wird die Aktivitdt des Enzyms Carboanhydrase aus A. woodii bei einer zellinternen
Konzentration von 6,6 g L™ zu 50 % gehemmt (Braus-Stromeyer et al., 1997). Eine Reduktion
der Aktivitat einzelner Enzyme des Acetyl-CoA-Wegs konnte zu einem verminderten
Kohlenstofffluss durch diesen zentralem Weg und somit zu einer verminderten Acetatbildung
und Energiekonservierung flihren. Ebenso denkbar ware eine Erschdopfung des Coenzmys A
durch Ruckkopplungs-Inhibierung durch das Produkt. Die ansteigende Essigsaurekonzentration
im Medium konnte zudem dazu fihren, das die letzte Reaktion des Acetyl-CoA-Wegs, die durch
die Acetatkinase katalysiert wird, rickwarts |auft, was zu einer Erschépfung des Coenzym A-
Vorrats und somit zum Erliegen der Acetatbildung fihrt (Menzel und Gottschalk, 1985).

Wang und Wang (1984) haben auch gezeigt, dass neben der Essigsadure auch das Acetation
einen inhibierenden Einfluss auf die Bakterienzellen ausubt. Der inhibierende Effekt der
undissoziierten Essigsaure war dabei deutlich gréfier als der des Acetations. Eine vollstandige
Unterdriickung des Wachstums von Moorella thermoacetica erfolgte ab einer Essigsaure-
konzentration von 2,4 - 3,0 g L’ beziehungsweise einer Acetatkonzentration von 48 g L.

Die Dissoziation der schwachen Essigsaure (pKs =4,76) in Lésung wird durch den pH des
Mediums beeinflusst. So liegt die Essigsaure bei niedrigem pH (pH < 4,76) hauptséachlich
dissoziiert vor und bei einem pH groRer als pKs grofitenteils als Acetation. In der Regel
erreichen acetogene Mikroorganismen maximale Wachstums- und Produktbildungsraten bei
neutralem pH, die bei Erhéhung oder Erniedrigung des pH sehr schnell abfallen (Tang et al.,
1989). Acetogene Mikroorganismen, deren pH-Optimum im neutralen Bereich liegt, halten den
pH im Zellinneren etwa 0,6 - 0,8 pH-Einheiten alkalischer als den pH im Medium. Dieser
Gradient wird aufrecht erhalten durch Ausschleusung kleiner geladener Molekiile wie H* oder
Na® durch membranstandige Proteine. Durch Diffusion gelangt undissoziierte Essigsaure in die
Zelle und dissoziiert auf Grund des héheren pH im Zellinneren, was zu einer Erhéhung der
Protonenkonzentration und damit zu einer Entkopplung des transmembranen Protonen-
gradienten fihrt. Diese Entkopplung vermindert die Energetisierung der Zellmembran und
beeinflusst folglich den Energiestoffwechsel der Zelle (Baronofsky et al., 1984). Fir A. woodii
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wird beschrieben, dass dieser Organismus zellintern mindestens 21gL" Acetat toleriert
(Boenigk et al., 1989). Die pH-Homdostase in acetogene Bakterien wahrend der Anreicherung
von Acetat im Medium wurde bis jetzt aber noch nicht genauer untersucht (Rogers et al., 2006).

3.3.6 Toleranz gegeniiber Sauerstoff

Acetogene Bakterien wurden oftmals aus anoxischen Lebensrdumen isoliert, in denen sie
periodisch Sauerstoff ausgesetzt waren und so mit oxidativem Stress umzugehen hatten. Die
Fahigkeit, Acetogenese zu betreiben wird durch die Anwesenheit von O, im Medium nicht
beeinflusst, aber erschwert. Einige Eisen- und Schwefelhaltigen Enzyme des Acetyl-CoA-Wegs,
wie beispielsweise Formiat-Dehydrogenase, CO-Dehydrogenase und Hydrogenase sind extrem
empfindlich gegeniber O, (Drake et al., 2008). Viele der Reaktionen des autotrophen
Stoffwechsels laufen au3erdem nur bei niedrigem Redoxpotenzial ab, das in Anwesenheit von
O,, das einen starken Einfluss auf das Redoxpotenzial des Fermentationsmediums hat, nicht
gewahrleistet werden kann. Acetogene Mikroorganismen kénnen eine Vielzahl an terminalen
Elektronenakzeptoren verwenden und besitzen die Fahigkeit, den Fluss an Reduktions-
aquivalenten vom Acetyl-CoA-Weg umzuleiten auf alternative terminale Elektronen-
akzeptierende Prozesse, die weniger sauerstoffempfindlich sind und bei héherem Redox-
potential ablaufen (Drake et al., 2008). Fir den korrekten Ablauf des Acetyl-CoA-Wegs ohne
Verlust von Reduktionsaquivalenten ist die Aufrechterhaltung von sauerstofffreier Atmosphéare
fur einen Produktionsprozess von entscheidender Wichtigkeit.

Acetogene Mikroorganismen besitzen zudem Mechanismen, um oxidativen Stress in
Anwesenheit von O, in Spuren im Medium zu bewaltigen. Es konnten bei einigen Acetogenen
Enzyme nachgewiesen werden, die fir die Entfernung von O, oder seinen toxischen
Nebenprodukten zustandig sind. Darunter befinden sich die Enzyme NADH-Oxidase,
Peroxidase, Superoxid-Dismutase und Rubredoxin-Oxidoreduktase (Drake et al., 2006). Es
konnte gezeigt werden, dass einige Acetogene die Anwesenheit von bis zu 1 % Sauerstoff im
Medium tolerieren, wobei A. woodii mit 0,3 % O, die niedrigste Toleranz aufwies (Karnholz et
al., 2002).

3.3.7 Einfluss von Medienbestandteilen

Eine ausreichende Versorgung der Bakterienzellen mit Nahrstoffen und Spurenelementen ist
eine Vorraussetzung hohe Wachstums- und Produktbildungsraten. In diesem Kapitel wird die
Bedeutung einiger Komponenten des Mediums fir den Stoffwechsel von acetogenen
Mikroorganismen naher erlautert.
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Hefeextrakt

Hefeextrakt stellt in mikrobiologischen Kultivierungen generell eine vielseitige Nahrstoffquelle
dar. Es enthadlt unter anderem Oligopeptide, freie Aminosduren, Kohlenhydrate, einige
Fettsauren, Cholin, Purine, Pyrimidine sowie einen hohen Gehalt an essentiellen Vitaminen der
B-Gruppe (Fuchs und Schlegel, 2007). Der Inhalt von Hefeextrakt ist chemisch nicht naher
bestimmt und kann je nach Bezugsquelle variieren.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass acetogene Mikroorganismen Hefeextrakt flr das
Wachstum nicht unbedingt bendétigten. Die Anwesenheit von Hefeextrakt hatte jedoch
schnellere Wachstums- und Produktbildungsraten und héhere Zellertrage zur Folge, was zeigt,
dass ein oder mehrere Bestandteile des Hefeextrakts, wie zum Beispiel Vitamine oder
Aminosauren, einen forderlichen Effekt auf das Wachsum der Mikroorganismen ausiben
(Tschech und Pfennig, 1984; Chang et al., 1999).

Spurenelemente

Spurenelemente, wie zum Beispiel Eisen, Selen, Nickel und Kobalt, spielen im Stoffwechsel von
aneroben Mikroorganismen eine wichtige Rolle. Aus diesem Grund ist es von entscheidender
Bedeutung, dass diese Spurenelemente zum Medium gegeben werden, da unzureichende
Mengen dieser Substanzen zu Limitierungen des Wachstums filhren kénnen (Mclnerney und
Gieg, 2004). Auch im Acetyl-CoA-Weg sind eine Vielzahl an Enzymen beteiligt, die Metalle als
Cofaktoren besitzen (Ragsdale und Pierce, 2008).

So enthalten viele Enzyme des Acetyl-CoA-Wegs Eisen-Schwefel(Fe-S)-Cluster, die an
Elektronentransferreaktionen beteiligt sind. Diese Fe-S-Cluster sind beispielsweise enthalten im
Schlisselenzym dieses Stoffwechselwegs, der bifunktionellen CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-
Synthetase (CODH/ACS) sowie in den Enzymen Formiat-Dehydrogenase, Hydrogenase,
Corrinoid-Eisen-Schwefel-Protein und in Ferredoxin (Ragsdale und Pierce, 2008). Somit nimmt
Eisen eine zentrale Rolle im autotrophen Stoffwechsel acetogener Bakterien ein.

Im Schllisselenzym CODH/ACS ist auflerdem Nickel in Form eines Eisen-Nickel-Schwefel-
Clusters enthalten (Drennan et al., 2004). Nickel kann neben Eisen auch in Hydrogenasen
enthalten sein, die im Stoffwechsel von Acetogenen durch Oxidation von Wasserstoff
Reduktionsaquivalente bereitstellen. Formiat-Dehydrogenasen in Acetogenen haben als
Cofaktoren je nach Organismus Selen und Wolfram (Yamamoto et al., 1983). Kobalt spielt eine
wichtige Rolle beim Transfer der Methylgruppen auf das Kobalt-Zentrum des Corrinoid-Eisen-
Schwefel Proteins (Ragsdale und Pierce, 2008).

Die Anwesenheit diverser Metallionen entweder alleine oder in Kombination in den aktiven
Zentren der Enzyme des Acetyl-CoA-Wegs zeigt, dass diese Spurenelemente im Medium in
ausreichendem Male zur Verfigung stehen missen. So konnten Andreesen et al. (1974)
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zeigen, dass die Aktivitat der Formiat-Dehydrogenase in Clostridium formicoaceticum in
Abhangigkeit der Metallionen im Medium um den Faktor 250 variieren kann.

Flr Moorella thermoacetica wird aulierdem berichtet, dass die Erhéhung der Konzentration an
Eisen, Selen und Molybdan eine Erhéhung der Wachstumsrate und der Synthese der Formiat-
Dehydrogenase beim Wachstum auf organischen Kohlenstoffquellen wie Fructose und Glucose
zur Folge hatte (Andreesen et al., 1973). Die Erkenntnis wurde von Schoberth (1977) fir die
autotrophe Kultivierung von A. woodii verwendet, was eine erhdhte Wasserstoffaufnahmerate
der Zellen zur Folge hatte.

Saxena und Tanner (2011) konnten kirzlich zeigen, dass die Ethanolproduktion unter
autotrophen Bedingungen von C. ragsdalei durch Optimierung der Konzentrationen an
essentiellen Metallionen im Medium deutlich gesteigert werden konnte. Durch Messung der
Aktivitaten einiger wichtiger Enzyme flr die Ethanolproduktion konnte zudem Kupfer als
stérendes Element identifiziert werden. Die Erhéhung der autotrophen Ethanolproduktion durch
Optimierung der Konzentration an Metallionen wurde auch patentrechtlich schon festgehalten
fur die acetogenen Mikroorganismen C. ljungdahlii und C. carboxidivorans (Gaddy et al., 2007;
Simpson et al., 2010).

Vitamine

Obwohl einige Acetogene, wie beispielsweise Thermoanaerobacter kivui, ohne den Zusatz von
organischen Spurenelementen auskommen (Leigh et al., 1981), bendtigen viele Acetogene
zusatzliche Vitamine im Nahrmedium.

So spielt beispielsweise Pantothensaure eine wichtige Rolle in der Synthese von Coenzym A,
das in den letzten Schritten des Acetyl-CoA-Wegs hin zum Acetat als Coenzym zum Einsatz
kommt. Ist die Konzentration an Pantothensaure im Medium nicht ausreichend, so verringert
sich die Bildungsrate flr Acetyl-CoA. Eine weitere wichtige Rolle in der autotrophen
Acetogenese spielt Cyanocobalamin (Vitamin Bi;), das einen integralen Bestandteil der
Cobalamin-abhangigen Methyltransferase darstellt (Das et al., 2007). Im Acetyl-CoA-Weg spielt
aulRerdem Tetrahydrofolat (THF) eine wichtige Rolle als Coenzym einiger Enzyme des Methyl-
Zweigs. THF ist ein biochemisches Derivat der Folsaure (Vitamin Bg), das wiederum aus
4-Aminobenzoesaure aufgebaut wird.

Fir einige acetogene Mikroorganismen wurde der Bedarf an essentiellen Vitaminen
beschrieben. So bendtigen zum Beispiel Acetobacterium woodii und Butyribacterium
methylotrophicum Pantothenat (Balch et al., 1977; Moénch und Zeikus, 1983), Moorella
thermoacetica und Moorella thermoautotrophica Nikotinsaure (Lundie und Drake, 1984; Savage
und Drake, 1986) und Eubacterium limosum Biotin, Pantothenat und Liponsaure als essentielle
Medienbestandteile (Genthner et al., 1981).
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Schwefelquelle

Neben Eisenionen wird fir die Synthese von Eisen-Schwefel-(FeS)-Clustern noch Schwefel
bendtigt, das den Mikroorganismen Uber das Medium zugeflihrt werden muss. Um das
Redoxpotential des Mediums zu senken und Reste an Sauerstoff zu entfernen, werden den
Medien fir anaerobe Bakterien schwefelhaltige Reduktionsmittel wie Natriumsulfid und
L-Cystein zugesetzt, die gleichzeitig als Quelle fur Schwefel dienen koénnen (Fuchs und
Schlegel, 2007). So ist laut Agar et al. (2003) die schwefelhaltige Aminosaure L-Cystein die
bevorzugte Schwefelquelle fir die Bildung von FeS-Clustern. Fir ein unlimitiertes Wachstum
von autotrophen Mikroorganismen, die eine Vielzahl an Enzymen mit FeS-Clsutern enthalten,
sollte L-Cystein oder einer alternativen Schwefelquelle in ausreichenden Mengen im Medium
vorhanden sein. Genthner et al. (1981) haben zum Beispiel gezeigt, dass L-Cystein einen
essentiellen Medienbestandteil fiir das acetogenen Bakterium Eubacterium limosum darstellt.

Neben Natriumsulfid und L-Cystein eignen sich noch weitere Schwefelquellen fir das
Wachstum von acetogenen Bakterien. Fir die Kultivierung von Butyribacterium
methylotrophicum und Acetobacterium woodii haben sich dabei unter anderem Sulfit, Thiosulfat
und Dithionit als geeignet erwiesen (Heijthuijsen und Hansen, 1989).

3.3.8 Acetobacterium woodii

Im Rahmen dieser Arbeit kam das acetogene Bakterium Acetobacterium woodii zum Einsatz.
Es wurde erstmals von Balch et al. (1977) aus Meeressediment isoliert und nach Harland G.
Wood benannt, der mafigeblich an der Entschliisselung des Acetyl-CoA-Wegs beteiligt war. Es
handelt sich dabei um 1 -2 um lange, Gram-positive, ovale Stabchen, die meist paarweise
auftreten. Wie in Abbildung 3.9 zu sehen ist, besitzen die Zellen ein oder oder zwei
subterminale Flagellen, die sie zur aktiven Fortbewegung befahigen. Die optimale
Wachstumstemperatur dieses mesophilen Bakteriums liegt bei 30 °C und das pH-Optimum im
neutralen Bereich. Die Zellen sind aber auch bei einem pH bis zu 5,0 noch mehrere Wochen
Uberlebensfahig (Balch et al., 1977).

A. woodii ist in der Lage, sowohl organische Substrate wie Fructose, Glucose, Lactat und
Formiat und verschiedene methoxylierte aromatische Sauren, als auch gasférmige Substrate
wie H, und CO, und auch CO als alleinige Kohlenstoffquelle zu verwenden (Balch et al., 1977,
Bache und Pfennig, 1981; Genthner und Bryant, 1987). Zudem ist dieses Bakterium als einer
der wenigen Vertreter der Acetogenen in der Lage, mixotroph zu wachsen, das heif3t
organische und gasférmige Substrate simultan zu verstoffwechseln (Braun und Gottschalk,
1981). Die Fahigkeit zur Mixotrophie ist neben A. woodii nur fir ein wenig untersuchtes
Acetogen aus dem Darm von Termiten, Spromusa termitida, beschrieben (Breznak und Blum,
1991). Das Endprodukt ist dabei hauptsachlich Acetat. Als alternative Elektronenakzeptoren
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neben CO, kann A. woodii zur Energiekonservierung aromatische Akrylate wie beispielsweise
Caffeat verwenden (Tschech und Pfennig, 1984).

Tum

Abbildung 3.9: Elektronenmikroskopaufnahme von Acetobacterium woodii mit subterminalem
Flagellum (F) und pili-artigen Strukturen (P) (Balch et al., 1977).

A. woodii gehoért zu den Natrium-abhangigen Acetogenen, dessen Energiestoffwechsel und die
Rotation des Flagellums auf einen Natrium-Gradienten Uber die Cytoplasmamembran basiert
(Biegel et al., 2011b; Muller und Bowien, 1995). Dabei wurden mehrere Na®-abhangige
Stoffwechselreaktionen identifiziert und die damit verbundenen Enzyme aufgereinigt und
charakterisiert (Drake et al., 2006). Fur die Acetatbildung von A. woodii auf den gasférmigen
Substraten H, und CO, ist die Anwesenheit von Natrium-lonen unbedingt erforderlich,
wohingegen die Acetatbildung auf Fructose nur eine leichte Abhangigkeit von Na® aufweist
(Heise et al., 1989).

3.4 Kultivierung von Mikroorganismen

Grundsatzlich werden bei Kultivierungen von Mikroorganismen die Betriebsweisen Satz-,
Zulauf- und kontinuierliche Kultivierung unterschieden. Die Kultivierungen im Rahmen dieser
Arbeiten wurden ausschliellich im Satzverfahren durchgefiihrt, das im Folgenden beschrieben
ist. Die mathematischen Beschreibungen sind dabei vorwiegend nach Chmiel (2006)
dargestellt.

3.4.1 Mikrobielles Wachstum

Das Wachstum von Mikroorganismen im Satzverfahren unter begrenztem Nahrstoffangebot,

wobei keine sonstigen Limitierungen oder Inhibierungen vorliegen, kann in sechs Phasen
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unterteilt werden. Diese sind schematisch in Abbildung 3.10 dargestellt. Nachdem sich die
Mikroorganismen in der Verzdgerungsphase an die Wachstumsbedingungen im Medium
gewohnt haben, nimmt die Zellzahl in der Ubergangsphase langsam zu. In der exponentiellen
Wachstumsphase findet maximale Vermehrung der Zellen mit einer maximalen Wachstumsrate
Mmax Statt. Sind eines oder alle Substrate im Medium verbraucht oder kommt es zu einer
Inhibierung des Wachstums durch ein toxisches Stoffwechselprodukt, so kommt es zu einer
Limitierungsphase. Diese geht dann Uber in die stationare Phase, in der die Bakterienzellen
hauptsachlich Erhaltungsstoffwechsel betreiben und die Wachstumsrate gleich der
Absterberate ist. In der anschlieRenden Absterbephase kann es zur vermehrten Autolyse der
Bakterienzellen kommen, in der die Zellen durch die Wirkung von zelleigenen Enzymen lysieren
(Fuchs und Schlegel, 2007).

A
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Abbildung 3.10: Idealisierte Wachstumskurve von Mikroorganismen im Satzverfahren:
Verzdgerungsphase (l), Ubergangsphase (Il), exponentielle Wachstumsphase (lll),
Limitierungsphase (1V), stationare Phase (V), Absterbephase (VI).

3.4.2 Satzverfahren

Im Satzverfahren sind alle nétigen Nahrstoffe im Medium vorgelegt. Es handelt sich in Bezug
auf die Flissigphase um ein geschlossenes System, bei dem keine Flissigkeitsstrome zu- oder
abgeflihrt werden. Trotz des konstanten Eintrags von gasformigen Komponenten in das
Reaktionsmedium spricht man in der Bioverfahrenstechnik von einem Satzverfahren. Die
Zugabe von geringen Mengen an Saure oder Base zur Regelung des pH bleibt in diesem
Zusammenhang meist unberucksichtigt (Chmiel, 2006).

Bei einem idealen Ruhrkesselreaktor wird angenommen, dass auf Grund des Rihrens eine
vollstandige Durchmischung des Reaktors erzielt wird und somit raumlich konstante
Bedingungen bezlglich der Prozessvariablen (Konzentrationen, physikalische Eigenschaften
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des Reaktionsmediums, Reaktionsgeschwindigkeiten) erreicht werden. Dabei lasst sich flr jede
Komponente i eine Massenbilanz formulieren:

d(V-c, .
( ) =r-V (Gleichung 3.6)
dt
Ci = Konzentration der Komponente i, g L
ri = Reaktionsgeschwindigkeit der Komponente i, g L' h'

Im Satzverfahren gilt, dass das Volumen naherungsweise konstant bleibt, daher lasst sich
Gleichung 3.7 weiter vereinfachen zu:

% r (Gleichung 3.7)

3.4.3 Prozessparameter

Fir den Vergleich von Prozessen missen typische Parameter ermittelt werden, die den
Wachstumsverlauf, die Substrataufnahme und die Produktbildung charakterisieren. Zu diesen
Parametern zahlen die Wachstumsrate, zellspezifische und volumetrische Produktbildungsraten
sowie die Substrataufnahmeraten.

Die Wachstumrate p von Mikroorganismen ist wie folgt definiert:

1 dc
p=—:-—=
c, dt

(Gleichung 3.8)

Unter der Annahme, dass die Wachstumsrate in der exponentiellen Phase des Wachstums
konstant ist, erhalt man durch Intergration von Gleichung 3.8:

Cy = Cy, €' (Gleichung 3.9)

Durch Umformung und Logarithmierung von Gleichung 3.9 ergibt sich folgende Gleichung, Gber
die sich die Wachstumsrate durch lineare Regression der Messdaten ermitteln lasst.

In (CX] T (Gleichung 3.10)
CX,O

Die Geschwindigkeit der Substrataufnahme und der Produktbildung lassen sich durch Anderung

der Konzentrationen im Medium unter der Annahme eines konstanten Volumens wie folgt

angeben:
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ro Qg = 9 (Gleichung 3.11)
dt
dc, :
r=Q, = (Gleichung 3.12)
dt
Qs = Substrataufnahmerate, gsustat L' ™'
Qp = Produktbildungsrate, gproqukt L h’

Analog lassen sich die spezifische Substrataufnahmerate qs und die spezifische Produkt-
bildungsrate gp in Bezug auf die im Medium vorhandene Biomassekonzentration definieren:

0 = 01 dgts (Gleichung 3.13)
g, = .9 (Gleichung 3.14)
c, dt
s = spezifische Substrataufnahmerate, gsustrat st D'
ae = spezifische Produktbildungsrate, geroqukt 9t h
Cs = Substratkonzentration, g L™
Cp = Produktkonzentration, g L

Fir Bioprozesse, in denen gasférmige Substrate zum Einsatz kommen spielt die Eintragsrate
des Gases in die Flissigphase eine entscheidende Rolle. Um eine Stofftransportlimitierung zu
vermeiden, sollte die Eintragsrate des Gases zwangslaufig Uber der Aufnahmerate der
gasférmigen Substrate der Zellen liegen. Die Eintragsrate eines Gases in die FlUssigkeit kann
durch Gleichung 3.15 in Abhangigkeit des volumenbezogenen Stofftransportkoeffizienten k_a
und des treibenden Konzentrationsgefélles (c*4- c4) vereinfacht beschrieben werden. Auf den

Gas-Flussig-Stofftransport wird im folgenden Kapitel noch genauer eingegangen.

Gaseintragsrate = kLa-(c; —Cy) (Gleichung 3.15)
k.a = volumenbezogener Stofftransportkoeffizient, s’
c*g = Sattigungskonzentration des Gases im Medium an der Phasengrenzflache, mol L’
Cq = Geléstkonzentration des Gases im Medium, mol L™

Die volumetrische Aufnahmerate eines Gases ist definiert als die von den Bakterienzellen pro
Volumeneinheit aufgenommene Menge an geléstem Gas. Dies kann mittels der spezifischen
Substrataufnahmerate gs nach folgender Gleichung beschrieben werden:

Gasaufnahmerate = qg -C, (Gleichung 3.16)
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3.4.4 Gas-Fliissig-Stoffiibergang in Bioreaktoren
Bedeutung des Gaseintrags fiir mikrobielle Prozesse

Der Eintrag von gasformigen Substraten in das Reaktionsmedium stellt in Bioprozessen ein
essentielle EinflussgroRe auf die Produktionskapazitat des Bioreaktors dar. Die Umsatzraten
der gasférmigen Substrate durch die Zellen bestimmen dabei die Rate, mit der Gas in die
Flissigphase eingetragen werden muss. Im Allgemeinen werden die Umsatzraten in
Prozessen, bei denen nur schwer l6sliche Gase zum Einsatz kommen durch den Gas-FlUssig-
Stofflibergang limitiert (Doran, 2006). Unter Bedingungen, in denen der Stofftransport
limitierend ist, wird Gas mit der maximal mdglichen Kapazitat des Bioreaktors aus der Gas- in
die Flissigphase eingetragen und die Geldstkonzentration des Gases im Medium liegt nahe bei
Null (Doran, 2006). Um eine Stofftransportlimitierung auszuschliel®en, muss die Eintragsrate der
gasférmigen Substrate aus der Gas- in die Flissigphase Uber der Verbrauchsrate der
Mikroorganismen im Bioreaktor liegen.

Der Stofftransport ist von entscheidender Wichtigkeit in Prozessen, bei denen Gase die
Substrate flr den kompletten Stoffwechsel darstellen. In Synthesegas-Fermentationen ist eine
Stofftransportlimitierung daher typischerweise der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
(Mohammadi et al., 2011). Dabei kann eine Stofftransportlimitierung aus zwei Griinden noch
ausgepragter sein im Vergleich zu aeroben Prozessen: zum einen betragen die Ldslichkeiten
von CO und H; bezogen auf die molare Masse jeweils nur 77 % und 65 % der Ldslichkeit von
O, und zum anderen muissen doppelt soviel Gasmolekiile pro Kohlenstoffaquivalent transferiert
werden wie in aeroben Prozessen basierend auf Glucose (Worden et al., 1997).

Transfer von Gasmolekiilen aus der Gasblase zur Bakterienzelle

In biologischen Prozessen missen die Gasmolekiile eine Reihe von Transportwiderstanden
Uberwinden, bevor diese von den Bakterienzelle im Medium verstoffwechselt werden konnen
(siehe Abbildung 3.11):

(1) Transfer vom Kern der Gasblase zur Gas-Flissig-Grenzschicht

(2) Transport Gber die Gas-Flissig-Grenzschicht

(3) Diffusion durch den laminaren Flussigfilm um die Gasblase

(4) Transport durch das gut durchmischte Flussigkeitsgebiet

(5) Diffusion durch den laminaren Flussigfilm um die Bakterienzelle

(6) Diffusion Uber die Zellmembran

(7) Transport intrazellular zu den Reaktionsplatzen
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Grenzschicht

Flussigfilm \\ _

Ort der
Gasreaktion
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Gas-Flussig-Grenzschicht

Abbildung 3.11: Transfer von Gasmolekulen aus der Gasblase durch die FliUssigkeit zur
Bakterienzelle; Beschreibung siehe Text (nach Doran, 2006).

Mathematische Beschreibung des Gas-Fliissig-Stofftransport

In der Literatur finden sich im Wesentlichen drei Modelle zur Beschreibung des Stofftransports
aus der Gas- in die Flussigphase: das Penetrationsmodell, das Oberflachenerneuerungsmodell
und das Filmmodell (Chmiel, 2006). Am haufigsten wird das Zweifilmmodell zur Beschreibung
von Transportphanomenen an Grenzschichten verwendet und soll daher im Folgenden
beschrieben werden.

Bei der sogenannten Filmtheorie geht man davon aus, dass sich an der Phasengrenze
zwischen Gas und FlUssigkeit sofort ein thermodynamisches Gleichgewicht einstellt und sich in
der fluiden Phase eine laminare, stationdre Grenzschicht bildet, wahrend im Kern der Gasblase
und der Flissigphase turbulente Strdomung vorherrscht. In den laminaren Grenzschichten erfolgt
der Stofftransport durch Diffusion, wahrend im turbulenten Bereich konvektiver Stofftransport
mit vernachlassigbaren Konzentrationsgradienten stattfindet.

Die Diffusion an der laminaren Grenzschicht ist abhangig von der Diffusibilitdt des Gases und
der Dicke der Grenzschicht. Das Diffusionsvermégen wird durch den Diffusionskoeffizienten D
charakterisiert, welcher in Luft viel gréRRer ist als in Wasser. Aulderdem ist die Grenzschicht in
Gas viel dunner als in der Flissigphase und daher stellt die laminare flissigseitige Grenzschicht
den Hauptwiderstand des Stofftransports aus der Gas- in die Flissigphase dar. Die laminare
Grenzschicht um die Zelle wird dabei vernachlassigt (Chmiel, 2006).
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Das gasférmige Substrat wird solange aus der Gas- in die Flissigphase transportiert, bis die
Gelostkonzentration ¢4 in der Flissigphase die Sattigungskonzentration c*g erreicht hat. Der
Gasstrom ist nach Gleichung 3.17 proportional zum treibenden Konzentrationsgefille (¢’ - Cg)
fr den Stofftransport und der Flache A, Uber die der Transport stattfindet. Als
Proportionalitatsfaktor wird der Stoffibergangskoeffizient k. eingeflihrt (Doran, 2006).

: Ay . :
Gaseintragsrate =k Vg (Cq—Cy) (Gleichung 3.17)
k. = Stoffubergangskoeffizient der Flissigphase, m s’
Aq = Phasengrenzflache zwischen Gas und Flussigkeit, m?
V = Flussigvolumen im Reaktor, m?

Der Quotient Ag/V steht in Gleichung 3.17 fir eine spezifische, auf das Flussigvolumen
bezogene Stoffaustauschfliche und wird mit a bezeichnet. Fir Bioreaktoren mit
Blasenbegasung sind die beiden GréRen k. und a nicht getrennt voneinander zu ermitteln,
daher werden diese zum volumetrischen Stofftransportkoeffizient k_.a zusammengefasst mit der
Einheit s™ (Hass und Pértner, 2009).

Bezogen auf das gasférmige Substrat H, lasst sich eine Wasserstoff-Eintragsrate definieren, die
in der folgenden Gleichung angegeben ist:

HTR= k.a-(cy, —cy ) (Gleichung 3.18)
HTR = Wasserstoffeintragsrate ("hydrogen transfer rate"), mol L"s”
a = spezifische Gas-Fliissig-Phasengrenzfliche, m* m™

Analog kann eine Kohlenstoffdioxid-Eintragsrate definiert werden:
CTR = k,a-(Cgo, —Cco,) (Gleichung 3.19)

CTR = Kohlenstoffdioxideintragsrate ("carbon dioxide transfer rate"), mol L'

Der volumetrische Stofftransportkoeffizient k a ist ein Mal fur die Effizienz des Gaseintrags und
wird im Wesentlichen durch das Zusammenwirken von Ruhrerdrehzahl und Begasungsrate
bestimmt. Der k a ist fir den Betrieb eines Rihrkesselreaktors von gro3er Bedeutung, da er
eine Aussage darUber trifft, wie gut die Mikroorganismen im Medium mit gasférmigen
Substraten versorgt werden kdnnen. Stellt die Versorgung mit einem gasférmigen Substrat den
limitierenden Faktor dar, so kdonnen uUber die Kenntnis des kia maximale Wachstums- und
Produktbildungsraten, sowie die maximal mégliche Biomassekonzentration abgeschatzt werden
(Hass und Pértner, 2009).
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EinflussgroBen auf den Stofftransport

Die Geschwindigkeit des Gas-Flussig-Stoffibergangs in das Reaktionsmedium wird von
mehreren physikalischen und chemischen Faktoren beeinflusst, die entweder den
flissigseitigen  Stofflibergangskoeffizient k., die Stoffaustauschflaiche a oder den
Konzentrationsgradienten Ac verandern. Eine Erhéhung eines oder mehrerer dieser Faktoren
durch Veranderung der Betriebsbedingungen fiihrt folglich zu einer Erhéhung des Gaseintrags
ins Medium.

Der limitierende Faktor der Geschwindigkeit des Gaseintrags ist die Diffusion des geldsten
Gases durch die laminare Grenzschicht auf der Fliussigkeitsseite. Im Bioreaktor hangt k. von
der Strdmungsgeschwindigkeit, der Geometrie des Reaktorsystems und den Fluideigenschaften
wie Viskositdt und Diffusionsvermoégen ab. Generell resultiert die Verringerung der
Grenzschichtdicke oder die Erhdhung des Diffusionskoeffizienten im laminaren Grenzfilm in
einer Erhéhung von k. und somit in einer Verbesserung des Gaseintrags. Eine Steigerung der
Konvektion Uber intensivere Durchmischung des Mediums und moglicherweise hohere
Gasleerrohrgeschwindigkeit bewirkt dabei eine erhdhte Relativgeschwindigkeit zwischen
Austauschoberflache und Fluidstrdmung, die zu einer Reduzierung der Dicke der laminaren
Grenzschicht um die Gasblasen fihrt. Eine Verringerung des Diffusionswegs durch die
Grenzschicht resultiert in einer Erhéhung von k.. Jedoch kann durch Veranderung der
Betriebsbedingungen in Bioreaktoren die Grenzschichtdicke kaum beeinflusst werden.

Eine maligebliche Erhdhung des Stofftransports kann durch VergroRerung der spezifischen
Stoffaustauschflache erreicht werden, die von der GroRe und Anzahl der Gasblasen im Medium
abhangt. Das Verhalten der Gasblasen wird wiederum von der RUihrerdrehzahl, der
Begasungsrate und der Medienzusammensetzung beeinflusst (Doran, 2006). Ausschlaggebend
ist dabei der volumenbezogene Leistungseintrag, der im Wesentlichen die Turbulenz bestimmt
und damit auch die Dispersion des eingetragenen Gases in mehr oder weniger kleine Blasen.
Bei hohen Rihrerdrehzahlen und demzufolge hohem Leistungseintrag werden die
eingetragenen Gasblasen auf wirksame Weise in kleine Gasblasen mit glnstigerem
Oberflachen/Volumen-Verhaltnis zerteilt und erméglichen somit eine feinere Dispergierung des
Gases in der Flussigphase. Kleinere Blasen besitzen niedrigere Aufstiegsgeschwindigkeiten
und haben dadurch eine langere Kontaktzeit zur Flissigkeit, was den Gasen mehr Zeit gibt,
sich zu l6sen (Bredwell et al., 1999). Da die Stoffaustauschflache fir den Stofflibergang sowohl
vom gesamten Gasvolumen im System als auch von der durchschnittlichen BlasengrofRe
abhangt, werden hohe Stofflibergangsraten bei hoher Verweilzeit erreicht (Doran, 2006). Des
Weiteren kann der kia durch Erhéhung der Begasungsrate beziehungsweise der
Gasleerrohrgeschwindigkeit verbessert werden. Dies ist auf eine erhdhten Gasanteil aufgrund
vermehrter Anzahl fein dispergierter Gasblasen zurlckzuflihren, wodurch die volumen-
spezifische Stoffaustauschflache a vergréRRert wird. Der Effekt der Begasungsrate auf den k.a
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fallt jedoch deutlich geringer aus als der durch Erhéhung des Leistungseintrags (Hass und
Pdértner, 2009).

Der flissigseitige Konzentrationsgradient (c's - cg) stellt beim Gas-Fliissig-Stoffiibergang die
treibende Kraft dar. Eine Erhéhung des Konzentrationsgradienten zwischen Phasengrenzflache
und dem Kern der Flussigphase flihrt damit auch zu erhdhtem Gaseintrag. Dies erfordert eine
Anhebung der Sattigungskonzentration des Gases an der Phasengrenzflache, was erreicht
werden kann durch Erhdéhung des Partialdrucks des Gases im Gasstrom und/oder durch
Erhéhung des Drucks im System.

Die metabolische Aktivitat der Zellen und grof3e Turbulenzen im Reaktionssystem machen den
Einsatz von Antischaummittel in biologischen Prozessen zur Unterdrickung von Schaum-
bildung unvermeidbar. Antischaummittel vermindern die Oberflachenspannung der Flissigkeit
und beeinflussen somit das Koaleszenzverhalten von Blasen. Durch Zugabe von
Antischaummittel kann somit der volumetrische Stoffiibergangskoeffizient deutlich reduziert
werden (Kawase and Moo-Young, 1990).

Messung des volumetrischen Stoffiibergangskoeffizienten k a fiir O,

Da der Gaseintrag in vielen Fallen die limitierende GrofRRe darstellen kann, ist die Kenntnis der
Kapazitat eines Bioreaktors zum Eintrag der gasférmigen Substrate in Abhangigkeit der
eingestellten  Betriebsbedingungen entscheidend. Dabei kann der volumetrische
Stofflibergangskoeffizient Uber stationdre und dynamische Methoden abgeschatzt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit kam als klassische dynamische Messmethode die Stickstoff-
desorptionsmethode (Linek et al., 1989) zum Einsatz, die im Folgenden beschrieben wird.

Dynamische Messmethoden beruhen auf der Messung der zeitlichen Anderung der
Geldstgaskonzentration ¢, in einem bellfteten Reaktor nach Aufpragung einer Anderung der
Sauerstoffkonzentration in der Flissigphase. Dazu wird das zellfreie Medium zunachst mit
reinem Stickstoff begast und somit der Sauerstoff aus der Flissigphase ausgetragen.
Anschlielend findet eine sofortige Umstellung auf Begasung mit Sauerstoff statt, wobei die
Kinetik der Aufsattigung von Sauerstoff im Medium aufgezeichnet wird. Die Messungen kdnnen
sowohl mit Luft als auch mit reinem Sauerstoff durchgefihrt werden, da der Anteil an O, im
Gasstrom generell keinen Einfluss auf die Bestimmung des k a hat. Unter der Annahme idealer
Ruckvermischung der Flissig- und der Gasphase kann folgende Gleichung zur Bestimmung
des ki a aus den Messdaten verwendet werden.
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Co, ~C0,() _ -t (Gleichung 3.20)

CZ)Z - Coz (0)
Co2 = Geldstkonzentration von Sauerstoff, mg L
C*o2 = Sattigungskonzentration von Sauerstoff an der Phasengrenzflache, mg L’

Durch Umstellung und Logarithmierung von Gleichung 3.20 erhalt man die Gleichung einer
Geraden, deren Steigung der volumetrische Stoffliibergangskoeffizient k a darstellt.

o, — 0

In CZ’Z—COZ() = k,a-(t-t,) (Gleichung 3.21)
Co, —Co, (1)

Zur Vereinfachung lassen sich die Konzentrationen gegen das gemessene pO.-Signal

austauschen, so dass der k.a direkt aus der Messung des Sauerstoffpartialdrucks in der

Flissigphase ermittelt werden kann.

Gleichung 3.21 kann allerdings nur verwendet werden, wenn die Ansprechzeit der verwendeten
Sauerstoffelektrode te kleiner ist als der Kehrwert des grofiten zu bestimmenden k,a. Liegt die
Ansprechzeit der Elektrode im Bereich des Kehrwerts des gréfdten zu bestimmenden k a, so
muss tg berlcksichtigt werden (Gaddis, 1999). Demnach ergibt sich folgende Gleichung zur
Bestimmung des k a (Fuchs und Ryu, 1971):

% t
Co, ~Co, (1) - 1 Je™a_t. .kae' (Gleichung 3.22)
Co, —Co, (0) 1-t. -k,a

te = Ansprechzeit der Sauerstoffelektrode, s

Abschitzung des kg a fiir andere Gase als O,

Ist eine direkte Messung des k_a eines Gases nicht mdglich, so kann dieser durch Korrelation
Uber den k a(0O,) ermittelt werden. Der Stoffstrom eines Gases durch die laminare Grenzschicht
ist mit dem 1. Fick'schen Gesetz beschreibbar:

A .
k.a= ] (Gleichung 3.23)
o V
D, = binarer Diffusionskoeffizient eines Gases in der Fliissigphase, m®s™
oL = Dicke der flissigseitigen laminaren Grenzschicht, m

Dabei unterscheiden sich Gase, die durch die Grenzschicht diffundieren, lediglich in ihrem
Diffusionskoeffizienten. Das Flussigvolumen V, die Phasengrenzflache Ay zwischen Gas und
Flissigkeit, sowie die Dicke der laminaren Grenzschicht 5. bleiben dagegen gleich. Ist der k. a
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eines Gases bekannt, so kdnnen die k.a anderer Gase mit Hilfe der entsprechenden binaren
Diffusionskoeffizienten berechnet werden (Léser et al., 2005).
. DHZ,L

DO L

2

k.a(H,)= k,a(0,) (Gleichung 3.24)

Nach der Filmtheorie ist der Stoffibergangskoeffizient k_ proportional zu D,. Kodama et al.
(1976) haben in Untersuchungen zum k a fur Wasserstoff beschrieben, dass experimentell
ermittelte Werte fur k a(H) gut mit Werten tbereinstimmen, die unter der Annahme der Theorie
der Penetration oder Oberflachenerneuerung abgeschatzt wurden. Im Gegensatz zum
Filmmodell liegt diesen beiden Theorien die Annahme zugrunde, dass der flissigseitige
Stoffibergangskoeffizient proportional ist zur Wurzel des Diffusionskoeffizienten D,. Nach Chisti
(2010) ist der Unterschied dieser beiden Korrelationen jedoch gering. Diese in der Literatur
gemachte Beobachtung flur Wasserstoff wird fur die Umrechnungen im Rahmen dieser Arbeit

ubernommen:

k.a(H,)= k.a(0,)- 5 z (Gleichung 3.25)
O,L

2

Abschatzung von Diffusionskoeffizienten

Kodama et al. (1976) zeigten auRerdem, dass experimentell gewonnene k a(H,) besser zu
geschatzten k a(H,) passen, die mit Diffusionskoeffizienten gewonnen wurden, die empirisch
Uber die Wilke-Chang Korrelation abgeschatzt wurden. Diese Erkenntnis wurde fir die
Abschatzung von Diffusionskoeffizienten in dieser Arbeit angewandt.

Diffusionskoeffizienten von Gasen in Flissigkeiten werden haufig Gber die empirische Wilke-
Chang Korrelation nach Gleichung 3.26 abgeschatzt, die auf der Gleichung von Stokes-Einstein
basiert (Wilke und Chang, 1955).

D, = 74-10" —W (Gleichung 3.26)
N, - Vwm

D*12 = geschatzter binarer Diffusionskoeffizient

des geldsten Gases 1 in Losemittel 2, m? s™
b2 = Assoziationsparameter, -
M, = Molekulargewicht des Lésemittels 2, kg kmol™
T = Temperatur, K
2 = dynamische Viskositat des Losemittels 2, cP
Vu = molares Volumen des geldsten Gases 1 beim Siedepunkt von

p = 1,013 bar, cm® mol”



Theoretische Grundlagen 45

Fir das Loésungsmittel Wasser mit einem Molekulargewicht von 18,01528 kg kmol™ betragt der
Wert des empirischen Assoziationsparameters ¢, = 2,6. Die dynamische Viskositat von Wasser
bei einer Temperatur von 30 °C betragt 797,68:10°kgm™s” bzw. 797,68:10°cP. Fir die
molaren Volumina bei normalem Siedepunkt werden zur Berechnung 14,3 cm® mol” fir
Wasserstoff und 25,6 cm® mol™ fiir Sauerstoff eingesetzt.

Die Abschatzung von Diffusionskoeffizienten in verdinnten Lésungen nach Korrelation aus
Gleichung 3.26 ist fur die meisten technischen Fragestellungen mit einem mittleren Fehler von
10 % ausreichend (Wilke und Chang, 1955).

Die abgeschatzten binaren Diffusionskoeffizienten fir Sauerstoff, Wasserstoff und
Kohlenstoffdioxid in Wasser sind in Tabelle 3.4 aufgeflihrt im Vergleich zu Messdaten aus der
Literatur.

Tabelle 3.4: Diffusionskoeffizienten fir O,, H, und CO, in Wasser bei 30 °C (lUber Wilke-Chang
Korrelation abgeschatzt) im Vergleich zu Literaturwerten bei 25 °C.

Gas D, m?s™ D, m?s” Literatur

o 2,7506:10° (30 °C) 2,10-10° (25 °C) Cussler, 2007
H, 3,9009:-10° (30 °C) 4,50-10° (25 °C) Cussler, 2007
CO,  2,3200-10°(30 °C) 1,92:10° (25 °C) Cussler, 2007

Bestimmung von Geléstkonzentrationen von Gasen iiber das Henry-Gesetz

Die Geldstkonzentration von Gasen kann mit Hilfe des Partialdrucks und der Henrykonstante
des Gases uber das Henry-Gesetz in Gleichung 3.27 abgeschatzt werden.

c = Ky -p (Gleichung 3.27)
pi = Partialdruck eines Gases i, bar
Ku; = Henrykonstante des Gases i, mol L bar™

Der Partialdruck eines Gases kann unter der Annahme idealer Gase Uber den Anteil des Gases
im Gasstrom und den Gesamtdruck uber das Dalton-Gesetz berechnet werden.
Pi= %P (Gleichung 3.28)
p = Gesamtdruck, bar

Xi = Anteil des Gases i, -
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EinflussgroBen auf die Henry-Konstante

Die Henry-Konstante ist ein MaR fir die Gasaufnahmefahigkeit einer Flissigkeit. Da diese
Konstante abhangig ist von der Temperatur, wird sie auch als Henry-Koeffizient bezeichnet. Die
Anwesenheit von geldsten Salzen, organischen Sduren und Zuckern in Fermentationsmedien
hat eine signifikante Auswirkung auf die Ldslichkeit von Gasen. Dabei unterscheidet man den
Kosolvent-Effekt und den Aussalz-Effekt. Der Kosolvent-Effekt bewirkt eine Erhdéhung der
Wasserloslichkeit eines Gases in Anwesenheit von organischen Lésemitteln. Die Anwesenheit
von Salzen und Zuckern im Medium reduziert die Gasaufnahmefahigkeit einer Losung, was
zum sogenannten Aussalz-Effekt fihrt.

Die Abhangigkeit der Henry-Konstante von der Temperatur wird durch folgende Gleichung

beschrieben:
62
Ky= K, -€ ' " (Gleichung 3.29)
B = Temperaturkorrekturfaktor, K
Kh.o = Henrykonstante bei Normtemperatur (298,15 K), mol L" bar”

Der Temperaturkorrekturfaktor B steht dabei fir den Quotienten der Ldsungsenthalpie AsqH
und der allgemeinen Gaskonstante R. Der Faktor B hat fir H, und CO, jeweils die Werte 490 K
und 2400 K (Wilhelm et al., 1977). In wassriger Losung bei einer Temperatur von 30 °C
betragen die Henrykonstanten somit fiir Wasserstoff 0,7494-10° mmol L bar’ und fir
Kohlenstoffdioxid 0,2939:10" mmol L™ bar™.

Die Anwesenheit von Elektrolyten und auch der meisten Nicht-Elektrolyten verringern die Gas-
I6slichkeit in Wasser, was zum sogenannten Aussalz-Effekt fuhrt. Dieser Effekt nimmt mit
steigender lonenkonzentration (lonenstarke) in der Lésung zu. Der Einfluss von Salzen im
Medium kann dabei Uber Gleichung 3.30 nach Sechenov beschrieben werden (Schumpe,
1993):

C .
log (ﬂj = KS.cq (Gleichung 3.30)
Cs
CG,0 = Gaskonzentration in reinem Wasser, mol L™
Co = Gaskonzentration in der Salzldsung, mol L
K> = Sechenov-Konstante , L mol
Cs = Konzentration des Salzes, mol L

Die Sechenov-Konstante K° ist sowohl spezifisch fiir das Gas als auch fiir das Salz und zeigt
eine Abhangigkeit von der Temperatur. Um die Werte der Gasloslichkeit in Wasser fur die
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Effekte verschiedener Kationen und Anionen zu korrigieren, kann diese Konstante Uber
empirische Modelle abgeschatzt werden.

C .
log ( CG’OJ =>'(h; +hg)-c, (Gleichung 3.31)
G
h; = ionen-spezifischer Parameter, L mol”
he = gas-spezifischer Parameter, L mol™
Cs = Konzentration des lons i, mol L

Die Temperaturabhangigkeit der Sechenov-Konstanten wurde in folgender Gleichung

berlcksichtigt:
hg =hgo +hy - (T —298,15K) (Gleichung 3.32)
heo = gas-spezifischer Parameter bei 298,15 K, L mol”
hr = gas-spezifischer Parameter (Temperatureffekt), L mol” K

In der Literatur sind die hi-Parameter fiir verschiedene Kationen und Anionen und die hg-
Parameter flir diverse Gase bei einer Referenztemperatur von 298,15 K tabelliert
(Weisenberger und Schumpe, 1996). Aufgrund des Einfluss der lonenstarke kann die
Gasloslichkeit in einem typischen Fermentationsmedium zwischen 5 und 25 % niedriger sein
als in reinem Wasser (Doran, 2006).

Kohlensaure und Carbonate

Das in der Flussigphase geldste Kohlenstoffdioxid steht im Gleichgewicht mit Kohlensaure:
CO, +H,0 + H,CO,

Das Gleichgewicht liegt dabei weitgehend auf der Seite von CO,, etwa 99,8 % des geldsten
Kohlenstoffdioxids liegen als physikalisch geléste CO,-Molekile vor. Kohlensaure ist eine
mittelstarke Saure, da aber nur wenige CO,-Molekile mit Wasser zu Kohlensaure reagieren,
wirkt die Gesamtlésung als schwache Saure (Riedel, 2004). Kohlensaure dissoziiert in Losung
zu Hydrogenkarbonat, was wiederum in einer zweiten Dissoziationsstufe mit Karbonat im
Gleichgewicht steht:

H,CO, +H,0 « HCO; +H,0"
HCO; +H,0 <> CO; +H,0"
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Die Dissoziationskonstanten sind dabei definiert als (Werte bei 25 °C):

¢(H;0")-¢(HCO;) _c(H;0")-c(HCO;)

= (Gleichung 3.33)
c(CO,)+c(H,CO;) c(CO,)

Kg, =107%%M =

c(H,0")-¢(CO%)

(Gleichung 3.34)
c(HCO;)

KS’2 — 10—10,33M —

Der Anteil der Kohlensaureformen ist dabei abhangig vom pH, was in Abbildung 3.12 graphisch
dargestellt ist.

0,1 ;

Molanteile der Kohlensaureformen

0,01 1
0,001 ;
0,0001 !
4 6 8 10 12
pH

Abbildung 3.12: Kohlensaureformen als Funktion des pH (pKs+ = 6,35, pKs, = 10,33 bei T =
25 °C; Lide, 2007).

Per Definition ist die pH der negative dekadische Logarithmus der Konzentration an H;O"-lonen
in Wasser:

pH=-log(c(H;O0")) (Gleichung 3.35)

Durch Umformung von Gleichung 3.33 kann bei thermodynamischem Gleichgewicht die
Konzentration an Hydrogencarbonat HCOj in der LOsung berechnet werden.

Ks1-c(CO,)

K
c(HCO;) = 10 (Gleichung 3.36)
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3.5 Leistungseintrag

Durch die Drehbewegung des Rihrorgans erfolgt ein mechanischer Leistungeinstrag bei
Kultivierungen im RuUhrkesselreaktor. Der Leistungseintrag kann Uber die Leistungs- oder
Newton-Zahl (Ne) dimensionslos liber folgende Gleichung beschrieben werden.

P= Ne-&§-n°-d° (Gleichung 3.37)

mechanischer Leistungseintrag, W
Dichte, kg m™

= Rihrerdrehzahl, min™

Q - o T
1l

= Durchmesser des Rihrers, m

Im Bereich turbulenter Stromung ist die Newton-Zahl im bewehrten Ruhrkesselreaktor konstant
und nur vom eingesetzten Ruhrorgan und und der Reaktorgeometrie abhangig (Zlokarnik,
1999). Laut Zhou und Kresta (1996) wurde fir den eingesetzten 6-Blatt-Scheibenrihrer
("Rushton"-Turbine) eine Newton-Zahl von 5,4 im Rihrkessel mit Strémungsbrechern ermittelt.

Der mechanische Leistungseintrag in begasten Rihrkesselreaktoren ist zudem abhangig vom
Gasgehalt der Flissigphase. Mit steigendem Gasvolumenstrom sinkt der mechanische
Lesitungseintrag. Das Verhaltnis des zugefiihrten Gases zur Rihrerdrehzahl wird

wiedergegeben durch die dimensionslose Begasungszahl Q.

V .
Q= —5; (Gleichung 3.38)
n-d
Ve = zugefihrter Gasvolumenstrom, L min”'

Der Gaseintrag in das Reaktionsmedium flhrt zu einem Abfall der Newton-Zahl, der fiir 6-Blatt-
Scheibenrihrer durch folgende Gleichung beschrieben werden kann (Zlokarnik, 1973):

Ne =15+ (0,5-Q%®® +1600 - Q*°)™ (Gleichung 3.39)
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4 Material und Methoden

In diesem Kapitel soll auf die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Methoden eingegangen
werden. Eine Liste der eingesetzten Gerate, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien ist im
Anhang (Kapitel 12) zu finden.

4.1 Acetobacterium woodii Stamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Grofdteil der Kultivierungen mit dem Wildtyp-Stamm
Acetobacterium woodii DSM 1030 durchgefthrt, der von Prof. Durre der Universitat Ulm zur
Verfigung gestellt wurde.

Im Laufe dieses Projekts wurde der eingesetzte Bakterienstamm beim Kooperationspartner, der
Universitat Ulm (Institut fur Mikrobiologie und Biotechnologie) im Rahmen der Doktorarbeit von
Melanie Straub genetisch verandert. Durch gemeinsame Hochregulation von Enzymen des
Acetyl-CoA-Wegs sollte der Kohlenstofffluss durch diesen Stoffwechselweg und somit die
Acetatbildungsrate erhéht werden. Dabei wurden folgende zwei Strategien verfolgt:

- Uberexpression der vier THF (= Tetrahydrofolat)-abhangigen Enzyme Formyl-THF-
Synthetase, Metheny-THF-Cyclohydrolase, Methylen-THF-Dehydrogenase und
Methylen-THF-Reduktase des Methylzweigs des Acetyl-CoA-Wegs

- Uberexpression der Phosphotransacetylase und der Acetatkinase des Acetyl-CoA-
Wegs

Die Genomsequenz von A. woodii war zwar schon sequenziert (Schmidt, 2011), stand zum
Zeitpunkt der Arbeiten o6ffentlich aber noch nicht zur Verfiugung. Daher wurden fir die
Hochregulation der genannten Enzyme die Gensequenzen aus einem anderen acetogenen
Organismus, Clostridium ljungdahlii DSM 13528 entnommen, dessen Genomsequenz
veroffentlicht wurde (Kopke et al., 2010). Dazu wurden die Sequenzen auf dem Plasmid
pJIR750 in A. woodii transformiert, das als Markergen eine Resistenz gegentber Thiamphenicol
besitzt. Als Kontrollstamm diente A. woodii tranformiert mit dem Leerplasmid pJIR750. Die
eingesetzten Stamme sind in Tabelle 4.1 aufgefuhrt.
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Tabelle 4.1: Auflistung der rekombinanten A. woodii Stamme.

Stammbezeichnung Attribute
pJIR750 Kontrollstamm mit Leerplasmid
pJIR750_THF Uberexpression der vier THF-abhangigen Enzyme Formyl-THF-Synthetase,

Methenyl-THF-Cyclohydrolase, Methylen-THF-Dehydrogenase und
Methylen-THF-Reduktase aus C. ljungdahlii

pJIR750_pta-ack Uberexpression der Phosphotransacetylase (pta) und Acetatkinase (ack)
aus C. ljungdahlii

4.2 Medien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Medien flr die Kultivierung von A. woodii eingesetzt.

DSMZ 135

Das Medium DSMZ 135 wurde von der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen fir die Kultivierung von A. woodii vorgeschlagen. Die Herstellung und die
Zusammensetzung des Mediums sind im Anhang in Kapitel 13.2 aufgefuhrt. Alle in
Zusammenhang mit der Kultivierung des strikt anaeroben Bakteriums A. woodii verwendeten
Medien und Medienzusatze wurden vor dem Einsatz anaerobisiert und sterilisiert. Die Vorlage
von L-Cystein und Natriumsulfid als Reduktionsmittel im Medium diente zudem zur Schaffung
einer geeigneten anaeroben Atmosphare durch Bindung verbliebener Spuren von Sauerstoff
und Absenkung des Redoxpotentials (Fuchs und Schlegel, 2007). Zur Uberpriifung der
Abwesenheit von Sauerstoff konnte der Redoxfarbstoff Resazurin in der Konzentration 1 mg L™
zum Medium gegeben werden. Ist molekularer Sauerstoff vorhanden, so besitzt das Medium
eine rosa Farbung, ansonsten bleibt das Medium farblos. Dieser Indikator wurde jedoch nicht
standardmallig eingesetzt.

DSMZ 135H

Das Medium DSMZ 135H ist eine abgewandelte Form des Mediums DSMZ 135. Um ein
reichhaltigeres Medium flr autotrophe Kultivierungen im Laborrihrkesselreaktor zu erhalten,
wurden die Konzentrationen an Hefeextrakt, Vitaminen und Spurenelementen im Vergleich zum

ursprunglichen Medium verdoppelt.
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DSMZ 135HF

Fir eine ausreichende Versorgung der Bakterienzellen mit Eisen(ll)-lonen wurde 25 mg L™
FeSO47 H,O zum Medium DSMZ 135H gegeben. In dieser Arbeit wird dieses Medium als
DSMZ 135HF bezeichnet.

Als Kohlenstoffquelle wurde medienunabhangig Fructose in der Konzentration 10g L™
standardmaRig eingesetzt. Zur Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks wurde bei der
Kultivierung von gentechnisch veranderten A. woodii Stammen das Antibiotikum Thiamphenicol
in der Konzentration 20 mg L™ eingesetzt.

4.3 Analytische Methoden

4.3.1 Bestimmung der Optischen Dichte und der Biotrockenmassekonzentration

Die optische Dichte (OD) von Zellsuspensionen wurde mittels Einstrahlspektrophotometer bei
einer Wellenlange von 600 nm gemessen. Die Biomassekonzentration ist linear zur
gemessenen OD und kann tber Gleichung 4.1 Gber einen Korrelationsfaktor berechnet werden.

c,=f -0OD (Gleichung 4.1)
Cx = Biomassekonzentration, g L™
f, = Korrelationsfaktor, g L™
oD = Optische Dichte bei 600 nm, -

Zur Ermittlung des Korrelationsfaktors wurden 1,5 mL Zellsuspension in ein ausgewogenes
Reaktionsgefal Uberfiihrt, bei 13.000 min™ fir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde anschlieend fir mindestens 48 Stunden bei 80 °C getrocknet
und ausgewogen. Der Korrelationsfaktor fiir den Wildtyp-Stamm von A. woodii wurde ermittelt
zu0,5gL™".
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4.3.2 Analytik des Kulturiiberstandes mittels HPLC

Die Bestimmung des Substratverbrauchs an Fructose, die Bildung der Produkte Acetat und
Formiat und der Verbrauch und die Bildung von Aminosauren im Kulturiiberstand wurde mittels
Hochleistungs-Flissig-Chromatographie (HPLC) durchgefihrt. Dazu wurden Proben aus
Kultivierungen gefiltert (RC-Filter, Porengrofie: 0,22 ym), Gber HPLC gemessen und die
Konzentrationen (ber externe Kalibrierungen bestimmt. Die Analyse der Aminosauren wurde
nur in ausgewahlten Fermentationsproben durchgefihrt.

Die Details zur Messmethode und und die Geratespezifikationen sind im Anhang in Kapitel 13.3
aufgeflhrt.

4.3.3 Bestimmung der Ammoniumkonzentration

Die Bestimmung der Ammoniumkonzentration erfolgte photometrisch bei 340 nm mit einem
enzymatischen Test (Ammoniak UV Test, Nr. 11 112 732 035, R-Biopharm) nach Angaben des
Herstellers. Die eingesetzten Volumina wurden fir den Einsatz in einer Mikrotiterplatte
modifiziert. Die genaue Durchfiihrung des Tests ist in Kapitel 13.4 im Anhang beschrieben.

4.4 Kultivierung von Acetobacterium woodii

Acetobacterium woodii zahlt zu den strikt anaeroben Mikroorganismen, daher wurden alle
Arbeitsschritte unter Einhaltung strikt anaerober Bedingungen mittels spezieller Anaerob-
techniken durchgeflihrt, die von Hungate und Macy (1973) entwickelt wurden. Dies beinhaltete
die Medienherstellung, Ernte der Vorkultur und Vorbereitung des Inokulums fir Kultivierungs-
versuche. Dazu kam eine Anaerobwerkbank aus flexibler Polyvinylchlorid-Folie zum Einsatz,
die in Abbildung 4.1 dargestellt ist. Die Stickstoff-Atmosphare im Inneren der Anaerobwerkbank
ermoglicht das Arbeiten mit strikt anaeroben Mikroorganismen. Eindringende Sauerstoff-
molekule wurden durch konstante Umwalzung der Gasatmosphare Uber Palldium-Katalysatoren
in Anwesenheit geringer Konzentrationen an Wasserstoff im Gas (< 5 %) entfernt. Die dabei
entstehende Luftfeuchte wurde durch Trockenmittel gebunden. Zur Uberwachung der
Gasatmosphare innerhalb der Werkbank diente ein Gasmessgerat fir O, und H, im
ppm-Bereich. Keimfreie Bedingungen wurde durch eine HEPA-Filtereinheit geschaffen (Speers
et al., 2009). Ebenso wurden alle im Folgenden beschriebene Kultivierungen in Septumflaschen
und Laborrihrkesselreaktoren unter sauerstofffreier Atmosphare durchgefiihrt.
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Abbildung 4.1: Anaerobwerkbank mit integriertem 48-fach Parallelriihrkesselreaktorsystem im
Milliliter-Mafstab:;

(1) Geblase mit Palldium-Katalysatoren/HEPA-Filtereinheit, (2) gro3e und kleine Rundschleuse,
(3) 48-fach Parallelriihrkesselreaktorsystem flr die autotrophe Kultivierung von strikt anaeroben
Mikroorganismen, (4) Thermostat fir die Temperierung des Reaktionsmediums,
(5) Kihlelement fir die Kiihlung des Kopfraums des Parallelriihrkesselreaktorsystems.

4.41 Stammbhaltung

Kulturen von A. woodii wurden permanent in Flissigkultur bei 30 °C in Hungate-Kulturréhrchen
gehalten. Die Stammbhaltung erfolgte alle drei bis vier Tage durch 10 %-iges Uberimpfen in
frisches Medium. Gefrierkulturen wurden hergestellt durch Abzentrifugation einer exponentiell
wachsenden Kultur (50 mL) und Aufnahme des Pellets in 1 mL Saccharoseldsung (120 g L™).
Gelagert wurden die Gefrierkulturen bei -80 °C. Eine Wiederanzucht von Gefrierkulturen
erfolgte durch Zugabe von 5 mL angewarmtem Medium und Anfertigen einer Verdiinnungsreihe
der Kultur.

4.4.2 Kultivierung in Septumflaschen

Kultivierungen in Septumflaschen wurden fir die Anzucht von Vorkulturen fir Kultivierungen in
Laborriihrkesselreaktoren und flir Vorversuche unter hetero- und autotrophen Bedingungen
verwendet. Dazu wurden Septumflaschen unter anaerober Atmosphéare mit sauerstofffreiem
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Medium befillt und sterilisiert. Als Kohlenstoffquelle flir heterotrophe Versuche und die
Vorkulturherstellung wurden standardméRig 10 g L™ Fructose verwendet.

Die Herstellung von Vorkulturen erfolgte mehrstufig durch 10 %-iges Uberimpfen einer Kultur in
der spaten exponentiellen oder frihen stationdren Wachstumsphase mit Hilfe von
Einwegspritzen, so dass flr die jeweiligen Versuche ausreichend Inokulum zur Verfliigung
stand. Die Vorkulturen wurden nach etwa 24 Stunden durch anaerobe Zentrifugation (4500 g,
20 °C, 10 min) vom Medium getrennt und das Pellet im gewiinschten Volumen an frischem
Medium resuspendiert. Das Uberimpfen der Kulturen in die jeweiligen Systeme erfolgte anaerob
mit Hilfe von Einwegspritzen.

Vorversuche in Septumflaschen wurden in 1 L-Septumflaschen mit einem Fillvolumen von
200 mL durchgefiihrt. Fir heterotrophe Wachstumsversuche wurde 10gL™" Fructose
eingesetzt. Fur autotrophe Wachstumsversuche wurde die Gasatmosphare in der Flasche steril
ausgetauscht gegen die jeweilige Substratgasmischung und diese mit einem Uberdruck von
etwa 1 bar beaufschlagt. Wachstumsversuche in Septumflaschen wurden mit einer Biomasse-
konzentration von 0,1 g L™ gestartet.

4.4.3 Parallele Satzkultivierung im MillilitermaRBstab

Vorversuche fir die Kultivierung im Litermallstab wurden in einem System aus 48-fach
parallelen Rihrkesselreaktoren im Millilitermal3stab durchgefiihrt, das am Lehrstuhl fir
Bioverfahrenstechnik entwickelt wurde. Dieses System wurde einerseits dazu verwendet, um
Einflisse variierender Konzentration einzelner Medienbestandteile auf das Wachstum und die
Produktbildung zu ermitteln und andererseits um unterschiedliche Bakterienstamme
vergleichend zu kultivieren.

48-fach System aus parallelen Riihrkesselreaktoren im MillilitermaRstab

Im Bioreaktorblock sind 48 Einweg-Bioreaktoren aus Polystyrol mit einem Arbeitsvolumen von
8 - 16 mL angeordnet in acht Reihen mit jeweils sechs Reaktoren, die parallel betrieben werden
kdénnen (Abbildung 4.2). Auf den Bioreaktorblock sitzt eine autoklavierbare Sterilgasab-
deckung, die 48 auf Hohlachsen gelagerte Rihrorgane enthélt, die Uber ein zentrales
Antriebssystem innerhalb des Reaktorblock magnetisch-induktiven mit einer Geschwindigkeit
von 500 - 3000 min™ angetrieben werden. Uber das gas-induzierende Riihrorgan wird bei
ausreichend hoher Drehgeschwindigkeit (~ 1700 - 1800 min™") Gas iiber die Hohlachse aus dem
Kopfraum des Reaktors angesaugt und fein im Medium dispergiert. Dabei kénnen k.a fur
0, > 0,4 s erreicht werden (Puskeiler et al., 2005). Uber die Sterilgasabdeckung wird zum
einen die Gasversorgung der Reaktoren realisiert, indem steriles Prozessgas Uber eine zentrale
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Gaszufuhr in den Kopfraum der Reaktoren geleitet wird. Zum anderen wird durch Ausstrémen
des sterilen Prozessgases lUber Bohrungen zur Probenahme im Deckel die Sterilitat im System
aufrechterhalten. Der Bioreaktorblock ist mit zwei Warmetauschern versehen, die Uber externe
Gerate betrieben werden. Unterhalb der Sterilgasabdeckung befindet sich eine Kiihleinrichtung,
Uber die durch Abklhlung des Kopfraums Feuchtigkeit kondesiert und somit die Verdunstung
des Reaktionsmediums vermindert wird. Im unteren Teil des Blocks wird Uber einen zweiten
Warmetauscher das Reaktionsmedium temperiert. Aulerdem ist der Reaktorblock ausgestattet
mit einem System zur Rihrerausfallerkennung mit Hilfe von Hall-Sensoren.

Abbildung 4.2: 48-fach Paralleliihrkesselreaktorsystem;

(1) Reaktordeckel mit 48 gas-induzierenden Rihrorganen auf Hohlachesn, (2) Kopfraum-
kihlung zur Reduktion der Verdunstung, (3) Warmetauscher zur Temperierung des Mediums.

Parallelsystem fiir die hetero- und autotrophe Kultivierung von strikt anaeroben
Mikroorganismen unter kontrollierter Gasatmosphare

Fir die Kultivierung von strikt anaeroben Bakterien wurde dieses Parallelsystem unter
kontrollierter Gasatmosphare in der in Abbildung 4.1 gezeigten Anaerobwerbank installiert. Das
Bioreaktorsystem ist Uber gasdichte Durchfihrungen mit den Peripheriegeraten auf3erhalb der
Werkbank verbunden. Fir die Temperierung des Reaktionsmediums sorgt ein
Umwalzthermostat und fir die Kiihlung des Kopfraums ein Durchlaufkiihlelement. Begast wird
das Parallelsystem (ber eine Gasmischstation mit einer individuell einstellbaren Gasmischung
aus Stickstoff, Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid. Das Abgas aus den Reaktoren wurde Uber
eine 48-fache Absaugvorrichtung, die auf dem Reaktordeckel liegt, Uber eine Vakuumpumpe
direkt der Sonderabluft auRerhalb der Werkbank zugefiihrt. Um das Gasvolumen in der
Anaerobwerkbank nicht zu verandern, wurde das abgesaugte Gasvolumen lber ein Nadelventil
in der Absaugleitung gleich dem Volumen des lber die Gasmischstation zugefiihrten Gases
eingestellt.
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Kultivierung im Parallelreaktorsystem

Die Kultivierungen erfolgten mit einem Startvolumen von 12 mL, einer Kultivierungstemperatur
von 30 °C, einer Temperatur von 4 °C fir die Kiihlung des Kopfraums und einer Rihrerdrehzahl
von 2800 min™'. Die Begasung des Kopfraums erfolgte mir einer Rate von 48 L h™", was einer
Begasungsrate von 1L h" pro Reaktor entspricht. Bei autotrophen Wachstumsversuchen
wurde das System mit einer Mischung aus 80 % Wasserstoff und 20 % Kohlenstoffdioxid
begast, bei Versuchen auf 10g L™ Fructose wurde rein mit Stickstoff begast. Da die
Acetatbildung von A. woodii laut Buschhorn et al. (1989) abhangig ist von Kohlenstoff-
dioxid/Bicarbonat im Medium, wurden die Wachstumsversuche auf organischen Kohlenstoff-
quellen mit einem Anteil von 20 % Kohlenstoffdioxid im Medium durchgefihrt, um den
Bicarbonat-Puffer im Medium aufrechtzuerhalten. Da das Parallelriihrkesselreaktorsystem fir
die Kultivierung von strikt anaeroben Mikroorganismen in einer Anaerobwerkbank unter
kontrollierter Gasatmosphare installiert wurde, sind in diesem System nur pH-unkontrollierte
Kultivierungen maoglich.

Vor Start des Versuchs wurden die Medien mit der Prozessgasmischung fir etwa 0,5-1h
begast zur Ausbildung des Kohlensauregleichgewichts und der pH mit Schwefelsaure (10 %)
eingestellt. Zur Unterdriickung der Schaumbildung wurde Polypropylenglykol (PPG) in der
Konzentration 10 yLL"' zum Medium gegeben. Alle Kultivierungen wurden mit einer
Biomassekonzentration von 0,1 g L™ gestartet und liefen fiir 48 Stunden. Nach Versuchsende
wurde die Optische Dichte in den einzelnen Reaktoren bestimmt und Proben genommen zur
Bestimmung der Konzentration der Metabolite mittels HPLC. AuRerdem wurden die Reaktoren
bei Versuchsende gewogen zur Bestimmung des verdunsteten Wassers. Die ermittelten Werte
fur die Biomassekonzentration und die gebildeten Metabolite wurden anschlieliend anhand des
verdunsteten Volumens korrigiert. Im Parallelansatz wurde immer mindestens im
Dreifachansatz gearbeitet.
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4.4.4 Satzkultivierung im Laborriihrkesselreaktor im LitermaRstab

Fir anaerobe Kultivierungen im Satzverfahren im Litermalstab wurde ein Labor-
Ruhrkesselreaktor (Labfors, Infors GmbH) verwendet mit einem Nominalvolumen von 2 L. Der
Versuchsaufbau ist in Abbildung 4.3 zu sehen, die Geratespezifikationen sind im Anhang in
Tabelle 13.20 aufgefiihrt.

Riihrkesselreaktor im LitermaBstab

Der Rihrkesselreaktor war ausgestattet mit Sonden zur Messung von pH und Temperatur,
sowie einem Probenahmesystem zur schnellen Probenahme ohne Totvolumen und wurde Uber
einen Doppelmantel im Glasgefald temperiert. AuRerdem befand sich eine Drucksonde im
Reaktordeckel, Uber die ein Druckhalteventil in der Abgasleitung gesteuert wurde und der
Riihrkesselreaktor mit einem Uberdruck von 0,8 bar betrieben werden konnte. Die Begasung
des Reaktors erfolgte Uber eine Gasmischstation, wobei manuell Gasgemische aus Stickstoff,
Wasserstofff und Kohlenstoffdioxid eingestellt werden konnten. Die Gasmischung wurde mit
einer Rate von 30 L h™ {iber ein Tauchrohr steril in den Reaktor eingeleitet und durch zwei
Sechs-Blatt-Scheibenrthrer (Rushton-Turbinen) im Medium dispergiert, die im Abstand von
1,5 und 7,0 cm vom unter Ende der Welle angebracht waren. Die Partialdriicke der einzelnen
Gase am Eingang des Reaktors wurden durch Variation der Gaszusammensetzung und des
Drucks im System eingestellt. Die Tempertaur des Mediums betrug 30 °C und die
Riihrerdrehzahl wurde zwischen 400 und 1500 min™" variiert. Fiir die optimale Durchmischung
des Reaktionsmediums war der Reaktor mit drei Stromungsbrechern ausgestattet. Zur
Minimierung der Verdunstung des Reaktionsmediums verlieR das Abgas den Reaktor utber
einem Ruckflusskondensator, der auf eine Temperatur von 14 - 16 °C gekihlt wurde. Die
Konzentration an Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid im Abgas wurde fiir ausgewahlte Versuche
Uber einen Mikro-Gaschromatographen bestimmt, was im Anhang in Kapitel 13.5 beschrieben
ist. Uber die Messung des Abgasvolumenstroms mit einem Durchflussmessgerat konnten die
Verbrauchsraten der einzelnen Gase durch die Mikroorganismen ermittelt werden. Um die
Messgerate im Abgasstrom des Reaktors vor kleinen Partikeln un evtl. aus dem Reaktor
austretendem Schaum zu schitzen, befand sich ein Sterilfilter mit einer Porengrofle von
0,45 ym und eine 2 Liter-Schaumfalle in der Abgasleitung.

Kultivierung im Laborriihrkesselreaktor

Der Ruhrkesselreaktor wurde zum Schutz vor schwefelhaltigen Verbindungen im Medium
separat autoklaviert. Vor Versuchsbeginn wurde der sterile Glasreaktor Uber eine
Schlauchpumpe mit sterilem anaerobem Medium beflllt und zur Entfernung von Resten von
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Sauerstoff mit Stickstoff begast. Zur Losung der gasformigen Substrate und Ausbildung des
Kohlensauregleichgewichts im Medium wurde der Reaktor anschliefiend mit der Prozessgas-
mischung flr mindestens drei Stunden vor Versuchsbeginn begast und der pH mit
Schwefelsdure (10 %) eingestellt. Wahrend der Kultivierung erfolgte eine einseitige Regelung
des pH auf 7,0 innerhalb eines Totbandes von 0,05 Einheiten mit Natronlauge (NaOH,
10 mol L™) als Titrationsmittel. Zur Unterdriickung der Schaumbildung wurde das Antischaum-
mittel PPG in der Konzentration 100 L L eingesetzt. In regelméRigen Abstdnden wurden
Proben (2 mL) entnommen zur Bestimmung der optischen Dichte und der Konzentration der
Metabolite mittels HPLC. In ausgewahlten Proben wurde zudem die Ammoniumkonzentration
ermittelt.

Abbildung 4.3: Versuchsaufbau fir Satzexperimente im Laborrihrkesselreaktor im Liter-
Mafstab.

(1) 2 L-Laborruhrkesselreaktor, (2) Steuereinheit, (3) Gasmischstation fir N,, Hy, CO,, (4)
Mikro-Gaschromatograph fir die Analyse von H, und CO, im Reaktorabgas.
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4.5 Bestimmung des volumetrischen Stoffiibergangskoeffizienten

Der volumetrische Stoffibergangskoeffizient k,a wurde unter Prozessbedingungen in 1L
Medium ohne Bakterienzellen fir verschiedene Kombinationen an Ruhrerdrehzahl und
Begasungsrate ermittelt. Das Medium enthielt alle Bestandteile fir eine autotrophe Kultivierung
von A. woodii auller den schwefelhaltigen Verbindungen L-Cystein und Natriumsulfid, da
pO.-Elektroden gegeniber diesen Verbindungen ser empfindlich reagieren (Suresh et al.,
2009). Es wurde ebenso das Antischaummittel PPG in der Konzentration 100 uL L zum
Medium gegeben. Die Temperatur des Mediums betrug 30 °C und der pH wurde mit
Schwefelsaure auf 7,0 eingestellt.

Fir die Bestimmung des k.a kam als dynamische Messmethode die Methode der Stickstoff-
desorption zum Einsatz unter Verwendung eines amperometrischen Sauerstoff-
sensors (Puskeiler, 2004). Die pO,-Elektrode wurde vor Versuchsbeginn mindestens 8 Stunden
polarisiert und anschlielend kalibriert auf 0 und 100 % Sauerstoffsattigung im Medium. Vor
Aufnahme einer Aufsattigungskinetik wurde der im Medium geldste Sauerstoff durch Desorption
mit Stickstoff entfernt. Anschlieend wurde von Stickstoff auf Begasung mit Luft umgestellt,
wobei der Volumenstrom an Druckluft Gber einen Durchflussregler auf den gewlinschten Wert
eingestellt wurde.

Die Auswertung der Aufsattigungskurven erfolgte unter Annahme einer ideal durchmischten
Gas- und Flussigphase im Bioreaktor mit Hilfe von Gleichung 3.22. Da die Ansprechzeit der
Sauerstoffelektrode im Bereich des Kehrwerts des grof3ten zu messsenden ki a lag, wurde die
Ansprechzeit tz der Elektrode bei der Ermittlung des k a berlcksichtigt (Gaddis, 1999). Auch
berticksichtigt wurde die zeitliche Verzégerung zwischen Stickstoff- und Luftbegasung. Die
Umrechnung der ermittelten Werte fir k a(O,) fir die Gase Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid
erfolgte Uber die Diffusionskoeffizienten aus Tabelle 3.4 Gber Gleichung 3.25.

Die ermittelten Werte fir k a(O,) wurden unter der Annahme der Penetrationstheorie Gber die
Diffusionskoeffizienten der Gase korreliert (Léser et al., 2005). Die Diffusionskoeffizienten der
Gase O,, H, und CO, unterscheiden sich je nach Literaturquelle sehr stark. Daher wurden alle
verwendeten Diffusionskoeffizienten laut Kodama et al. (1976) Uber die Wilke-Chang-
Korrelation fir das Losungsmittel Wasser abgeschatzt. Aufschluss Uber die tatsachliche
Geldstkonzentration an H, und CO, kénnte die direkte Messung der Geldstkonzentrationen der
autotrophen Kultivierung Gber geeignete Messonden geben.
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5 Autotrophe Herstellung von Acetat unter definierten
Reaktionsbedingungen

Fur die reaktionstechnischen Untersuchungen der biologischen Acetatherstellung unter
autotrophen Bedingungen wurde der acetogene Mikroorganismus Acetobacterium woodii
DSM 1030 ausgewahlt. Daher wurden die im Folgenden gezeigten Kultivierungen soweit nicht
anders beschrieben mit diesem Stamm durchgefiihrt. Zu Beginn der autotrophen Kultivierungen
wurden die verfahrenstechnischen Rahmenbedingungen im Laborrihrkesselreaktor im
Litermalistab flr einen autotrophen Acetatproduktionsprozess ermittelt. Die hierfiir notwendigen
Schritte sind im Folgenden beschrieben.

5.1 pH

Der Einfluss des pH auf Wachstum und Produktbildung von A. woodii wurde durch
Aufzeichnung des pH-Verlaufs wahrend einer autotrophen Kultivierung im Laborrihr-
kesselreaktor ermittelt werden. Als Medium wurde das von der Deutschen Stammsammliung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) empfohlene Medium DSMZ 135 eingesetzt. Die
Temperatur des Mediums betrug 30 °C, was laut Balch et al. (1977) die optimale
Wachstumstemperatur fur diesen Mikroorganismus ist. Die Begasungsrate wurde analog zu
vorangegangenen autotrophen Arbeiten mit Cupriavidus necator im Laborrihrkesselreaktor auf
2L h™' eingestellt (Tiemeyer, 2007). Die Partialdriicke der einzelnen Gase in der Gaszufuhr
betrugen dabei 400 mbar (H,) und 200 mbar (CO,). Dies ergibt laut Henry-Gesetz (Gleichung
3.27) eine Sattigungskonzentration von c*y,; = 0,30 mmol L™ und c*cor = 1,08 mmol L in der
Fliissigphase. Balch et al. (1977) kultivierten A. woodii bei einer Riihrerdrehzahl von 400 min™.
Diese Drehzahl wurde in den ersten Kultivierungen Ulbernommen. Gestartet wurde die
Kultivierung durch Zugabe einer Biomassekonzentration von 0,7 g L™ aus einer Vorkultur, die
auf Fructose als Kohlenstoffquelle angewachsen war.

Der Verlauf der Biomassekonzentration bei der pH-ungeregelten Kultivierung von A. woodii
unter autotrophen Bedingungen in Abbildung 5.1a zeigt, dass unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen nahezu kein Wachstum stattfand (pmax = 1,2:10° h"). Die integrale
Biomassezunahme innerhalb von zwei Tagen betrug 0,1 gL’ auf eine Konzentration von
0,8¢ L. Die Biomassekonzentration blieb anschlieRend bis zu einer Prozesszeit von etwa
7 Tagen konstant und nahm im Folgenden wieder leicht ab. Dabei wurde von Beginn an Acetat
kontinuierlich mit einer volumetrischen Rate von 1,2 g L™ d” gebildet, bis nach etwa 7 Tagen
eine Konzentration von 7,8 g L im Medium erreicht waren. Der pH im Medium war zu diesem
Zeitpunkt von 7,6 auf etwa 6,0 gefallen. Unterhalb von pH 6,0 wurde Acetat nur noch minimal
gebildet, so dass bis Versuchsende nach 9 Tagen 8,2 g L™ Acetat im Medium vorlagen.
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Abbildung 5.1: Verlauf des (=) pH und der Konzentrationen an (©) Biotrockenmasse und
(4) Acetat bei autotrophen Kultivierungen von A. woodii (a) ohne und (b) mit Regelung des pH
im Laborriihrkesselreaktor (Vo=1,0L, pH=7,0, Medium = DSMZ 135, T = 30 °C, Titrations-
mittel NaOH (3molL"), n=400min”", V,=2Lh" (0,033 vwm), pH,5"9*"% =400 mbar,
pCO,F"9" = 200 mbar, pi; = 1,0 bar).

Fir die pH-geregelte Kultivierung von A. woodii unter autotrophen Bedingungen wird zunachst
ein pH von 7,0 gewahlt. Als Titrationsmittel wurde Natronlauge (3 mol L) verwendet.

Der Verlauf der Biomassekonzentration in der pH-geregelten Kultivierung in Abbildung 5.1b
verhielt sich in der Anfangsphase ahnlich wie unter pH-ungeregelten Bedingungen, fiel jedoch
erst nach fast 17 Tagen langsam wieder bis auf eine Konzentration von 0,4 gL’ bei
Versuchsende nach 35,9 Tagen ab. Acetat wurde unter diesen Bedingungen mit derselben
Geschwindigkeit von 1,2gL" d”" gebildet wie im vorherigen Versuch. Dabei stagnierte die
Acetatbildung nicht bei einer Konzentration von 8 g L', sondern lief kontinuierlich weiter, bis
nach 35,9 Tagen eine Konzentration von 32,4 g L™ im Medium erreicht war.



Untersuchungen zur autotrophen Herstellung von Acetat 63

Diskussion

Durch Regelung des pH auf pH 7,0 wahrend der autotrophen Kultivierung von A. woodii im
Laborriihrkesselreaktor konnte eine Produktkonzentration von mehr als 32 g L™ nach etwa 36
Tagen erreicht werden im Vergleich zu 8 gL ohne Regelung des pH. Balch et al. (1977)
erreichten durch Kontrolle des pH auf pH 6,7 eine Acetatkonzentration von 10,7 g L nach 5,8
Tagen mit diesem Bakterium. Im Vergleich zu diesen Arbeiten stagnierte die Acetatbildung
jedoch nicht bei einer Acetatkonzentration von etwa 10 gL, sondern lief weiter bis etwa
30 g L Acetat im Medium erreicht waren. Ein @hnlicher Effekt konnte durch Regelung des pH
mit dem thermophilen Acetogen Moorella sp. HUC22-1 erzielt werden. Bei der autotrophen
Kultivierung konnte die erreichte Acetatkonzentration durch Regelung des pH auf pH 6,2 von
3,0 g L auf 20,4 g L' erhéht werden (Sakai et al., 2005). Dies zeigt deutlich, dass die Kontrolle
des pH fur die Erreichung hoher Acetatkonzentrationen von entscheidender Bedeutung ist.

Fur die autotrophe Kultivierung von A. woodii finden sich in der Literatur pH-Werte zwischen
pH 6,7 und pH 7,3 (Balch et al., 1977; Suzuki et al., 1992), es wurde aber kein pH-Optimum fir
das autotrophe Wachstum von A. woodii angegeben. Anhand der pH-ungeregelten Kultivierung
in Abbildung 5.1a lasst sich zwar feststellen, dass die Produktbildungsrate im Bereich von pH
7,5 bis pH 6,0 linear ist, jedoch nicht, ob pH 7,0 flir die autotrophe Acetatbildung optimal ist.

Neben der Erreichung hoher Acetatkonzentrationen spielt die Produktbildungsrate bei
Produktionsprozessen eine wichtige Rolle. Kommen gasférmige Substrate mit niedriger
Loslichkeit in Wasser bei biologischen Produktionsprozessen zum Einsatz so ist eine
Limitierung des Stofftransports aus der Gas- in die Flissigphase sehr wahrscheinlich
(Mohammadi et al., 2011). So kdnnte unter den Bedingungen der gezeigten Experimente eine
Limitierung des gasférmigen Substrats Wasserstoff durch die gewahlte Rihrerdrehzahl und den
eingestellten Gasvolumenstroms méglich sein, was in den folgenden Kapiteln untersucht
werden soll.

5.2 Wasserstoffpartialdruck

Eine Moglichkeit, die Verflugbarkeit von gasférmigen Substraten fir die Bakterienzellen zu
erhdhen, ist die Erhéhung der Geldstkonzentration in der Fliissigphase. Zwei wichtige Faktoren
zur Kontrolle der Loslichkeit von Gasen im Medium sind die Ruhrerdrehzahl und der Druck im
Reaktor. Dabei wurde zunachst der Einfluss einer Erhéhung des Partialdrucks des
maoglicherweise limitierenden Substrats H, untersucht. In der verwendeten Versuchsanlage
erfolgte dies durch Erhéhung des Anteils des entsprechenden Gases im Gesamtvolumenstrom
und Variation des Gesamtdrucks im Reaktor. Die jeweiligen Sattigungskonzentrationen wurden
mit Hilfes der Henrykonstanten der Gase bei 30 °C Uber das Henry-Gesetz (Gleichung 3.27)
ermittelt und sind im Anhang (Kapitel 13.1) aufgefihrt.
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Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die schrittweise Erhéhung des Wasserstoff-
partialdrucks (pH.) auf das Wachstum und die Produktbildung von A. woodii unter autotrophen
Bedingungen auswirkt. Die Bedingungen fir die einzelnen Versuche sind in Tabelle 5.1
aufgefiihrt. Da die Loéslichkeit von CO, um ein Vielfaches hdher ist als H, wurde dieses Substrat
fur alle Kultivierungen als nicht-limitierend angenommen. Um eine Limitierung des Mediums
auszuschlieRen, wurde in den Kultivierungen mit pH,""%*"9 > 800 mbar die Konzentration an
Hefeextrakt von 2 auf 4 g L™ verdoppelt (Medium DSMZ 135H).

Des Weiteren wurde der Gasvolumenstrom in Kultivierungen mit pH,5"%"% > 800 mbar von
2 auf 15L h" erhoht. Damit ein pH, von mehr als 1,0 bar erreicht werden kann, wurde
zusatzlich der Druck im System auf 1,8 bar erhoht. Alle Kultivierungen wurden mit einer
Biomassekonzentration von 0,7610,059L'1 gestartet. Auf Grund der unterschiedlichen
Kultivierungsbedingungen bezlglich des Mediums und des Gas-Flussig-Stofftransports
(horizontale Trennlinie in Tabelle 5.1) werden diese Versuchsreihen im Folgenden zwar
gemeinsam dargestellt, jedoch getrennt voneinander betrachtet.

Tabelle 5.1: Bedingungen fir die autotrophen Kultivierungen von A. woodii im Laborrihrkessel-
reaktor unter pH-geregelten Bedingungen (pH = 7,0) mit ansteigendem Wasserstoffpartialdruck
am Gaseingang des Reaktors.

pCOF", pH,™", c*ua Konzentration des  Volumen-  Druck im
mbar mbar mmolL' Medium Tit.-mittels, NaOH strom, L h™ Reaktor, bar
200 400 0,30 DSMZ 135 3 2 1,0

200 800 0,60 DSMZ 135 3 2 1,0

200 1200 0,90 DSMZ 135H 6 15 1,8

360 1440 1,08 DSMZ 135H 6 15 1,8

100 1700 1,27 DSMZ 135H 6 15 1,8

DSMZ 135H = Medium DSMZ 135 mit verdoppelter Konzentration an Hefeextrakt,
Spurenelementen und Vitaminen

In Abbildung 5.2 sind die Verlaufe der Konzentrationen an Acetat und die erreichten
Wachstums- und zellspezifische Produktbildungsraten vergleichend dargestellt. An den linearen
Abschnitten der Verlaufe der Acetatbildung bei ansteigendem Wasserstoffpartialdruck im
zugefiihrten Gas am Eingang des Reaktors (pH,5"%"%) in Abbildung 5.2a I&sst sich erkennen,
dass die Produktbildungsraten durch Erhéhung des pH,m"%" deutlich gesteigert werden
konnten. Wurde im Ansatz mit 400 mbar eine volumetrische Acetatbildungsrate (Qp) von
1,2g L' d" erreicht, so konnte diese durch Verdopplung des pH,="%"% auf 2,0 g L" d” erhdht
werden. Dies spiegelt sich auch in den zellspezifischen Acetatbildungsrate (qp) wieder, die
durch Verdopplung des pH,""%*"® von 1,7 gg” d” auf 2,3 g g™ d erhdht werden konnte. Auch
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die ermittelte Wachstumsrate von pmax = 3,510 h™ (pH,5"%"% = 800 mbar) lag héher als bei
pH,="9"% = 400 mbar (Umax = 1,4:10° ™).
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Abbildung 5.2: (a) Verlauf der Acetatkonzentrationen bei autotrophen Kultivierungen von
A. woodii bei ansteigendem Wasserstoffpartialdruck im Gasvolumenstrom am Eingang des
Reaktors unter pH-geregelten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo =1,0L, pH =7,0);
(A) = Kultivierungen wurden in Medium DSMZ 135 durchgefiihrt bei V ¢g=2L h™ (0,033 vwm),
einem Druck von 1,0 bar und als Titrationsmittel NaOH (3 mol L"), (a) = Kultivierungen wurden
in DSMZ 135H durchgefiihrt bei V g=15L h (0,25 vwvm), einem Druck von 1,8 bar und
Titrationsmittel NaOH (6 mol L), (b) erreichte maximale Wachstums- (m) und zellspezifische
Produktbildungsraten (=); die vertikale Linie symbolisiert die unter (a) beschriebenen
Anderungen der Versuchsbedingungen aul’er dem pH,. Die Sattigungskonzentrationen in der
Fliissigphase beim jeweiligen pH,""%*" sind in Tabelle 5.1 angegeben. n = 400 min™", T = 30 °C.

DSMZ 135H = verdoppelte Konzentrationen an Hefeextrakt, Spurenelementen und Vitaminen.
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Durch weitere schrittweise Erhdhung des pH,="%"®, Erhéhung des Volumenstroms auf 15 L h™
und Verdopplung der Konzentrationen an Hefeextrakt, Vitaminen und Spurenelementen
konnten sowohl die volumetrische als auch die zellspezifische Acetatbildungsrate weiter erhoht
werden auf jeweils maximal 7,3 g L™ d™' beziehungsweise 7,7 g g™ d”' bei einem pH,="%"? von
1700 mbar. Der hohere Wert flr zellspezifische Acetatbildungsrate bei der Kultivierung mit
pH,E"9" = 1200 mbar in Abbildung 5.2b kann an dieser Stelle nicht erklart werden. Der
forderliche Effekt der veranderten Reaktionsbedingungen lasst sich auch an den ermittelten
Wachstumsraten ablesen. So konnte diese bei Erhéhung des pH,""%*" von 800 mbar (Umax =
3,510 h™") schrittweise auf pmax = 17,9-10° h™" (pH,5"%" = 1700 mbar) weiter erhéht werden.

An der Erhéhung der volumetrischen Rate und der nahezu linearen Erhdhung der
zellspezifischen Produktionsrate (vgl. Abbildung 5.2b) lasst sich eindeutig erkennen, dass
Wasserstoff unter diesen Bedingungen das limitierende Substrat darstellt.

Bei den vorherigen Kultivierungen hatte sich gezeigt, dass sich durch Erhéhung des
Wasserstoffpartialdrucks am Eingang des Reaktors und somit der Geléstwasserstoff-
konzentration im Medium die zellspezifische Produktbildunsgrate erhéhen lasst. Die hochsten
Produktbildungsraten wurden beim maximal moglichen Gesamtdruck von 1,8 bar im
verwendeten Laborriihrkesselreaktor bei einem pH,5"%*" von 1700 mbar in Anwesenheit von
100 mbar CO, erreicht. In der folgenden Kultivierung wurde die maximale Acetatkonzentration
unter diesen Bedingungen ermittelt.

Abbildung 5.3 zeigt, dass die Biomassekonzentration von anfangs 0,8 g L innerhalb von zwei
Tagen zunahm bis auf 1,2 gL" und anschlieRend wieder leicht abfiel. Ab Tag 6 blieb die
Biomassekonzentration bis zum Ende der Kultivierung konstant bei 0,8 g L™. Acetat wurde nach
einer Verzogerungsphase im Vergleich zur vorherigen Kultivierung unter diesen Bedingungen
mit vergleichbaren Produktbildungsraten von 7,3gL"d" (volumetrisch) und 7,7gg"'d”
(zellspezifisch) gebildet. Im Verlauf der Kultivierung verlangsamte sich die Acetatbildung jedoch
und die Acetatkonzentration stagnierte am Ende der Kultivierung schlieRlich bei 44,8 g L. Mit
Uberschreiten einer Acetatkonzentration von etwa 30 gL konnte eine Akkumulation von
Formiat bis zu einer Konzentration von 0,7 g L' im Medium nach 15 Tagen festgestell werden.
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Abbildung 5.3: Verlauf des pH und der Konzentrationen an Biotrockenmasse (©), Acetat (4)
und Formiat (A) bei der autotrophen Kultivierung von A. woodii bei einem pH,""%" von
1700 mbar unter pH-geregelten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo =1,0L, pH = 7,0,
Medium = DSMZ 135H, T =30°C, Titrationsmittel NaOH (6 molL"), n=400min", Vg =
15 L h™" (0,25 vvm), pCO,5"%%" = 100 mbar, py; = 1,8 bar).

Diskussion

Anhand der gezeigten Kultivierungen Iasst sich eindeutig feststellen, dass in den dargestellten
Prozessen Wasserstoff das limitierende Substrat war. Da die Bedingungen wahrend der
gezeigten Kultivierungen beziglich der Zusammensetzung des Mediums und des
Gasvolumenstroms zusatzlich zum Wasserstoffpartialdruck verandert wurden, kann die
Erhéhung der Wachstums- und Produktionsraten nicht allein auf die Erhéhung des
Wasserstoffpartialdrucks zurtickgeflihnrt werden. So zeigte sich in Abbildung 5.2a eine gréRere
Steigerung der Acetatbildung bei Erhéhung des pH,="%"® von 800 auf 1200 mbar als von
400 auf 800 mbar, was auf die gleichzeitige Erhéhung des Gasvolumenstroms und
Veranderung des Mediums zu diesem Zeitpunkt zurickzufihren sein kann. Neben dem
treibenden Konzentrationsgefélle in der Flissigphase (c*u2- cq2) hat auch die Erhéhung des
volumetrischen Stofflibergangskoeffizienten k a durch Erhéhung des Gasvolumenstroms einen
forderlichen Effekt auf den Gas-Flissig-Stofftransport (Doran, 2006).

Ein Einfluss des erhohten Systemdruck auf die erhdhte Acetatbildung bei einem
Wasserstoffpartialdruck von mehr als 1,0 bar kann ausgeschlossen werden. Maier et al. (2001)
zeigten, dass der ki a und somit der Gas-Flissig-Stofftransport unabhangig bis zu einem Druck
von 100 bar im Bioreaktor ist. So ist unter ansonsten gleichen Versuchsbedingungen der
Konzentrationsgradient des gasférmigen Substrats Ac in der Flissigphase die Triebkraft flir den
Transfer der gasférmigen Molekile aus der Gasblase in die Flissigphase (Bredwell et al.,
1999). Es zeigte sich in Kultivierungen deutlich, dass bei ansonsten gleichbleibenden
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Bedingungen die Verfugbarkeit des gasférmigen Substrats H, durch Erhdéhung des
Partialdrucks bei gleichen Versuchsbedingungen deutlich verbessert und die Acetatbildungsrate
erhoht werden konnte.

Die erhéhte Verfiigbarkeit des limitierenden Substrats H, flihrt neben einer erhéhten Reaktions-
geschwindigkeit aulRerdem dazu, dass eine hdhere Endkonzentration an Acetat erreicht werden
kann. Wurden bei der autotrophen Kultivierung von A. woodii bei einem pH,5"%"% von 400 mbar
32 g L Acetat erreicht, so wurde Acetat bis zu einer Konzentration von fast 45 g L™ bei einem
pH,E"%" yon 1700 mbar in einem Drittel der Zeit gebildet. So I&sst sich fiir weitere autotrophe
Prozesse schlieRen, dass eine ausreichende Verfligbarkeit des gasférmigen Substrats H, von
entscheidender Bedeutung fir die Erreichung schneller Produktbildungsraten und hoher Acetat-
konzentrationen ist. Die Verfugbarkeit von CO, war auch bei einem Partialdruck von
100 mbar noch ausreichend fiir eine hohe Acetatbildungsrate.

Neben Acetat als Hauptprodukt des Stoffwechsels von A. woodii konnte mit der vorhandenen
Messtechnik gegen Ende der Fermentation eine Akkumulation der organische Saure Formiat im
Medium bis zu einer Konzentration <1 g L™ festgestellt werden. Formiat wird im Acetyl-CoA-
Weg durch Reduktion von CO, in Anwesenheit von H, durch das Enzym Formiat-
Dehydrogenase gebildet und stellt ein Zwischenprodukt des autotrophen Stoffwechsels dar.
Formiat ist ein typisches Produkt von acetogenen Bakterien beim autotrophen Wachstum auf
H,, das anschlieliend wieder verbaucht wird (Peters et al., 1999). Zudem kann A. woodii
Formiat als Substrat verwenden (Balch et al., 1977). In einer Kultivierung von A. woodii auf
10 g L" Formiat in Septumflaschen konnte dies bestétigt werden. So war die eingesetzte
Kohlenstoffquelle nach 92 Stunden zu iiber 90 % verbraucht und es konnten 2,5 g L™ Acetat im
Medium nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die Tatsache, dass unter den
Prozessbedingungen bei einer Konzentration von tber 30gL" Acetat im Medium kein
Verbrauch von Formiat festgestellt werden kann, legt die Vermutung nahe, dass der Stofffluss
durch den Acetyl-CoA-Stoffwechselweg unter diesen Bedingungen mdglicherweise reduziert
sein konnte. Die letzten Reaktionen des Acetyl-CoA-Wegs werden durch die Enzyme
Phosphotransacetylase und Acetatkinase katalysiert und sind reversibel. Bei hohen
Acetatkonzentrationen im Medium steigt auch die zellinterne Acetatkonzentration, was zu einer
Erhéhung der terminalen Rickreaktion des Acetyl-CoA-Wegs flihren kénnte. Dies wiirde eine
Verknappung der Zwischenstufen Acetyl-Phosphat und Coenzym A mit sich bringen und somit
zur Stagnation der Acetatbildung fiihren (Menzel und Gottschalk, 1985). Diese Hypothese wird
moglicherweise von der Tatsache gestitzt, dass die Acetatbildung im spateren Verlauf der
Kultivierung verlangsamt wird und schlieRlich bei einer Konzentration von etwa 45 g L™ in dem
gezeigten Prozess ganz zum Erliegen kommt. Die Stagnation der Acetatbildung kénnte aber
auch durch Limitierung eines Medienbetandteils ausgeldst werden, was spater untersucht wird.
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5.3 Gas-Flussig-Stofftransport

In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Eintrag des gasformigen
Substrats Wasserstoff aus der Gas- in die Flissigphase eine wichtige Rolle flir die autotrophe
Herstellung von Acetat mit A. woodii spielt. Durch Erhéhung des treibenden
Konzentrationsgefalles (c*y.- cy2) konnte der Eintrag des gasfoémigen Substrats H, aus der
Gas- in die Flussigphase und somit die autotrophe Bildung von Acetat deutlich gesteigert
werden. Neben der Erhéhung des Partialdrucks eines Gases kann der Gas-Flissig-
Stofftransport auch durch Erhéhung des volumetrischen Stofflibergangskoeffizient k a erhéht
werden. Dieser Parameter ist unter anderem von der GrofRe der Stoffaustauschflache a
abhangig, die in Rihrkesselreaktoren durch die Begasungsrate und den Leistungseintrag
bestimmt wird (Doran, 2006).

5.3.1 Leistungseintrag

Die Erhéhung des Leistungseintrags fuhrt zu einer effektiveren Zerkleinerung der eingetragenen
Gasblasen. Dies fiihrt zu einer Erhéhung der Stoffaustauschflache a und somit zu erhéhtem
Stofftransport aus der Gas- in die Flissigphase (Doran, 2006). Das Wachstum von anaeroben
Bakterien kann jedoch durch hohen Leistungseintrag bei hohen Rihrerdrehzahlen behindert
werden (Yerushalmi und Volesky, 1985; Kadic, 2010). Bisherige Kultivierungen wurden daher
bei einer Rihrerdrehzahl von 400 min”' im Laborriihrkesselreaktor durchgeflhrt, was einem
abgeschatzten volumenbezogenen Leistungseintrag von 0,2 W L” in begastem Zustand
entspricht.

Bei den eingesetzten parallelen Rihrkesselreaktoren im Millilitermalistab findet der Gas-
Flissig-Stofftransport zum einen durch Gasaustausch Uber die Flissigkeitsoberflache
(Oberflachenbegasung) und zum anderen durch Verteilung der Gasblasen im Medium durch die
Drehbewegung des gas-ansaugenden Rulhrorgans (Submersbegasung) statt. Aktiver
Gaseintrag durch das Ruhrorgan ist im Milliliter-System jedoch erst ab einer Rihrerdrehzahlen
von etwa 1800 min” messbar (Hortsch, 2011). Da der Gaseintrag fiir Prozesse, in denen
gasférmige Substrate mit niedrieger Léslichkeit zum Einsatz kommen eine entscheidende Rolle
spielt, wurde im Folgenden die Acetatbildung von A. woodii im Parallelsansatz bei erhdhter
Ruhrerdrehzahl und folglich erhdhtem Stofftransport aus der Gas- in die Flissigphase
untersucht. Die angegebenen Werte fir den volumenbezogenen Leistungseintrag in begastem
Zustand wurden von Puskeiler (2004) Gbernommen.

Abbildung 5.4 zeigt deutlich, dass der Gaseintrag und somit auch die gebildete
Acetatkonzentration innerhalb der Versuchzeit von 48 Stunden stark vom Gaseintrag in die
Flissigphase abhangt. So wurde im Bereich reiner Oberflachenbegasung bei einem
volumenbezogenen Leistungseintrag (P/V) von 0,8 W L™ (n=1000 min™) bei Versuchsende
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eine Acetatkonzentration von nur 0,4 + 0,1 g L™ gemessen. Im Bereich der aktiven Begasung
bei P/V = 59WL" (n=2000 min") bzw. 15,3 W L™ (n =2800 min") wurden dagegen in der
gleichen Zeit Acetatkonzentrationen von 3,4 £ 0,6 g L' bzw. 5,2+ 0,6 g L erreicht. Dies zeigt
deutlich, dass der Eintrag der gasférmigen Substrate ins Reaktionsmedium durch die
im

Ruhrergeschwindigkeit ein entscheidender Faktor flir die autotrophe Acetatbildung

Parallelansatz ist.
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Abbildung 5.4: Acetatkonzentrationen nach 48 h bei der vergleichenden autotrophen
Satzkultivierung von A. woodii bei ansteigender RuUhrerdrehzahl unter pH-ungeregelten
Bedingungen in parallelen Rihrkesselreaktoren (cxo = 0,1 g L', Vo =12 mL, T = 30 °C, Medium
=DSMZ 135, V=48 Lh", pH,""%" = 800 mbar, pCO,~"%" = 200 mbar). Der Ubergangs-
bereich von passiver Oberflachenbegasung zu aktiver Submersbegasung bei einer Drehzahl
von ~ 1800 min™ ist durch die vertikale Linie gekennzeichnet. Es wurden Sechsfach-
bestimmungen durchgeflihrt.

Wie bei Kultivierungen von A. woodii im Parallelansatz gezeigt werden konnte, konnte die
Acetatbildung durch Erhéhung der Rihrerdrehzahl deutlich gesteigert werden. Daher wurde im
Folgenden der Stofftransport fir die autotrophe Kultivierung von A. woodii im Laborrihr-
kesselreaktor im Litermalstab ebenso erhdht. Dazu wurde zum einen die Ruhrerdrehzahl von
400 min” auf 1200 min™ erhdht, was zu einer Steigerung des volumenbezogenen Leistungs-
eintrags in begastem Zustand von 0,2 auf 5,5 W L™ filhrt (abgeschatzte Werte). Zum anderen
wurde der Volumenstrom von 15 auf 30 L h™' gesteigert, um einen erhdhten Gas-Fliissig-
Stofftransport zu gewahrleisten. Des Weiteren wurde die Konzentration an Eisen(ll)-lonen im
eingesetzten Medium von 0,4 auf 5,4 mg L™ erhéht (Medium DSMZ 135HF).

Im Folgenden wird der Prozessverlauf bei erhéhtem Stofftransport zu den Prozessverlaufen aus
Kapitel 5.2 bei einem pH,="%"% von 400 mbar und 1700 mbar vergleichend dargestellt. Die
veranderten Reaktionsbedingungen der einzelnen Prozesse sind in Tabelle 5.2 zusammen-
gefasst.
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Tabelle 5.2: Bedingungen fir die vergleichenden autotrophen Kultivierungen von A. woodii im
Laborriihrkesselreaktor (pH = 7,0) bei ansteigendem pH,""%"% und ansteigender Riihrer-
drehzahl.

Riihrerdrehzahl, pCO,™, pH,™", c*u, Volumenstrom,
Ansatz min” mbar mbar  mmolL" Medium Lh'
1 400 200 400 0,30 DSMZ 135 2
2 400 100 1700 1,27 DSMZ 135H 15
3 1200 100 1700 1,27 DSMZ 135HF 30

In Abbildung 5.5 ist der Prozessverlauf bei erh6htem Stofftransport im Vergleich zu den minimal
und maximal erreichten Acetatbildungsraten bei autotrophen Prozessen aus Kapitel 5.2 bei
einem Wasserstoffpartialdruck von 400 mbar und 1700 mbar dargestellt. An den volumetrischen
Produktbildungsraten in Tabelle 5.3 lasst sich erkennen, dass diese durch Erhéhung des
Stofftransports im Vergleich zu den Kultivierungen unter wasserstofflimitierten Bedingungen
deutlich gesteigert werden konnte auf 29,6 g L™ d”. Auch die zellspezifische Produktbildungs-
rate konnte auf 17,0 g g d™' erhéht werden.

Tabelle 5.3: Zusammenfassung der Wachstumsraten und der volumetrischen und
zellspezifischen Produktbildungsraten der vergleichenden Kultivierung von A. woodii in den
Ansatzen 1 - 3 (Bedingungen siehe Tabelle 5.2).

Wachstums- vol. Produktionsrate Qp, zellspez. Produktionsrate qp,

Ansatz rate gmax, h' gL d”’ gg'd’
1 0,14:10° 1.2 16
2 14,4-10° 7.3 77

3 24,410 29,6 17,0
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Abbildung 5.5: Verlauf der Konzentrationen an (a) Acetat und (b) Biotrockenmasse bei
vergleichenden autotrophen Kultivierungen von A. woodii unter pH-geregelten Bedingungen im
Laborrihrkesselreaktor (V =1,0L, T = 30 °C, pH = 7,0) mit erhdhtem Stofftransport in Ansatz 1
(4, #), Ansatz 2 (A, ©) und Ansatz 3 (A, ©); die Bedingungen der einzelnen Ansatze sind in
Tabelle 5.2 aufgeflhrt.

Diskussion

Durch Erhéhung der Rihrerdrehzahl und der Begasungsrate fiir die autotrophe Kultivierung von
A. woodii konnte wie erwartet eine Erhdhung des Gas-Fllssig-Stofftransports erreicht werden.
So konnte der Gaseintrag der parallelen Rihrkesselreaktoren durch Umschalten von passiver
auf aktive Begasung durch Erhéhung des volumenbezogenen Leistungseintrags von 0,8 W L™
auf 153 W L' deutlich gesteigert werden. Dies zeigte sich durch eine zehnfach erhohte
Acetatbildung unter pH-ungeregelten Bedingungen, so dass nach einer Versuchszeit von
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48 Stunden eine Acetatkonzentration von etwa 5 g L™ erreicht werden konnten. Auf Grund der
fehlenden Moglichkeit zur pH-Regelung im bestehenden Versuchsaufbau, ist die Acetatbildung
im Parallelreaktorsystem begrenzt durch den pH. Wie in Kapitel 5.1 gezeigt wurde, konnten
unter pH-ungeregelten Bedingungen im verwendeten Medium etwa 8 gL' Acetat gebildet
werden, bevor die Produktbildung bei einem pH < 6,0 zum Erliegen kommt. Somit eignen sich
die eingesetzten parallelen Rihrkesselreaktoren fiir die Untersuchung von unterschiedlichen
Startbedingungen der autotrophen Acetatproduktion, nicht jedoch flr die Erreichung hoher
Acetatkonzentrationen.

Im Laborrihrkesselreaktor im Litermalstab flihrten eine Erhéhung des Gasvolumenstroms von
15 Lh™ auf 30 L h™" und eine Erhéhung der Riihrerdrehzahl von 400 min™ auf 1200 min™ zu
einer Steigerung des volumenbezogenen Leistungseintrags von 0,2 W L™ auf 5,5 W L. Das
wiederum hatte eine deutliche Erhéhung der Wachstums- und Produktbildungsraten von
A. woodii unter autotrophen Bedingungen zur Folge. Unter Prozessbedingungen bei einem
volumenbezogenen Leistungseintrag von 5,5W L" konnte eine Acetatkonzentration von
46 g L' mit einer Acetatbildungsrate von 29,6 gL' d” in einer Prozesszeit von drei Tagen
gebildet werden, was einer flinfmal schnelleren Produktbildungsrate im Vergleich zu
Kultivierungen bei einem volumenbezogenen Leistungseintrag von 0,2 W L™ entspricht.

So wurden Bedingungen fir die autotrophe Kultivierung von A. woodii im Parallelreaktorsystem
und im Laborrihrkesselreaktor im LitermaRstab gefunden, unter denen im Folgenden weitere
Reaktionsbedingungen untersucht werden kénnen.

In der Literatur ist die maximale Acetatkonzentration fir A. woodii unter autotrophen
Bedingungen mit 10,8 g L™ angegeben (Balch et al., 1977). Diese wurde nach 5,8 Tagen unter
pH-geregelten Bedingungen (pH = 6,7) im 12-L-Laborrihrkesselreaktor erreicht (Rihrerdreh-
zahl = 400 min™"; Begasungsrate = 0,04 vvm (2,4 L h™"); pH,5"%" =800 mbar, pCO,""%" =
200 mbar). Hier wurde Acetat mit einer ahnlichen Geschwindigkeit gebildet wie in der
anfanglichen Kultivierung von A. woodii unter wasserstofflimitierten Bedingungen im Rahmen
dieser Arbeit (Qr = 2 g L d™). Eine Betrachtung der Versuchsbedingungen der Kultivierung von
A. woodii von Balch et al. (1977) lasst vermuten, dass hier ebenfalls eine Limitierung des
Strofftransports der gasformigen Substrate in das Reaktionsmedium vorlag. Suzuki et al. (1993)
berichteten von einer Produktbildungsrate von 2,1 g L d™' im Satzverfahren fiir die autotrophe
Kultivierung von A.woodii in einer 300 mL-Blasensaule (Begasungsrate =4 vvm,
pH,"%" = 545 mbar, pCO,™"%"? = 136 mbar). Eine Betrachtung der eingesetzten Versuchs-
bedingungen Iasst auch hier eine Stofftransportlimitierung vermuten. So konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die Produktbildunsgraten von A. woodii durch Aufhebung der
Stofftransportlimitierung der gasférmigen Substrate H, und CO, deutlich erhéht werden
konnten.
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Eine hnlich hohe Acetatkonzentration von 51 g L™ wurde mit Acetobacterium sp. BR-446 unter
autotrophen Bedingungen im Satzverfahren bei einem pH von 7,3 erreicht. Die volumetrische
Acetatbildungsrate wurde dabei mit 4,1 gL" d" angegeben (Morinaga und Kawada, 1990).
Schmidt und Cooney (1986) berichten von einer Produktbildungsrate von
72gL"d" mit dem Thermophil Moorella thermoacetica ATCC 29797 unter autotrophen
Bedingungen in einem Hochdruckreaktor bei einem Wasserstoffpartialdruck von mehr als 3 bar.
Im Vergleich dazu konnte in der vorliegenden Arbeit mit A. woodii bei einem pH,="%"® von
1700 mbar, einem Leistungseintrag von 55WL" und einer Zelldichte von 1,89L'1 eine
volumetrische Acetatbildungsrate von 29,6 gL" d” im Satzverfahren erreicht werden. Diese
Bildungsrate liegt somit deutlich Gber den Raten, die mit anderen acetogenen Mikroorganismen
unter autotrophen Bedingungen im Satzverfahren erreicht wurden.

5.3.2 Gas-Fliissig-Stoffiibergangskoeffizient

Im Folgenden wurde der verwendete Laborrihrkesselreaktor beziglich seiner Kapazitat zum
Eintrag der gasfomigen Substrate aus der Gas- in die Flissigphase charakterisiert. Ein Mal} fur
die Effizienz des Gaseintrags ist der volumetrische Stofflibergangskoeffizient k a. Der k a wird
durch das Zusammenwirken von Ruhrerdrehzahl und Begasungsrate bestimmt. Daher wurde
dieser im Folgenden fir unterschiedliche Betriebsbedingungen des eingesetzten Laborriihr-
kesselreaktors im LitermalRstab bestimmt. Die Messungen wurden in zellfreiem Medium unter
Prozessbedingungen durchgefihrt. Wie in Kapitel 5.2 gezeigt, stellt Wasserstoff unter den
verwendeten Bedingungen das limitierende Substrat dar. Daher sind vor allem die Werte flr
kia(H,) von Interesse. Da keine direkte Messtechnik flir die Bestimmung der
Geldstkonzentration an Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid zur Verfligung stand, wurden die
Werte fur Sauerstoff Gber die dynamische Methode der Stickstoffdesorption bestimmt und Uber
die Diffusionskoeffizienten nach Gleichung 3.25 in k,a(H>) und k .a(CO,) umgerechnet.

Wie an den ermittelten Werte fir k a(H,) in Abbildung 5.6a zu sehen ist, nahmen diese sowohl
bei Erhéhung des Volumenstroms bei gleicher Rihrerdrehzahl, als auch bei Erhdhung der
Ruhrerdrehzahl bei gleicher Begasungsrate zu. Durch Erhéhung der Rihrerdrehzahl wurde
dabei im Bereich einer erhdhten Begasungsrate von 22,5 L h™" und 30 L h™" ein groRerer Effekt
als im Bereich kleinerer Begasunsgraten erzielt. So anderte sich der ka(H,) bei einem
Volumenstrom von 5L h™" durch Erhéhung der Rihrerdrehzahl von 400 min™ auf 1200 min™
kaum, wohingegen der k.a(H,) bei einer Begasungsrate von 30 L h™" durch Erhéhung der
Rihrerdrehzahl von 400 auf 1200 min™ von 0,007 auf 0,079 s™' erhéht werden konnte.

Das gleiche Bild ergab sich fir die aus k a(O,) abgeschatzten Werten fir k .a(CO,). Diese liegen
auf Grund des niedrigeren abgeschatzten Diffusionskoeffizienten fir CO, (D*Coz =
2,320-10° m? s™) gegeniiber fiir Wasserstoff (D', = 3,901-10° m? s') insgesamt niedriger. Bei
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einer Rihrerdrehzahl und einer Begasungsrate von 30Lh" konnte ein maximaler
volumetrischer Stoffilbergangskoeffizient k,a(CO,) von 0,061 s ermittelt werden.
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Abbildung 5.6: Werte fir (a) k,a(H2) und (b) k,a(CO) in Abhangigkeit der Rihrerdrehzahl und
der Begasungsrate in zellfreiem Kulturmedium unter Prozessbedingungen im Laborrihr-
kesselreaktor (T = 30 °C, pH =7,0, pit = 1,0 bar). Die Werte wurden fir Sauerstoff durch die
Methode der Stickstoffdesorption bestimmt (Linek et al., 1989) durch Begasung mit Druckluft
unter den jeweiligen Prozessbedingungen. Die ermittelten Werte wurden Uber die in Tabelle 3.4
angegebenen abgeschatzten Diffusionskoeffizienten umgerechnet. Alle Werte wurden dreifach
bestimmt.
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Diskussion

Der k.a fir die Gase H, und CO, konnte nicht direkt bestimmt werden, sondern wurden auf der
Basis des ermittelten k.a fur Sauerstoff fir die jeweilige Betriebsbedingung geschatzt. Die
Werte fur k,a(O,) wurden durch die dynamische Methode der Stickstoffdesorption mit
Luftbegasung bestimmt. Die Begasung mit Luft kann jedoch bei hohem Leistungseintrag zu
einer Unterschatzung des realen ki a flihren (Linek et al., 1989). Diese Abweichungen bei
hohem Leistungseintrag sind die Folge von unterschiedlich gro3en Blasen im Medium ("small
bubble" Effekt). Durch den hohen Leistungseintrag entstehen an Orten mit hoher lokaler
Energiedissipationsdichte sehr kleine Blasen mit hoher Verweilzeit, die durch das grofe
Verhaltnis zwischen Oberflache und Volumen schnell das Diffusionsgleichgewicht erreichen.
Beim Diffusionsgleichgewicht stellt sich eine Konzentrationsverteilung des Gases zwischen
Gas- und Flussigphase ein, bei der keine Diffusion des Gases uber die Phasengrenze mehr
stattfindet. Diese Blasen enthalten hauptsachlich Stickstoff und tragen somit nicht mehr zur
Aufsattigung des Mediums mit Sauerstoff bei, was zu einer Reduktion des tatsachlichen k a
fuhrt. Der "small bubble" Effekt kann durch Begasung mit reinem Sauerstoff umgangen werden,
was im vorhandenen Versuchsaufbau technisch jedoch nicht moglich war.

5.3.3 Abschatzung der maximalen Gaseintragsraten

Fir die in Abbildung 5.5 gezeigten Kultivierungen wurden auf der Basis der ermittelten Werte
fur k.a(O,) die maximalen Eintragsraten fur die gasférmigen Substrate H, (HTR = "hydrogen
transfer rate”) und CO, (CTR = "carbon dioxide transfer rate") fir die eingestellten Betriebs-
bedingungen im Rihrkesselreaktor abgeschatzt. Diese sollten anschliefend mit den ermittelten
Substratverbrauchsraten fur H, (HUR ="hydrogen uptake rate”) und CO, (CUR = "carbon
dioxide uptake rate") verglichen werden. Die maximal mdgliche Gaseintragsrate in einem
Bioreaktor tritt auf, wenn das treibende Konzentrationsgefalle der Geldstgas-konzentration in
der Flissigphase maximal ist, also die Geléstkonzentration des Gases gegen Null geht (Doran,
2006). Die Substratverbrauchsraten werden dabei unter der Annahme, dass Acetat das einzige
Produkt ist und unter Vernachlassigung der Biomassebildung Uber die gemessene
volumetrische Produktbildung mit Hilfe der Stéchiometrie der Homoacetatbildung flir A. woodii
in Gleichung 3.4 (Balch et al., 1977) ermittelt.

Ein Vergleich der maximal méglichen HTR zur ermittelten HUR flir Ansatz 1 in Abbildung 5.7a
zeigt, dass die maximale HTR von 0,6 mmol L"h" unter der ermittelten HUR von
3,6 mmol L™ h™" liegt. In Ansatz 2 liegen die HTR und HUR mit 22,6 und 21,4 mmol L™ h™ sehr
nah beinander, was daraufhin deutet, dass die maximal mégliche Acetatbildungsrate hier durch
den Transfer von H, aus der Gas- in die Flissigphase begrenzt werden kénnte. Fir Ansatz 3
konnte ermittelt werden, dass die Wasserstoffverbrauchsrate mit 86,4 mmol L' h™" weit unter
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der abgeschatzten maximalen Eintragsrate von Wasserstoff liegt (364,0 mmol L h™"). Daraus
lasst sich schliefen, dass das gasférmige Substrat in ausreichendem Malie zur Verfligung
stehen sollte.

Ein Vergleich der maximalen CTR mit der ermittelten CUR flir die jeweiligen Betriebs-
bedingungen in Abbildung 5.7b zeigt, dass jeweils nur eine Bruchteil des CO, verbraucht wurde,
das Uber die Gas-Flussig-Phasengrenze transportiert werden kann. Die CUR betrug jeweils fir
die einzelnen Ansatze 9 % (Ansatz 1), 25 % (Ansatz2) und 6 % (Ansatz 3) der maximal
moglichen CTR.
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Abbildung 5.7: Vergleich der abgeschatzten maximalen Gaseintragsraten (m) mit aus der
Produktbildung abgeschatzte Gasverbrauchsraten (=) fur (a) Wasserstoff und (b)
Kohlenstoffdioxid bei autotrophen Kultivierungen von A. woodii im Laborrihrkesselreaktor in
den Ansatzen 1 - 3 (Bedingungen siehe Tabelle 5.2).
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Da gezeigt werden konnte, dass der maximale Wasserstoffeintrag bei einer Rihrerdrehzahl von
1200 min™ und einem Wasserstoffpartialdruck am Eingang des Reaktors von 1700 mbar um ein
Vielfaches hoher lag als die ermittelte volumetrische Wasserstoffverbrauchsrate wurde im
Folgenden untersucht, ob unter den als maximal ermittelten Betriebsbedingungen ein hoher
Wasserstoffpartialdruck fir hohe Acetatbildungsraten notwendig ist. Dazu wurde A. woodii unter
autotrophen Bedingungen bei einem pH,""%"® von 400 mbar und 1700 mbar unter ansonsten
gleichen Versuchsbedingungen vergleichend kultiviert.

Wie in Abbildung 5.8a am Verlauf der Biotrockenmassekonzentration zu sehen ist, nimmt diese
in beiden Ansatzen mit einer Wachstumsrate von 0,038 + 0,001 h™' zu. Dabei wird jedoch im
Ansatz mit einem pH,""%"von 400 mbar eine hdhere maximale Biotrockenmasse von
2,19 g L™ im Vergleich zu 1,95 g L™ im Ansatz mit pH,5"9%"% = 1700 mbar erreicht. AnschlieRend
fallt diese im Ansatz mit pH,="%"% = 400 mbar wieder starker ab als im Ansatz mit pH,5"%" =

1700 mbar.

Auch die Verlaufe der Acetatkonzentrationen in Abbildung 5.8b &hneln sich sehr zu Beginn der
Prozesse. AnschlieRend wird Acetat im Ansatz mit pH,="%"? = 1700 mbar mit einer maximalen
volumetrischen Produktbildungsrate von 28,8 g L™ d™' etwas langsamer gebildet als im Ansatz
mit pH,5"%" = 400 mbar (Qp =32,7gL"d"). Dabei werden in beiden Ansatzen &hnliche
zellspezifische Produktbildungsraten erreicht (g = 16,1+ 0,3g g™ d™).



Untersuchungen zur autotrophen Herstellung von Acetat 79

m)w | | | |
| | e
404 e
| | At
- | | ahat
;307§‘ﬂ
- | a | |
%20 | S | |
3 IR i e It I
< A | |
ol W
& | | |
‘gf/ | | |
0| | | | |
0,0 0,5 1.0 15 2.0 2.5
Zeit, d
(b) 30 \ \ \ \
_ e
25 | | |
o \ ///fliAAQAA \ \
201 o Mesana ]
&3 - | R
gts_gf(ug:?n
c | | | |
2 | | | |
10—
B | | | |
D054+ b
| | | |
0,0 ‘ ‘ l l

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Zeit, d

Abbildung 5.8: Verlauf der Konzentrationen an (a) Biotrockenmasse und (b) Acetat bei der
vergleichenden autotrophen Kultivierung von A. woodii bei einem pH,="%"% von (#, 4) 400 mbar
und (€, A) 1700 mbar unter pH-geregelten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo= 1,0 L,
pH=7,0, Medium=DSMZ 135HF, T=30 °C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L'1), n=
1200 min™, V 4 =30 L h™ (0,5 vwm), pCO,""%" = 100 mbar, py = 1,0 bar).

Diskussion

Ein Vergleich der in dieser Arbeit abgeschatzten Substrataufnahmeraten mit der fur den
jeweiligen Betriebspunkt ermittelten maximalen Gaseintragsrate, hat gezeigt, dass eine
mogliche Stofftransportlimitierung des gasformigen Substrats Wasserstoff bei einer
Rihrerdrehzahl von 400 min™ durch Erhéhung auf 1200 min™ aufgehoben werden konnte. Bei
einer Rihrerdrehzahl von 400 min” lagen die maximal méglichen Gaseintragsraten des
Rihrkesselreaktors flir H, sehr nah an den tatsachlich ermittelten volumetrischen Substrat-



80 Untersuchungen zur autotrophen Herstellung von Acetat

aufnahmeraten, was auf eine Stofftransportlimitierung unter diesen Bedingungen hindeuten
kénnte. Die maximal mdgliche Gaseintragsrate fur CO, lag in allen gezeigten Prozessen
deutlich Uber der ermittelten Substrataufnahmerate, was eine Limitierung dieses gasférmigen
Substrats klar ausschlieRt. Unter Bedingungen mit erhéhter Riihrerdrehzahl (1200 min™") konnte
eine Stofftransportlimitierung an Wasserstoff ausgeschlossen werden.

Die ermittelten Gaseintragsraten fiir die gasférmigen Substrate H, und CO, sind jedoch nur als
Naherung zu sehen. Diese Gaseintragsraten wurden auf der Basis der Sattigungskonzentration
des Gases in der Flussigphase und dem ka fir das jeweilige Gas abgeschatzt. Die
Sattigungskonzentrationen der Gase wurden auf der Basis der eingestellten Partialdriicke fir
das Lésungsmittel Wasser ohne Bericksichtigung der Medienbestandteile berechnet, die zu
einer Reduktion der Geldstkonzentration von Gasen fuhren kénnen. So kann die Loslichkeit
eines Gases in einem typischen Fermentationsmedium zwischen 5 - 25 % niedriger liegen als in
reinem Wasser (Doran, 2006). Auch die ermittelten k a flr H, und CO, kdnnen wegen der im
letzten Kapitel genannten Grinde zu niedrig liegen, was zu einer Unterschatzung der
tatsachlich moglichen Gaseintragsraten fiihrt.

Bei einem Lesitungseintrag von 5,5 W L™ und einer Begasungsrate von 0,5 vwvm konnte gezeigt
werden, dass ein pH,5"%°" yvon 400 mbar ausreichend ist. Eine Verringerung des pH,="%" von
1700 mbar auf 400 mbar flhrte zu einer fast identischen Produktbildung unter ansonsten
identischen Prozessbedingungen. Dies zeigt, dass der Stofftransport auch unter Bedingungen
mit reduziertem pH, ausreicht, um hohe Acetatbildungsraten zu erreichen. Eine Reduktion des
pH,E"%"9 macht bei geniigend hohem Leistungseintrag einen Uberdruck im Reaktionssystem
Uberfliissig. Eine Abschatzung der maximal méglichen HTR (HTRmax = 85,7 mmol L™ h™") zeigte,
dass diese sehr nah an der ermittelten Wasserstoffverbrauchsrate unter diesen Bedingungen
(HURmax = 90,7 mmol L™ h™") lag. Ein Vergleich des geschatzten k.a(H,) fiir diese Bedingungen
(kca(H,) = 286 h™") mit einem tatsachlich gemessenem Wert von 869 h™ unter &hnlichen
Prozessbedingungen (n = 1000 min™', Begasunsgrate = 1,0 vwm; Kodama et al., 1976) zeigte
jedoch, dass dieser Wert bei diesem hohen Leistungseintrag wahrscheinlich aus Griinden, die
schon im vorherigen Kapitel beschrieben wurden, deutlich unterschatzt wurde. Da bei
pH,E"%" = 400 mbar eine &hnliche Acetatbildungsrate erreicht wurde wie bei pH,F"9%"
= 1700 mbar, sollte unter diesen Bedingungen keine Limitierung des Stofftransports an
Wasserstoff vorliegen. Die verringerte volumetrische Acetatbildungsrate bei pH,="%"9
= 1700 mbar war anscheinend auf die geringere maximale Biotrockenmasse im Vergleich zum

Eingang —

Ansatz mit pH, 400 mbar zurlckzufiihren.
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5.3.4 Ermittlung der Substratverbrauchsraten

In der folgenden Kultivierung wurden die Verbrauchsraten der gasférmigen Substrate H, und
CO,, bei der autotrophen Acetatbildung im Satzverfahren ermittelt. Dies erfolgte zum einen mit
Hilfe der Messung der H,- und CO,-Konzentrationen im Abgas und zum anderen durch
Messung des Abgasvolumenstroms. Um eine zuverlassige Messung des Volumenstroms zu
erhalten, muss dieser kontinuierlich sein. Fur eine zuverlassige Messung der Hx- und CO»-
Konzentrationen muss Stickstoff als Tragergas im Gasstrom mitgefihrt werden. Es konnte
gezeigt werden, dass unter den vorherrschenden Betriebsbedingungen bei einer
Rihrerdrehzahl von 1200 min™ und einem Volumenstrom von 30Lh' ein Wasserstoff-
partialdruck von 400 mbar im zugefihrten Gas ausreicht, um hohe Acetatbildungsraten zu
erreichen. So konnte bei einem pCO,5"%" von 100 mbar noch ausreichend Stickstoff zum
Gasstrom gemischt werden, um eine Messung der Ho- und CO,-Konzentrationen im Abgas zu
ermdglichen.

In Abbildung 5.9a ist der Verlauf der Konzentrationen an Biotrockenmasse und Acetat bei einer
autotrophen Kultivierung unter nichtlimitieten Bedingungen beziglich des Gas-Flissig-
Stofftransports dargestellt. Die Biomassekonzentration nahm in der exponentiellen Phase mit
einer Wachstumsrate von 0,037 h™ bis auf 2,2 g L zu und fiel anschlieRend wieder auf 1,5g L
bei Versuchsende nach 2,3 Tagen. Acetat wurde nach einer kurzen Verzégerungsphase mit
einer maximalen volumetrischen Acetatbildungsrate von 32,7 g L d” und einer zellspezifischen
Rate von 16,4 g g d”' gebildet.

Der Partialdruck an Wasserstoff im Abgas des Reaktors fallt wahrend dem Prozess von
pH,E"9%" = 400 mbar auf pH,"*%" = 367 mbar nach 0,6 Tagen (vgl. Abbildung 5.9b). Zur
gleichen Zeit fallt der Partialdruck an CO, von pCO,™"%" =100 mbar auf pCO,"%" =
59 mbar.

In Abbildung 5.9¢ sind die aus der Abgasmessung ermittelten molaren Substratverbrauchs-
raten fir H, und CO, im Vergleich zur molaren Bildungsrate von Acetat dargestellt. Dabei
wurden bei einer maximalen volumetrischen Acetatbildungsrate von 25,7 mmol L™ h”" maximale
volumetrische Substratverbrauchsraten von 60,0 mmol L h™" fiir CO, und 109,3 mmol L™ h™" fir
H, ermittelt.
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Abbildung 5.9: (a) Verlauf der Konzentrationen an (©) Biotrockenmasse und (&) Acetat bei der
autotrophen Kultivierung von A. woodii unter pH-geregelten Bedingungen im Laborrihr-
kesselreaktor zur Ermittlung Substratverbrauchsraten bei der autotrophen Acetatbildung (Vo =
1,0L, pH=7,0, Medium =DSMZ 135HF, T =30 °C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L'1), n=
1200 min™", V4=30Lh" (0,5vvm), pH,""%" =400 mbar, pCO,""%" = 100 mbar, pi=
1,0 bar); (b) Partialdricke an (a) H, und (&) CO, im Reaktorabgas; (c) ermittelte Raten fur die
(&) Acetatbildung und den Substratverbrauch an (@) H, und (®) CO..
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Aus dem Vergleich der Uber Bilanzierung der Gasphase ermittelten Substratverbrauchsraten
mit den aus der Acetatbildung abgeschatzten Raten lasst sich erkennen, dass diese Raten in
der exponentiellen Phase bis zu einer Prozesszeit von etwa 0,5 Tagen sehr gut Gbereinstimmen
(vgl. Abbildung 5.10a und b). Auch im weiteren Prozessverlauf sind diese Raten im Rahmen der
Messgenauigkeit vergleichbar. Aus den ermittelten Substratverbrauchsraten konnte in der
exponentiellen Phase die Stdéchiometrie der autotrophen Acetatbildung von A. woodii ermittelt
werden. Fur die Bildung von einem Molekil Acetat unter autotrophen Bedingungen wurden 4,08
+ 0,08 Molekile H, und 2,28 + 0,12 Molekile CO, benétigt.
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Abbildung 5.10: Vergleich der Uber Bilanzierung des Gasphase gemessenen Substrat-
verbrauchsraten mit aus der Acetatbildung abgeschatzten Substratverbrauchsraten fur
(a) Wasserstoff und (b) Kohlenstoffdioxid. Die Substratverbrauchsraten wurden aus der Acetat-
bildung ohne Berticksichtigung der Biomassebildung bestimmt.

Diskussion

Die ermittelten Koeffizienten von 4,08 Molekilen H, und 2,28 Molekulen CO, fiir die autotrophe
Bildung von einem Molekil Acetat durch A. woodii stimmen mit einem Fehler von 2 % fir H,
und 14 % far CO, mit der von Balch et al. (1977) angegebenen Stéchiometrie von 4 Molekulen
H, und 2 Molekiilen CO, fir ein Molekil Acetat gut Uberein. Dieser Fehler kann zum Teil
dadurch erklart werden, dass die Biomassebildung bei der Ermittlung der Stéchiometrie nicht
bertcksichtig wurde. Laut Angaben von Daniel et al. (1990) werden etwa 4 % des verbrauchten
CO, fur den Aufbau von Biomasse von Moorella thermoacetica verwendet. Wird dies bei der
Ermittlung der Stochiometrie beriicksichtigt, so wiirden sich die die Koeffizienten 3,93 Molekiile
H, und 2,21 Molekile CO, fiir ein Molekil Acetat ergeben.
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5.3.5 Einfluss der lonenstarke auf den Stofftransport

Der Salzgehalt des Mediums und damit die lonenstarke (bt einen reduzierenden Einfluss auf
die Gelbstkonzentration der Sustratgase ("Aussalz-Effekt") und damit auch auf den
Stofftransport dieser Gase in die Flussigkeit aus. Daher muss der Einfluss der lonenstarke bei
autotrophen Kultivierungen mit steigender Konzentration an Elektrolyten wie dem Acetatsalz
und der zudosierten Natronlauge beriicksichtigt werden. Der Einfluss des Aussalz-Effekts auf
die Gasldslichkeit wurde anhand einer representativen autotrophen Kultivierung untersucht. Der
Anstieg der lonenstarke im Medium wurde auf der Basis des gebildeten Acetats und der
zudosierten Natronlauge Uber Gleichung 3.30 nach Sechenov abgeschatzt. Diese Gleichung
basiert auf empirischen Modellen und enthalt sowohl lonen- als auch Gas-spezifische
Parameter. Da kein lonen-spezifischer Wert fir Acetat aus der Literatur verfliigbar war, wurde
stattdessen der Wert fir Chloridionen verwendet (Weisenberger und Schumpe, 1996). Die
Anwesenheit von Biomasse wurde bei der Abschatzung der Gasloslichkeit vernachlassigt.

Zu jedem Messpunkt wurde die verminderte Gasléslichkeit an Hand der gebildeten Menge an
Acetat und der zudosierten Menge an Natronlauge ermittelt. Die ermittelten Werte fir die
reduzierte Gasloslichkeit sind in Abbildung 5.11 exemplarisch fir Wasserstoff dargestellt. Es
I&sst sich feststellen, dass die lonenstarke durch die Acetatbildung und die gleichzeitige
Zudosierung von Natronlauge wahrend der autotrophen Kultivierung von A. woodii um
0,9 mol L™ ansteigt bei einer Acetatkonzentration von 46,5 g L™ nach 2,3 Tagen (und &quivalent
zudosierter Natronlauge). Der Anstieg der lonenstarke filhrte zu einer Reduktion der
urspriinglichen Sattigungskonzentration um etwa 20 % von 0,30 mmol L™ auf 0,24 mmol L™". Fiir
CO, wurde unter den gleichen Bedingungen eine ahnliche Reduktion um etwa 20 % von
0,54 mmol L"'auf 0,43 mmol L™ ermittelt (Daten nicht gezeigt). Die Reduktion der Gasldslichkeit
fuhrt zu einer ebenso groRen Verringerung des Stofftransports der gasformigen Substrate H,
und CO, aus der Gas- in die Flissigphase.
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Abbildung 5.11: Verlauf der Acetatkonzentration (4), der abgeschatzten lonenstarke (@) und
der abgeschatzten Geldstkonzentration an H, (@) fir eine representative autotrophe
Kultivierung von A. woodii unter pH-geregelten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vg
1,0L, pH=7,0, Medium = DSMZ 135HF, T =30 °C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L'1), n
1200 min™", V4=30Lh" (0,5vwm), pH,""%"9 =400 mbar, pCO,""%"9 =100 mbar, P
1,0 bar).

Diskussion

Anhand der gezeigten Abschatzung der Reduktion der Gasléslichkeiten an H, und CO, konnte
ermittelt werden, dass die Bildung von Acetat und die gleichzeitige Neutralisierung dieser
organischen Saure mit Natronlauge zu einer etwa 20 %-igen Reduktion der Gasldslichkeit
wahrend einer autotrophen Kultivierung mit einer Acetatendkonzentration von etwa 50 g L™
fuhrt. Es muss dabei jedoch angemerkt werden, dass dies nur als grobe Abschatzung zu sehen
ist. Da bisher noch kein Acetat-spezifischer Wert fir die Berechnung der Sechenov-Konstante,
die ein Mal} ist fir den Aussalz-Effekt ist, beschrieben wurde, wurde mit dem Wert fir Chlorid-
lonen gerechnet (Weisenberger und Schumpe, 1996).

In Folge der Reduktion der Gasloslichkeit wahrend der autotrophen Acetatbildung reduziert sich
dementsprechend auch der Stofftransport aus der Gas- in die FlUissigphase. Waren die
Bakterienzellen stofftransportlimitiert und wirden die gasférmigen Substrate mit der maximal
moglichen Gaseintragsrate des RUhrkesselreaktors verbrauchen, so wurde sich die
Geschwindigkeit der Acetatbildung als Folge des abfallenden Stofftransports auch
verlangsamen. Bei Betrachtung der gezeigten Kultivierung lasst sich jedoch feststellen, dass
sich der Abfall der volumetrischen Produktbildungsrate von 32,7 gL"d" auf 10,2gL"d"”
(Abfall von 69 %) gegen Ende der Fermentation nur zu einem geringen Teil durch die Abnahme
der Gasldslichkeit (Abfall von 20 %) und damit des Gas-Flussig-Stofftransport erklaren I&sst.
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Denkbar ware beispielsweise auch ein inhibitorischer Effekt der zudosierten Natrium-lonen. So
zeigten Wang und Wang (1984), dass der Anstieg der Na*-lonen auch zu einem geringen
wachstumsinhibierenden Effekt auf das H*-abhangige Acetogen Moorella thermoacetica gefiihrt
hat. Dies koénnte auch fir das Na'-abhangigen Acetogen A. woodii zutreffen, dessen
bioenergetischer Stoffwechsel auf der Generation eines Na’-Gradienten Uber die Zellmembran
basiert (Biegel et al., 2011b). So wird sowohl die Synthese von ATP, als auch die Rotation des
Flagellums durch diesen Gradienten angetrieben (Heise et al., 1992; Miller und Bowien, 1995).
Der Anstieg der Na*-Konzentration im Medium durch Kontrolle des pH mit konzentrierter NaOH
konnte dazu fiihren, dass der Na*'-Gradient Uiber die Zellmembran nicht mehr aufrechterhalten
werden kann, was sich hinderlich auf die essentielle Bildung von ATP auswirken konnte. Dies
konnte durch Wechsel des Titrationsmittels auf beispielsweise KOH untersucht werden. K'-
lonen kénnen Na® nicht in der Ausbildung des Na*-Gradienten Uber die Zellmembran ersetzen
und sollten diesen daher auch nicht direkt beeinflussen (Miller und Bowien, 1995).

5.4 Erhohung der Biomassekonzentration

Unter ausreichend hohem Gaseintragsraten wurde weiterhin ermittelt, ob die volumetrische
Acetatbildungsrate durch Erhéhung der Biomassekonzentration im Laborrihrkesselreaktor
gesteigert werden kann. Standardmaflig wurde bisher in autotrophen Kultivierungen eine
Startbiomassekonzentration von 1,3 g L’ eingesetzt, die als Referenz dient. Aulierdem wurde
durch Halbierung der eingesetzten Biomassekonzentration ermittelt, ob sich dabei ahnlich hohe
Acetatbildungsraten erreichen lassen.

Abbildung 5.12a zeigt, dass in den Ansatzen mit einer Startbiomassekonzentration von 1,3 und
0,7 gL" ein ahnliches Wachstum stattfand, wohingegen im Ansatz mit einer Startbiomasse-
konzentration von 2,8 gL" nur eine Abnahme der Biomasse im Reaktor gemessen werden
konnte.

In Abbildung 5.12b zeigt sich, dass sich die Zunahme der Acetatkonzentration in den Ansatzen
mit einer Startbiomassekonzentration von 0,7 und 1,3 g L' mit einer maximalen volumetrischen
Produktbil-dungsrate von 32,3 + 0,4 g L™ d™' sehr ahnlich verhielt. Die geringere volumetrische
Rate im Ansatz mit einer Startbiomassekonzentration von 0,7 g L ist darauf zuriickzufiihren,
dass die Bakterienzellen eine maximale zellspezifische Produktbildungsrate von 21,0gg™ d”
erreicht wurde. Mit steigender Biomasse im Reaktor nahm die zellspezifische Rate ab.
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Tabelle 5.4: Zusammenfassung der Wachstumsraten und der volumetrischen und
zellspezifischen Produktbildungsraten der vergleichenden Kultivierung von A. woodii mit
ansteigender Startbiomasse.

Wachstums- vol. Produktionsrate Qp, zellspez. Produktionsrate qp,

cxo, g L rate Pmax, h' gL d”’ gg'd’
0,7 0,035 25,30 20,99
1,3 0,048 32,68 16,38
2,8 - 31,93 12,58
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Abbildung 5.12: Verlauf der Konzentrationen an (a) Biotrockenmasse und (b) Acetat bei
vergleichenden autotrophen Kultivierungen von A. woodii mit einer Startbiomassekonzentration
von (@, A)0,7gL", (# 4a)1,3gL" und (¢, &) 2,8 gL" unter pH-geregelten Bedingungen im
LaborrUhrkesselreaktor (Vo=1,0L, pH=7,0, Medium = DSMZ 135HF, T =30 °C, Titrations-
mittel NaOH (10 mol L"), n=1200min™, V4=30Lh" (0,5vwm), pH,5"9*"¢ =400 mbar,
pCO,5"%" = 100 mbar, pyt = 1,0 bar).
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Auch eine weitere Erhéhung der eingesetzten Startbiomasse resultierte in einer vergleichbar
hohen volumetrischen Acetatbildungsrate, jedoch nahm die Biomassekonzentration hierbei
wahrend der Kultivierung noch starker ab, als in der hier gezeigten Kultivierung (Daten nicht
gezeigt).

Um sicher zu gehen, dass die erreichbare Acetatbildungsgeschwindigkeit nicht durch eine
Limitierung des Gas-Flissig-Stofftranports begrenzt wird, wurde der volumenbezogene
Leistungseintrag und die Begasungsrate auf 10,4 W L" (n=1500 min™") und V 4=120Lh’
(2,0 vvm) weiter erhoht. In der folgenden Kultivierung wurde untersucht, ob durch weitere
Erhéhung des Stofftransports die volumentrische Produktbildungsrate erhéht werden kann. Die
Biomassekonzentration lag zu Beginn der Kultivierungen bei 1,3 g L™.

Abbildung 5.13 zeigt, dass Acetat sowohl im Ansatz mit einer Rihrerdrehzahl von 1200 min™
und einer Begasungsrate von 30 L h™, als auch bei einer Riihrerdrehzahl von 1500 min™ und
einer vierfach hoheren Begasungsrate von 120 L h™ &hnlich schnell gebildet wurde. Dabei
wurden vergleichbare volumetrische Produktbildungsraten von 33,7 + 1,1 g L™ d™' erreicht. Auch
der hier nicht gezeigte Verlauf der Biomassekonzentration verhalt sich in beiden Ansatzen sehr
ahnlich.
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Abbildung 5.13: Verlauf der Acetatkonzentrationonzentrationen bei der vergleichenden
autotrophen Kultivierungen von A. woodii bei unter Bedingungen mit (4) n = 1200 min™ und V =
30Lh" (0,5vwm) und (A) n=1500 min" und V=120Lh" (2,0 vwm) unter pH-geregelten
Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo =1,0L, pH=7,0, Medium = DSMZ 135HF, T =
30 °C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L™), pH,5"%"¢ = 400 mbar, pCO,""%" = 100 mbar, pi; =
1,0 bar).
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Die Geschwindigkeit der Acetatbildung konnte auch bei weiterer Erhdhung des pH,""%*" auf
1500 mbar, des pCO,""%*" quf 300 mbar und der Startbiomassekonzentration auf 2,8 g L™ nicht
weiter erhéht werden. Dabei wurde wieder eine ahnliche volumetrische Acetatbildungsrate von
32,5gL" d" erreicht, die zellspezifische Produktbildungsrate lag bei 12,2 g g” d” (Daten nicht
gezeigt).

Diskussion

Unter Bedingungen, die als nichtlimitiert bezlglich des Stofftransports angenommen werden,
sollte eine Erhéhung der Zelldichte im Rihrkesselreaktor zu einer Erhdhung der volumetrischen
Produktbildungsrate fuihren. Dies konnte sowohl von Schmidt und Cooney (1986) mit Moorella
thermoacetica ATCC 29797, als auch von Morinaga und Kawada (1990) fir Acetobacterium sp.
BR-446 gezeigt werden. Letztere erreichten durch Erhéhung der Zelldichte im Reaktor mit
Zellrickhaltung und Erhéhung des Drucks im System auf 2,7 bar sogar eine volumetrische
Acetatbildungsrate von 149gL"'d", was mit Acetatbildungsraten in der kommerziellen
Herstellung von Speiseessig mit aeroben Essigsaurebakterien vergleichbar ist.

Im Rahmen dieser Arbeiten flihrte eine Erhéhung der Biomassekonzentration nur bedingt zu
einer Erhéhung der volumetrischen Produktivitat. So konnte bei einer Biomassekonzentration
<1gL" zu Beginn der Kultivierung eine maximale zellspezifische Produktbildunsgrate von
21gg'd’ erreicht werden. Eine Erhohung der Biomassekonzentration zu Beginn der
Kultivierung tber 1 g L™ filhrte zu einer Reduktion der zellspezifische Rate auf unter 12 g g™ d™.
Dies zeigt deutlich, dass hier eine Limitierung der Bakterienzellen vorliegt. Eine Limitierung der
Versorgung der Zellen mit den gasférmigen Substraten in der Flissigphase konnte durch
Maximierung des in diesem Riihrkesselreaktor moglichen Gas-Flissig-Stofftransports
ausgeschlossen werden. Des Weiteren existiert die Mdglichkeit der Limitierung von Medien-
bestandteilen, was im folgenden Kapitel untersucht werden soll.

5.5 Variation des pH

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Acetatbildung durch Variation des pH-Sollwerts
gesteigert und eine hohere Acetatendkonzentration erreicht werden kann.

In Abbildung 5.14 sind die Verlaufe der Acetatbildung bei pH 7,0 und pH 7,4 wahrend der
Prozesse vergleichend dargestellt. Im Referenzansatz bei pH 7,0 wird dabei eine volumetrische
Produktbildungsrate von 31,9 g L™ d™ erreicht. Die Acetatbildung bei der Kultivierung bei pH 7,4
ahnelte dem Verlauf im Referenzansatz bei pH 7,0, stagnierte aber friiher. So waren nach einer
Versuchszeit von 1,9 Tagen nur 32,6 gL’ Acetat im Medium vorhanden im Vergleich zu
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40,99 L"im Referenzansatz bei pH 7,0. Der Verlauf der Biomassekonzentration verhielt sich in
beiden Ansatzen dabei sehr dhnlich (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5.14: Verlauf der Acetatkonzentrationen bei der vergleichenden autotrophen
Kultivierung von A. woodii bei einem pH von (a) 7,0 und (A) 7,4 unter pH-geregelten
Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo=1,0L, Medium =DSMZ 135HF, T =30 °C,
Titrationsmittel NaOH (10 mol L"), n=1200 min", V4=30Lh" (0,5vwm), pH,""%"
= 400 mbar, pCO,="%*" = 100 mbar, pi = 1,0 bar).

Bei der Kultivierung von A. woodii unter autotrophen Bedingungen bei einem pH von 6,8 im
Vergleich zu pH 7,0 zeigte sich ein ahnliches Bild. Auch hier stagnierte die Acetatbildung
deutlich friher als im Ansatz mit pH 7,0 und es wurde bei Versuchsende eine geringere
Produktkonzentration im Medium gemessen (Daten nicht gezeigt).

Diskussion

Bei der Produktion von organischen Sauren muss die Inhibierung der Bakterienzellen durch das
gebildete Produkt bertcksichtigt werden. Das von den Bakterienzellen gebildete Acetat liegt je
nach pH des Mediums als Acetat oder als freie Saure vor. Beide Spezies liben dabei einen
inhibierenden Effekt auf die Bakterienzellen aus, wobei der Effekt der Essigsaure wesentlich
starker ausgepragt ist, als der des Acetat-lons (Wang und Wang, 1984). Standardmafig wurde
A. woodii unter autotrophen Bedingungen bei einem pH von 7,0 kultiviert. Bei diesem pH liegen
laut Abbildung 3.1 0,57 % der Essigsaure im Medium in undissoziierter Form vor. Durch
Erniedrigung des pH auf pH 6,8 steigt der Anteil der undissoziierten Form der Essigsaure auf
0,9 %. So ist die frUher einsetzende Stagnation der Acetatbildung bei pH 6,8 eventuell auf den
inhibierenden Effekt der erhdhten Konzentration der undissoziierten Essigsadure zurlck-
zufihren. Durch Erhéhung des pH auf pH 7,4 verringert sich der Anteil der undissoziierten
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Essigsaure auf 0,23 %. Daher fallt der inhibierenden Effekt der undissoziierten Essigsaure bei
diesem pH geringer aus.

Es ist dabei jedoch unklar, wieso die Acetatbildung bei pH 7,4 friiher stagniert als bei pH 7,0.
Durch Erhéhung des pH von pH 7,0 auf pH 7,4 steigt die Konzentration an Hydrogencarbonat
HCO; im Medium bei einem pCO,"%*"® von 100 mbar von 0,58 g L™ auf 1,45gL™" an. Dies
wirkt sich zu Beginn der Kultivierung nicht auf den Verlauf der Acetatkonzentration aus. Im
Verlauf des Prozesses konnte sich jedoch die Sekretion von Acetat ins Medium und die
gleichzeitige Zudosierung von NaOH in Kombination mit der erhéhten Konzentration an HCO3
aus unbekannten Griinden inhibierend auf die Acetatbildung von A. woodii auswirken.
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6 Reaktionstechnische Untersuchung einzelner
Medienbestandteile

Fir die Untersuchung des Einflusses verschiedener Medienbestandteile standen parallele
Ruhrkesselreaktoren im Millilitermastab zur Verfigung. Da hier nur pH-unkontrollierte
Prozesse durchgeflihrt werden konnten, wurden ausgewahlte Reaktionsbedingungen im
Litermalistab im Laborriihrkesselreaktor genauer untersucht. Zusatzlich wurde der Einfluss
einiger Medienbestandteile unter heterotrophen Bedingungen in Septumflaschen untersucht.

6.1 Vitamine und Spurenelemente

Im folgendem Experiment wurde im Parallelansatz untersucht werden, ob durch Erhéhung der
Konzentration des Vitamins Pantothenat im Medium eine verbesserte Acetatproduktion erreicht
werden kann. Die im verwendeten Medium standardmaRig enthaltenen 0,1 mgL” D-Ca-
Pantothenat wurde schrittweise bis auf maximal 1,0 mg L™ erhoht.

Abbildung 6.1 zeigt, dass eine ansteigende Konzentration an Pantothenat keinen Einfluss auf
das Wachstum und die Produktbildung von A. woodii im Rahmen der Messgenauigkeit hatte.
So wurde in allen Ansatzen nach der Kultivierung von 48 Stunden eine Biomassekonzentration
von 0,21 + 0,03 g L™ und eine Acetat-konzentration von 4,9 + 0,4 g L™ gebildet.
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Abbildung 6.1: Gebildete Konzentrationen an Biomasse (mm) und Acetat (z3) nach 48 h bei der
autotrophen Kultivierung von A. woodii unter pH-ungeregelten Bedingungen in parallelen
Ruhrkesselreaktoren im Satzverfahren mit ansteigender Konzentration an D-Ca-Pantothenat
(cxo=0,1gL", Vo=12mL, Medium=DSMZ 135, T=30°C, n=2800 min", V,=48Lh",
pH,="%%" = 800 mbar, pCO,""%"? = 200 mbar). Die Kultivierungen wurden im Dreifachansatz
durchgefiihrt.

*: Konzentration an D-Ca-Pantothenat in Medium DSMZ 135.
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Im Folgenden wurde im Satzverfahren zum einen untersucht, ob die Spurenelemente Eisen,
Selen, Molybdan, Nickel und Magnesium in ausreichenden Mengen im Medium vorhanden sind
und zum anderen, ob die Erhéhung der Konzentration der einzelnen Komponenten einen
Einfluss auf das Wachstum und die Produktbildung unter autotrophen Bedingungen ausibt. Die
Konzentrationen der einzelnen Spurenelemente im Standardmedium DSMZ 135 und im
erhohten Ansatz sind in Tabelle 6.1 aufgefiihrt. Die Konzentrationserhéhung an Fe?, Se0,*
und MoO,* erfolgten laut den Angaben von Schoberth (1977).

Tabelle 6.1: Konzentration der Spurenelemente Ni**, SeO5;*, MoO,*, Fe*, Mg®* im Standard-
medium DSMZ 135 und in erhohter Konzentration.

Spurenelement DSMZ 135, mg L™ erhoht, mg L™
Ni** 12,3-107 18,7-107
Se0;” 310° 12,4-107
MoO,* 13,2:107 16,6

Fe** 0,4 5,4

Mg** 15,8 78,9

Wie Abbildung 6.2 zeigt, wurden im Referenzansatz nach 48 Stunden 4,1+ 0,4 g L Acetat und
0,19 + 0,01 g L™ Biotrockenmasse gebildet. Die Erhéhung der Konzentration an Ni** hatte unter
diesen Bedingungen keinen Effekt auf die Produktbildung. Die Erhéhung der Konzentration an
Selenit (Se05%) hatte keinen Einfluss auf die gebildete Konzentration an Biomasse, es wurde
jedoch mit 3,5+ 0,7 gL" etwas weniger Acetat gebildet als im Referenzansatz. Hierbei kann
jedoch auf Grund des grofien Fehlers keine eindeutige Aussage getroffen werden. Eindeutig ist
jedoch, dass in Anwesenheit einer erhdhten Konzentration an Molybdat (MoO,*) mit
0,7 £ 0,1 g L™ erheblich weniger Acetat gebildet wurde als im Referenzansatz. Es konnte keine
Zunahme der Biomassekonzentration gemessen werden. Diese lag am Ende des Versuchs
sogar unter der eingesetzten Konzentration von 0,1 g L. Eine erhdhte Acetatbildung von 5,1 +
0,1 g L™ konnte hingegen im Ansatz mit erhdhter Konzentration an Fe®* ermittelt werden. Eine
leicht erhohte Acetatkonzentration von 4,6 £ 0,1 g L' war auch im Ansatz mit Mg2+ vorhanden.
In beiden Ansatzen wurden ahnliche Konzentrationen an Biomasse gebildet wie im
Referenzansatz.
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Abbildung 6.2: Konzentrationen an Biomasse (mm) und Acetat (=) nach 48 h bei der
autotrophen Kultivierung von A. woodii unter pH-ungeregelten Bedingungen in parallelen
Ruhrkesselreaktoren im Satzverfahren unter Zusatz der Spurenelemente Ni**, Se05*, MoO/?,
Fe®* und Mg* (Konzentrationen siehe Tabelle 6.1) (cxo=0,1gL”, Vo=12mL, Medium =
DSMZ 135, T=30°C, n=2800min", V,=48Lh", pH,""%"9=800 mbar, pCO,~"%" =
200 mbar). Der pH des Mediums wurde vor Beginn der Kultivierung auf 7,2 eingestellt, um eine
ausreichende Verfiigbarkeit des gasfémigen CO, zu gewahrleisten. Die Kultivierungen wurden
im Dreifachansatz durchgefuhrt.

Die Beobachtung, dass sich die Erhdhung der Konzentration an Fe®* positiv auf die
Acetatbildung unter autotrophen Bedingungen ausgewirkt hat, wurde pH-kontrolliert im
Litermalistab verifiziert. Dazu wurde unter gleichen Versuchsbedingungen die Konzentration an
Fe®* wie in der vorherigen Kultivierung im Parallelansatz von 0,4 mg L™ im Referenzansatz auf
5,4 mg L™ erhéht.

Die Konzentration an Biotrockenmasse in Abbildung 6.3a im Referenzsansatz ohne erhdhte
Konzentration an Fe?* nahm innerhalb des ersten Tages von 1,53 auf 1,74 g L™ zu, blieb bis zu
einer Versuchszeit von etwa vier Tagen konstant und nahm anschlie®end wieder leicht ab. Die

Biomassekonzentrationen im Ansatz mit erhdhter Fe?*-Konzentration verhielten sich ahnlich.

Am Verlauf der Acetatkonzentrationen in Abbildung 6.3b ist zu erkennen, dass die Erhéhung
der Konzentration an Eisensulfat einen positiven Einfluss auf die Acetatbildung unter
autotrophen Bedingungen hatte. So konnte die volumetrische und zellspezifische
Produktbildungsrate durch die gesteigerte Konzentration an Eisen(ll)-lonen von 7,3 g L™ d” auf
8,5gL"d", beziehungsweise von 4,2 gg” d" auf 6,1 g g” d” erhdht werden. Die Erhéhung der
zellspezifischen Rate konnte durch die Kultivierung auf Fructose in Anwesenheit einer erhéhten
Konzentration an Eisensulfat bestatigt werden (Daten nicht gezeigt).
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In einer weiteren Kultivierung Im Laborriihrkesselreaktor wurde die Konzentration an Fe* weiter
auf 254 mgL" erhdht. Hierbei wurden identische Wachstums- und Produktbildungsraten
erreicht wie mit einer Fe?*-Konzentration von 5,4 mg L™.
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Abbildung 6.3: Verlauf der Konzentrationen an (a) Biotrockenmasse und (b) Acetat bei
autotrophen Kultivierungen von A. woodii mit einer Fe**- Konzentration von (¢, A) 0,4 mg L
und (¢, 4) 54 mg L™ unter pH-geregelten Bedingungen im Laborriihrkesselreaktor (Vo= 1,0 L,
pH = 7,0, Medium = DSMZ 135H, T = 30 °C, Titrationsmittel NaOH (6 mol L'1), n =400 min", V g
=15L h" (0,25 vwvm), pH,5"9%" = 1700 mbar, pCO,="%" = 100 mbar, py = 1,8 bar).

Wie von Schoberth (1977) beschrieben wurden in einer weiteren Kultivierung im
Laborruhrkesselreaktor die Konzentrationen an Eisen(ll)-lonen, Selenit und Molybdat in
Kombonation erhoht. Dies fuhrte jedoch 2zu einer leichten Verminderung der
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Acetatbildungsgeschwindigkeit im Vergleich zur alleinigen Konzentrationserhéhung von Fe®*
(Daten nicht gezeigt).

Aulerdem wurde in einer weiteren Kultivierung der leicht positive Effekt der erhdhten
Magnesiumkonzentration aus der Kultivierung im Parallelansatz pH-kontrolliert im Litermalstab
Uberpriift. Dazu wurde die Konzentration an Mg** zusétzlich zu Fe* im Medium erhoht. Dies
resultierte jedoch nicht in einer weiteren Erhéhung der Acetatbildungsgeschwindigkeit (Daten
nicht gezeigt).

Diskussion

Fir A. woodii wird beschrieben, dass Pantothenat ein essentieller Bestandteil des Mediums fir
diesen Organismus darstellt. Eine Kultivierung in Medium, das Pantothenat (c = 0,05 mg L) als
einziges Vitamin enthalt, war mit starken Wachstumseinbuflen mdglich (Balch et al., 1977).
Eine Erhdhung der Konzentration dieses essentiellen Medienbestandteils im Rahmen dieser
Arbeit zeigte im Parallelansatz, dass die im Medium vorhandene Konzentration von 0,1 mg L’
unter den gewahlten Bedingungen ausreichend war. Pantothenat wird von Acetogenen
bendtigt, um das Coenzym A zu synthetisieren, das eine wichtige Rolle im Acetyl-CoA-Weg bei
der Synthese von Acetat einnimmt (Kundiyana et al., 2011). Dabei kann anhand der Daten aus
dem Parallelsystem nicht ausgeschlossen werden, dass bei héheren Zelldichten im
Laborrihrkesselreaktor durch Verbrauch dieses Vitamins eine Limitierung im Verlauf der
autotrophen Kultivierung auftritt.

Diekert und Ritter (1982) berichteten, dass das Wachstum von A. woodii abhangig von der
Konzentration an Nickel im Medium ist. Eine Erhéhung der Konzentration dieses
Spurenelements hatte keinen Einfluss auf die Bildung von Biomasse und Acetat. Daher wird
angenommen, dass die im Medium vorhandene Konzentration an Ni** unter den gewahlten
Bedingungen ausreichend war. Mg?* ist ein Kofaktor vieler Enzyme des Stoffwechsels und
Bestandteil der Zellwand von Bakterien (Gottschalk, 1986). Des Weiteren spielt Mg?* eine Rolle
in der Magnesium-abhangigen Phosphorylierung von Acetat durch das Enzym Acetatkinase
(Ren et al., 2007). Eine Erhdhung der Konzentration dieses Elements hatte unter den
gewahlten Bedingungen keinen Einfluss auf das Wachstum und die Produktbildung.

Eine Limitierung an Eisenionen im Medium von Acetogenen ist nicht unwahrscheinlich, da am
autotrophen Stoffwechsel (Acetly-CoA-Weg) dieser Mikroorganismen eine Vielzahl an Enzymen
beteiligt sind, die Eisen-Schwefel-Cluster in den aktiven Zentren enthalten (Ragsdale und
Pierce, 2008). So wurde eine Eisenlimitierung im Medium auch schon fir die Acetogene
Clostridium ljungdahlli und C. ragsdalei beschrieben (Phillips et al., 1993; Phillips et al., 2011).
Schoberth (1977) berichtete, dass die Zugabe einer erhéhten Konzentration an Eisen(ll)-lonen,
Selenit und Molybdat einen férderlichen Effekt auf das autotrophe Wachstum und die
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Wasserstoffaufnahme von A. woodii hat. Die kombinierte Zugabe dieser Spurenelemente wurde
dabei in Anlehnung an Arbeiten mit Moorella thermoacetica durchgefiihrt (Andreesen et al.,
1973), jedoch ohne die Effekte der einzelnen Komponenten auf den Stoffwechsel genauer zu
untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch selektive Konzentrationserhdhung der
einzelnen Komponenten in Anlehnung an die Arbeiten von Schoberth (1977) gezeigt werden,
dass der forderliche Effekt auf den Stoffwechsel von A. woodii allein auf die Zugabe von
Eisen(ll)-lonen zum Nahrmedium zurlckzufihren ist. Dieser Effekt fiel bei der autotrophen
Kultivierung im Parallelansatz gering aus. Beim Wachstum auf Fructose in diesem System
konnte sowohl der Verbrauch an Fructose als auch die Bildung von Biomasse und Acetat durch
Zugabe an Eisen(ll)-lonen nahezu verdoppelt werden (Daten nicht gezeigt). Bei der
autotrophen Kultivierung im Laborrihrkesselreaktor konnte gezeigt werden, dass die
zugegebene Menge von 5mgL™" Fe* ausreichend war und eine weitere Erhéhung der
Konzentration keine Auswirkung hatte.

Der leichte bzw. starke inhibitorische Effekt auf das autotrophe Wachstum in den Ansatzen mit
Selenit bzw. Molybdat kann durch die 40-fache (Selenit) beziehungsweise 120-fache Erhéhung
(Molybdat) der Konzentration dieser Spurenelemente erklart werden. Spurenelemente kénnen
sich in erhdhter Konzentration im Medium toxisch auf den Stoffwechsel von Mikroorganismen
auswirken (Munoz et al., 1996). Dieser inhibierende Effekt der beiden Spurenelemente konnte
durch kombinierte Erhéhung aller drei Substanzen wie von Schoberth (1977) beschrieben fast
komplett aufgehoben werden. Da sich gezeigt hat, dass die Konzentration an Eisen(ll)-lonen im
Medium nicht ausreichend flir den Stoffwechsel von A. woodii war, wurde diese folglich fir alle
folgenden Kultivierungen und fir die Vorkulturherstellung im Medium angehoben.

Dass die Optimierung der Konzentration an Spurenelementen im Medium fir die autotrophe
Kultivierung von Acetogenen von entscheidender Wichtigkeit ist, haben Saxena und Tanner
(2011) kurzlich gezeigt. Uber die Messung der Aktivititen einiger wichtiger Enzyme des
Stoffwechsels von C. ragsdalei konnten die Konzentration einiger limitierender Spurenelemente
im Medium fiir die autotrophe Produktion von Ethanol optimiert werden. Zudem konnte Cu?* als
inhibierendes Element identifiziert und aus dem Medium eliminiert werden. Folglich sollte auch
durch Messung der Aktivitaten einiger wichtiger Enzyme des Stoffwechsel des in dieser Arbeit
verwendeten Organismus A. woodii zu einer genaueren Kenntnis des Nahrstoffbedarf an
Spurenelementen fir die autotrophe Acetatbildung fihren.

6.2 Hefeextrakt

In einer parallelen Satzkultivierung wurde der Einfluss einer steigenden Konzentration von
Hefeextrakt unter autotrophen Bedingungen untersucht. Das standardmalig eingesetzte
Medium DSMZ 135 enthalt 2 g L™ Hefeextrakt.
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Abbildung 6.4 zeigt die Abhangigkeit des Wachstums und der Acetatbildung von der
Hefeextraktkonzentration unter autotrophen Bedingungen. Wurden im Referenzansatz mit
29 L innerhalb von 48 Stunden eine Biomassekonzentration von 0,10 + 0,01 g L’ gebildet, so
konnte dies durch Anwesenheit héherer Konzentrationen an Hefeextrakt auf 0,21 £ 0,02 g L’
(Chete = 4 g L") und 0,30 + 0,03 g L™ fiir Hefeextraktkonzentrationen > 5 g L™ erhdht werden. Im
Ansatz ohne Hefeextrakt konnte keine Zunahme der Biomassekonzentration festgestellt
werden, im Ansatz mit 1 g L™ nur 0,03+ 0,01 g L™.

Auch Acetat wurde innerhalb der Versuchszeit von 48 Stunden in Anwesenheit hoherer
Hefeextraktkonzentrationen deutlich starker gebildet. Im Referenzansatz lagen bei Versuchs-
ende 2,8+0,5¢g L' Acetat im Medium vor, bei erhohter Konzentration an Hefeextrakt
44+02gL" (Chere=4gL"). Und 49+02gL" bei Chere=7gL". Im Ansatz mit 1gL”
Hefeextrakt wurden trotz sehr geringer Biomassebildung in der gleichen Zeit 1,8 +0,4g L™
Acetat gebildet, im Ansatz ohne Hefeextrakt konnte kein Acetat im Medium nachgewiesen

werden.

Wurde derselbe Versuch mit ansteigender Hefeextraktkonzentration unter heterotrophen
Bedingungen mit 10 g L™ Fructose durchgefiihrt, so konnte auch im Ansatz ohne Hefeextrakt
Wachstum und Produktbildung festgestellt werden. Auch hier war ein férderlicher Effekt der
ansteigenden Konzentration an Hefeextrakt im Medium zu beobachten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 6.4: Konzentrationen an (m) Biomasse und (=) Acetat nach 48 h bei der
autotrophen Kultivierung von A. woodii unter pH-ungeregelten Bedingungen im System aus
parallelen Ruhrkesselreaktoren im Satzverfahren mit ansteigender Konzentration an
Hefeextrakt (cxo = 0,19 L, Vo =12 mL, Medium = DSMZ 135, T =30 °C, n = 2800 min”, V g=
48 L h™", pH,5"%%"9 = 800 mbar, pCO,="%" = 200 mbar). Der pH des Mediums wurde vor Beginn

der Kultivierung auf 7,2 eingestellt, um eine ausreichende Verfligbarkeit des gasfomigen CO, zu
gewahrleisten. Die Kultivierungen wurden im Dreifachansatz durchgefuhrt.
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Des Weiteren wurde der positive Einfluss von Hefeextrakt auf das autotrophe Wachstum unter
pH-kontrollierten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor verfiziert. Dazu wurde die
standardméaRig im Medium DSMZ 135H vorhandene Hefeextraktkonzentration von 4 g L™ auf
10 g L™ erhéht.
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Abbildung 6.5: Verlauf der Konzentrationen an (a) Biotrockenmasse und (b) Acetat bei
autotrophen Kultivierungen von A. woodii mit einer Hefeextraktkonzentration von (®, a) 4 g L™
und (@, A) 10 g L™ unter pH-geregelten Bedingungen im Laborriihrkesselreaktor (Vo =1,0L,
pH=7,0, Medium =DSMZ 135HF, T =30°C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L'1), n=
1200 min™, V4=30Lh" (0,5vvm), pH,5"%" = 1700 mbar, pCO,""%" = 100 mbar, po =
1,8 bar).

Wie in Abbildung 6.5a zu sehen ist, nimmt die Konzentration der Biomasse im Referenzansatz
mit 4 g L' Hefeextrakt mit einer Wachstumsrate von 0,024 h™' etwas schneller zu als im Ansatz
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mit 10 g L Hefeextrakt (Mmax = 0,017 h'1). Der anschlieRende Abfall der Biomassekonzentration
ist jedoch bei erhdhter Konzentration an Hefeextrakt nicht zu sehen. Hier nimmt die
Konzentration der Biomasse erst nach etwa zwei Tagen wieder leicht ab.

Die Acetatkonzentration in beiden Ansatzen in Abbildung 6.5b verhalt sich wahrend des
gesamten Kultivierungszeitraums mit Produktbildungsraten von 28,1+ 1,5gL"h" (volume-
trisch) und 16,2 + 0,9 g g h™' (zellspezifisch) dhnlich.

Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass Hefeextrakt flir das autotrophe Wachstum von A. woodii
unbedingt notwendig ist. In Anwesenheit des energiereichen Substrats Fructose ist reduziertes
Wachstum und Acetatbildung auch ohne Hefeextrakt mdglich. In beiden Fallen ist die
Anwesenheit einer erhéhten Konzentration dieses komplexen Medienbestandteils auf den
Stoffwechsel von A. woodii férderlich. Die im Rahmen dieser Arbeit flr die autotrophe
Kultivierung von A. woodii im Laborrihrkesselreaktor standardmaRig enthaltene Konzentration
an Hefeextrakt im Medium zeigte sich als ausreichend. Durch Erhéhung der
Hefeextraktkonzentration konnte keine Erhéhung der Acetatbildungsrate erreicht werden,
jedoch blieben die Bakterienzellen langer in der stationaren Phase, was auf eine Limitierung
eines Bestandteils des Hefeextrakts wahrend der autotrophen Kultivierung hindeuten konnte.
Da viele Acetogene einen noch unbekannten Nahrstoffbedarf haben (Drake et al., 2006),
koénnte die richtige Dosierung von Hefeextrakt flir eine Prozessoptimierung eine wichtige Rolle
spielen.

6.3 Schwefelquellen

Zunachst wurde im Litermalstab im Laborriihrkesselreaktor untersucht, ob sich eine Erhéhung
der Schwefelquelle L-Cystein im Medium férderlich auf Wachstum und Produktbildung auswirkt.
Dazu wurde die im Medium standardmaRig vorhandene Konzentration an L-Cystein
Hydrochlorid (L-Cys HCI) von 0,5g L™ auf 2,5 g L™" erhéht und Wachstum und Produktbildung
verfolgt. Gestartet wurden die Kultivierungen mit einer Biomassekonzentration von 1,3 g L™.

Am Verlauf der Konzentrationen der Biomasse in Abbildung 6.6a zeigt sich, dass das
Wachstum im Referenzansatz mit 0,5 g L" L-Cys HCI etwas frither als bei erhdhter Konzen-
tration dieser Substanz eingesetzt hat. So wird in beiden Ansatzen eine ahnliche maximale
Biomassekonzentration von 2,0 g L erreicht, im Referenzansatz jedoch eine etwas hohere
Wachstumsrate von 0,039 h™" im Vergleich zu 0,026 h' bei erhdhter Konzentration an L-Cys
HCI.
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Auch die Acetatbildung setzte im Referenzansatz etwas friiher ein als im Ansatz mit erhéhter
L-Cys-Konzentration (Abbildung 6.6b). In der Phase maximaler Produktion wurden in beiden
Ansitzen ahnliche Raten von 28,1+0,4gL"'d”" (volumentrisch) und 154+04 gg'd’
erreicht. Bei Versuchsende nach etwa 2,5 Tagen war in beiden Ansatzen eine Acetat-
konzentration von 46,5+ 0,4 g L vorhanden.
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Abbildung 6.6: Verlauf der Konzentrationen an (a) Biotrockenmasse und (b) Acetat bei
autotrophen Kultivierung von A. woodii mit (¢, 4) 0,5gL™" und (®, 4) 2,5 gL' L-Cys HCI unter
pH-geregelten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo=1,0L, pH=7,0, Medium =
DSMZ 135HF, T =30 °C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L"), n=1200 min™, V4=30Lh"
(0,5 vvm), pH,5"%%"9 = 1700 mbar, pCO,="%"% = 100 mbar, py: = 1,8 bar).

Des Weiteren wurde im Parallelansatz untersucht, ob zusatzlich zu L-Cystein weitere 6sliche
Schwefelquellen flir die autotrophe Acetatbildung mit A. woodii in Frage kommen. L-Cystein
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wird in anaeroben Prozessen oft in Kombination mit Natriumsulfid als Schwefelquelle und
Reduktionsmittel eingesetzt. So wurde untersucht, ob die I6slichen Schwefelquellen Sulfit und
Thiosulfat flr die autotrophe Kultivierung von A. woodii in Frage kommen. Diese Schwefel-
quellen wurden in einer Konzentration eingesetzt, so dass der molare Anteil an Schwefel
aquivalent war zum urspriinglich im Medium vorhandenen Natriumsulfid in der Konzentration
0,5gL".

Abbildung 6.7 zeigt, dass eine Biomassekonzentration von 0,16 +0,01g L' sowohl im
Referenzansatz als auch im Ansatz mit Thiosulfat nach 48 Stunden gebildet wurde. Im Ansatz
mit Sulfit konnte innerhalb der Versuchszeit weder eine Zunahme der Konzentration an
Biomasse noch an Acetat gemessen werden. Die Acetatkonzentration lag im Referenzansatz
nach 48 h bei 4,3+0,5¢g L und im Ansatz mit Thiosulfat bei 3,8 + 049 L. Wurde kein
Natriumsulfid und nur L-Cystein im Medium eingesetzt, so war unter autotrophen Bedingungen
kein Unterschied der Bildung an Biomasse und Acetat festzustellen (Daten nicht gezeigt).

Parallel zur autotrophen Kultivierung im Parallelriihrkesselreaktorsystem wurde der Einfluss der
alternativen Schwefelquellen unter heterotrophen Bedingungen in Septumflaschen untersucht.
Dabei zeigte sich, dass der Ersatz von Sulfid sowohl durch Sulfit als auch durch Thiosulfat
einen forderlichen Effekt auf das Wachstum und die Produktbildung mit Fructose als
Kohlenstoffquelle hatte (Daten nicht gezeigt).

10
< Bf———
-
(@]
s6f
<
S 4t+——PJ@———————————F—————
N
C
o
¥ o4+ 0 |-
0

Referenz 8032' 82032'

Abbildung 6.7: Konzentrationen an Biomasse (mm) und Acetat (@) nach 48 h bei der
autotrophen Kultivierung von A. woodii mit den zusatzlichen Schwefelquellen Sulfit (c(Na,SO3) =
0,51 gL™") und Thiosulfat (c(Na,S,03) = 0,81 gL™") unter pH-ungeregelten Bedingungen in
parallelen Ruhrkesselreaktoren im Satzverfahren (cxo = 0,19 L', Vo=12mL, Medium =
DSMZ 135, T=30°C, n=2800min", V,=48Lh", pH,""%" =800 mbar, pCO,""%" =
200 mbar). Die Kultivierungen wurden im Dreifachansatz durchgefiihrt. Der pH des Mediums
wurde vor Beginn der Kultivierung auf 7,2 eingestellt, um eine ausreichende Verfligbarkeit des
gasfomigen CO, zu gewahrleisten.
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Diskussion

Es wurde vermutet, dass im Verlauf der autotrophen Kultivierung von A. woodii méglicherweise
eine Limitierung einer Schwefelquelle autreten kénnte, da im Medium vorhandenen Schwefel-
quellen Natriumsulfid und L-Cystein den Mikroorganismen im Verlauf des autotrophen
Prozesses nicht mehr zur Verfigung stehen. So zeigten Hu et al. (2010), dass im Medium
geldéstes Sulfid in begasten Reaktoren in Abhangigkeit des pH innerhalb kirzester Zeit durch
Ausgasen von Wasserstoffsulfid verloren geht. Koesnandar et al. (1990) haben zudem beim
Wachstum des Acetogens Moorella thermoacetica eine Abnahme von L-Cystein im Medium
festgestellt. Eine Erhéhung der im Medium vorhandenen Schwefelquelle L-Cystein in dieser
Arbeit fihrte in beiden Ansatzen zu ahnlichen Wachstums- und Produktbildungsraten. Im
Ansatz mit erhéhter Konzentration an L-Cystein wurde jedoch eine Verzdégerung des
Wachstums und der Acetatbildung beobachtet, was auf das veranderte Redoxpotential des
Mediums zurlickzufiihren sein kann. Neben der Funktion als Schwefelquelle dient L-Cystein in
anaeroben Medien als Reduktionsmittel, um Reste an Sauerstoff zu entfernen und das
Redoxpotential des Mediums flir optimales Wachstum von anaeroben Mikroorganismen zu
senken (Hu et al., 2010). Eine Veranderung des Redoxpotentials des Mediums kann sich auf
die Aktivitat einiger Enzyme auswirken, die gegenlber dem Redoxpotential sensititv sind (van
Dijk und Veeger, 1981). So zeigte sich beispielsweise, dass die CO-Dehydrogenase des
anaeroben Bakteriums Rhodospirillum rubrum gegeniiber Anderungen des Redoxpotentials
sensitiv ist (Heo et al., 2001). Unterhalb eines Reduktionspotentials von -480 mV wurde die
maximale Aktivitat dieses Enzyms gemessen, wohingegen es bei einem Reduktionspotential
grofier -300 mV keine Aktivitat mehr aufwies.

Am Stoffwechsel der acetogenen Mikroorganismen sind die redoxsensitiven Enzyme
Hydrogenase und CO-Dehydrogenase beteiligt, daher sollte das Redoxpotential des Mediums
wahrend der autotrophen Kultivierung von A. woodii Uberwacht und gegebenenfalls durch
Zugabe von Reduktionsmitteln konstant gehalten werden. Durch Verbrauch von L-Cystein im
Medium kdénnte ein optimales Redoxpotential des Mediums fir die autotrophe Produktion von
Acetat mit A. woodii nicht mehr gegeben sein, so dass durch Reduktion von Enzymaktivitaten
der Stoffwechsel zum Erliegen kommt.

Bei der Suche nach zusatzlichen Schwefelquellen wurde festgestellt, dass sich Thiosulfat fur
die autotrophe Kultivierung von A. woodii eignet, Sulfit jedoch nicht. Beide Schwefelquellen
kénnen von diesem Bakterium beim Wachstum auf organischen Schwefelquellen verwendet
werden, was von Heijthuijsen und Hansen (1989) beschrieben und durch Wachstumsversuche
in Septumflaschen in dieser Arbeit bestatigt werden konnte. Warum der Stoffwechsel von
A. woodii unter autotrophen Bedingungen durch die Anwesenheit von Sulfit komplett inhibiert
wird, kann an dieser Stelle nicht erklart werden. Méglich ware, dass das Redoxpotential des
Mediums durch die Reaktion von Sulfit mit Wassermolekilen zu Sulfat (E'c=-280 mV;
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Gottschalk, 1986) angehoben wird, so dass der Stoffwechsel von A. woodii unter autotrophen
Bedingungen nicht mehr ablaufen kann. Es wird vermutet, dass dieser Effekt in Anwesenheit
energiereicher Hexosen geringer ausfallen kénnte und der Stoffwechsel daher normal ablauft.

6.4 Wachstum und Produktbildung in konzentrierten Medien

Auf der Basis der gezeigten Ergebnisse wurde das Medium DSMZ 135 fir die autotrophe
Kultivierung im Laborriihrkesselreaktor modifiziert. Es wurden dabei die Konzentrationen an
Hefeextrakt, Vitaminen und Spurenelementen im Vergleich zum Standardmedium verdoppelt
und die Konzentration an Eisen(ll)-lonen von 0,4 auf 5,4 mg L™ erhoht. Es wurden anhand einer
vergleichenden Kaultivierung unter pH-kontrollierten Bedingungen im urspriinglichen und im
veranderten Medium die Auswirkungen auf das Wachstum und die Produktbildung von
A. woodii dargestellt.

Aulerdem wurde untersucht, ob eine Verdopplung der genannten Medienbestandteile im
Medium DSMZ 135HF(2x) eine weitere Erhéhung des Wachstums und der Acetatbildung zur
Folge hat. Die Konzentrationen der genannten Medienbestandteile sind flir das urspringliche
Medium DSMZ 135 und die modifizierten Medien in Tabelle 6.2 beschrieben.

Tabelle 6.2: Variation der genannten Medienbestandteile in den eingesetzten Medien; die
Zusammensetzung Medium 1 entspricht den den Vorgaben der DSMZ fir das Medium DSMZ
135. In den Medien 2 und 3 wurden nur die genannten Bestandteile wie angegeben verandert,
die Konzentrationen der tbrigen Bestandteile entsprechen dem Medium 1.

Einheit DSMZ 135 DSMZ 135HF* DSMZ 135HF(2x)
Hefeextrakt g L™ 2 4 8
Fe®* mg L™ 0,4 54 10,8
Spurenelementlésung mL L™ 20 40 80
Vitaminldsung mL L™ 20 40 80

*: Das Medium DSMZ 135HF ist das modifizierte Medium flir autotrophe Kultivierungen in dieser Arbeit.

Das Wachstum startete im modifizierten Medium DSMZ 135HF deutlich friher als im
urspriinglichen Medium DSMZ 135 und es wurde mit 0,87 gL eine hdhere Zunahme der
Biomassekonzentration gemessen als im Medium DSMZ 135 mit 0,31 gL™" (vgl. Abbildung
6.8a). Ein ahnliches Bild zeigte sich am Verlauf der Acetatkonzentrationen in beiden
Kultivierungen. Im Ansatz mit verandertem Medium DSMZ 135HF wurde dabei eine etwa
dreimal héhere volumetrische Produktbildunsgrate als im urspriinglichen Medium DSMZ 135
erreicht (vgl. Tabelle 6.3). Auch die zellspezifische Produktbildungsrate war im modifzierten
Medium doppelt so hoch wie im urspringlichen Medium. In der Kultivierung mit verandertem
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Medium 2 lag nach einer Prozesszeit von 2,3 Tagen mit einer Konzentration von 46,5¢g L™
mehr als die doppelte Menge an Acetat vor wie im Ansatz mit Medium DSMZ 135.

Tabelle 6.3: Zusammenfassung der Wachstumsraten und der volumetrischen und
zellspezifischen Produktbildungsraten der vergleichenden Kultivierung von A. woodii in den
Medien DSMZ 135, DSMZ 135HF, DSMZ 135HF(2x).

Wachstums- vol. Produktionsrate Qp, zellspez. Produktionsrate qp,

Medium rate pma, K" gL d” gg'd’
DSMZ 135 0,016 10,97 8,00
DSMZ 135HF 0,042 32,68 16,38
DSMZ 135HF(2x) - 29,92 16,59
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Abbildung 6.8: Verlauf der Konzentrationen an (a), (c) Biotrockenmasse und (b), (d) Acetat bei
autotrophen Kultivierungen von A. woodii in Medium DSMZ 135 (€, A) und Medium
DSMZ 135HF (¢, &) und Medium DSMZ 135HF(2x) (¢, &) unter pH-geregelten Bedingungen
im Laborrihrkesselreaktor (Vo =1,0L, pH=7,0, T =30 °C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L'1),
n=1200 min", V4=30Lh" (0,5vwm), pH,5"%" =400 mbar, pCO,""%" = 100 mbar, pu=
1,0 bar).
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Durch Verdopplung aller genannten Medienbestandteile im Medium DSMZ 135HF(2x) (siehe
Tabelle 6.2) wurde untersucht, ob die Produktbildungsraten unter den gleichen Prozess-
bedingungen weiter erhdht werden koénnen. Abbildung 6.8c zeigt jedoch, dass sich die
Biomassebildung in der Anfangsphase in beiden Medien zwar ahnlich verhielt, im Ansatz mit
Medium DSMZ 135HF(2x) friher in die stationdare Phase Uberging als im Medium
DSMZ 135HF. Wie in Abbildung 6.8d zu erkennen ist, verhielt sich auch die Acetatbildung in der
Anfangsphase sehr ahnlich, bis sich diese nach etwa einem Tag im Ansatz mit Medium
DSMZ 135HF(2x) deutlich verlangsamte.

Da vermutet wurde, dass andere Medienbestandteile neben den oben genannten limitierend
sein koénnten, wurde alle Bestandteile des standardmaRig fir autotrophe Kultivierungen im
Laborreaktor eingesetzte Medium 2 komplett verdoppelt eingesetzt. Bei der Kultivierung in
diesem konzentrierten Medium unter maximalen autotrophen Bedingungen zeigten sich dabei
im Vergleich zum standardmaRig eingesetzten Medium jedoch nahezu identische Verlaufe der
Konzentrationen an Biotrockenmasse und Acetat. Eine friihere Stagnation der Acetatbildung
wie in Abbildung 6.8d zu sehen, konnte hier jedoch nicht beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt).

Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten einige im urspringlich eingesetzten Medium DSMZ 135
enthaltenen Bestandteile identifiziert werden, die fir die autotrophe Kultivierung von A. woodii
im Laborrihrkesselreaktor unter maximalen Gaseintragsraten nicht ausreichend vorhanden
waren. Durch selektive Erhéhung der Konzentrationen an Hefeextrakt, Vitaminen,
Spurenelementen und Eisen(ll)-lonen konnte eine deutliche Steigerung der Biomasse- und
Acetatbildung bei einem volumenbezogenen Leistungseintrag von 5,5 W L erreicht werden.
Durch weitere Erhéhung der als limitierend ermittelten Bestandteile konnte in der Anfangsphase
ein identischer Verlauf der Acetatbildung beobachtet werden, jedoch trat hier eine verfrihte
Stagnation der Acetatbildung ein. Dies kann auf toxische Effekte erhéhter Konzentrationen
einiger Spurenelemente auf den Stoffwechsel von Mikroorganismen zurlickzufiihren sein
(Munoz et al., 1996).

Auch die Aufkonzentrierung des kompletten Mediums flr autotrophe Kultivierungen brachte
keine Steigerung der Geschwindigkeit des Wachstums und der Produktbildung mit sich. Bei der
unselektiven  Aufkonzentrierung eines Mediums kdnnen positiven Effekte einiger
Medienbestandteile durch inhibierende Effekte anderer Bestandteile aufgehoben werden. So
resultierte die einfache Aufkonzentrierung des Mediums flir das autotrophe Wachstum von
Clostridium ljungdahlii sogar in einer starken Wachstumsinhibierung (Phillips et al., 1993).
Daher ist es wichitg, den Einfluss einzelner Medienbestandteile separat zu untersuchen und
einzelne einflussnehmende Bestandteile selektiv zu erhdhen.
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6.5 Fructose

Das Bakterium Acetobacterium woodii kann zusatzlich zur Verwertung von gasfémigen
Substraten simultan organische Kohlenstoffquellen wie Glucose, Fructose, Formiat oder Lactat
verwerten (Braun und Gottschalk, 1981). Diese Fahigkeit zur Mixotrophie kdnnte genutzt
werden, um die Wachstums- und Produktbildungsraten fiir einen Produktionsprozess auf
gasférmigen Substraten durch die Anwesenheit organischer Kohlenstoffquellen zu erhéhen.
Daher wurde im folgenden Kapitel untersucht werden, ob sich die Anwesenheit von
organischen und gasférmigen Substraten im Medium férderlich auf den Produktionsprozess
auswirkt. Dazu wurden begleitend zu den verschiedenen Stadien der Prozess- und
Medienentwicklung, die in Kapitel 5.3 beschrieben wurde, Untersuchungen zum mixotrophen
Wachstum von A. woodii durchgefihrt.

6.5.1 Vergleich der hetero-, auto- und mixotrophen Herstellung von Acetat

A. woodi kann neben Fructose auch Glucose als organische Kohlenstoffquelle verstoffwechseln
(Braun und Gottschalk, 1981). Dies konnte in Kultivierungsexperimenten in Septumflaschen auf
diesen beiden Kohlenstoffquellen bestatigt werden, in denen ahnliche Ausbeuten an Biomasse
und Acetat auf beiden C-Quellen gebildet wurden. Da jedoch Fructose die standardmaRig fir
die Kultivierung von A. woodii eingesetzte Kohlenstoffquelle ist, wurden die mixotrophen
Kultivierungen ausschliefdlich auf Fructose durchgefiihrt.

Im Folgenden wird die mixotrophe Acetatbildung im Vergleich zur hetero- und autotrophen
Produktion betrachtet. Die Kultivierungen wurden dabei noch unter Bedingungen bei einem
Leistungseintrag von 0,2 W L™ durchgefiihrt.

Fructose wurde dabei in der Konzentration 20 g L™ in An- und Abwesenheit des zu diesem
Zeitpunkt als maximal ermittelten Partialdrucks an Wasserstoff (pH,""%°"9 =1700 mbar)
eingesetzt. Kohlenstoffdioxid war in allen Kultivierungen mit einem Partialdruck von 100 mbar
im Gasstrom vorhanden, zum einen als Kohlenstoffquelle in Anwesenheit von Wasserstoff und
zum anderen, um den Carbonatpuffer des Mediums in allen Kultivierungen aufrechtzuerhalten.
CO, als Kohlenstoffquelle kann von A. woodii dabei nur in Anwesenheit von H, verwendet
werden (Eden und Fuchs, 1983). Die Riihrerdrehzahl in diesen Kultivierungen betrug 400 min™,
die Begasungsrate 15L h™'. Fir eine sofort einsetzende Acetatbildung ohne Verzdgerungs-
phase wurde die Kultivierungen mit einer Biomassekonzentration von 1,55 + 0,05 g L 'gestartet.

Vergleicht man den Verlauf der Konzentration an Biomasse in allen drei Ansatzen in Abbildung
6.9a, so zeigt sich, dass sich die Anwesenheit von Wasserstoff forderlich auf das Wachstum der
Bakterien mit Fructose als Kohlenstoffquelle ausgewirkt hat. Unter mixotrophen Bedingungen
stieg die Biomassekonzentration innerhalb von etwa einem Tag auf maximal 3,4 g L™ an, mit
Fructose allein wurden in der gleichen Zeit hingegen maximal 3,0gL" erreicht. Die
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Biomassekonzentration unter autotrophen Bedingungen nahm im Zeitraum von drei Tagen nur
leicht auf 1,8 g L™ zu und fiel im folgenden Verlauf wieder leicht ab.

In der exponentiellen Phase des Wachstums wird Fructose in Anwesenheit von H, etwas
schneller verbraucht (vgl. Tabelle 6.4). Nach 2,1 Tagen war Fructose unter heterotrophen
Bedingungen zu 67 % verbraucht, wohingegen diese in Anwesenheit von H; in der gleichen Zeit
fast komplett verbraucht wurde.

Vergleicht man die Acetatbildung in Abbildung 6.9c, so zeigt sich, dass Acetat unter
mixotrophen Bedingungen deutlich schneller gebildet wurde als unter heterotrophen
Bedingungen (vgl. Tabelle 6.4). Auch die Ausbeute lag in der exponentiellen Phase unter
mixotrophen Bedingungen deutlich hoher als unter heterotrophen Bedingungen. Unter
autotrophen Bedingungen wurde Acetat nach einer Verzdgerungsphase mit einer
volumetrischen Rate von 7,3 g L™ d”' kontinuierlich gebildet. Auf Fructose allein sind nach etwa
einem Tag 7,3 g L Acetat im Medium vorhanden, in Anwesenheit von H, sogar 10,5¢g L.
Unter heterotrophen Bedingungen stagnierte die Acetatbildung nach einem Tag, so dass bei
Versuchsende 8,2 g L™" Acetat gebildet wurden, obwohl zu diesem Zeitpunkt noch 6,6 g L
Fructose im Medium vorhanden waren. Im Gegensatz dazu stagnierte die Acetatbildung unter
mixotrophen Bedingungen nicht, Acetat wird gegen Ende des Versuchs hingegen langsamer
gebildet, so dass bei Versuchsende 13,8 g L' Acetat im Medium vorhanden waren. Unter
autotrophen Bedingungen wird Acetat Uiber den gezeigten Verlauf kontinuierlich weiter gebildet,
so dass nach 10,9 Tagen 43,7 g L™" im Medium vorhanden waren (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 6.4: Zusammenfassung der Wachstums-, Substratverbrauchs- und volumetrischen
Produktbildungsraten, sowie der Produktausbeute bei der vergleichenden Kultivierung von
A. woodii unter hetero-, mixo- und autotrophen Bedingungen im Laborriihrkesselreaktor.

Wachstumsrate, Substratverbrauch, vol. Produktionsrate Ausbeute Yps,

Bedingung h-1 YFructose L-1 d-1 QP! g L-1 d-1 JAcetat gFructose-1
heterotroph 0,06 13,92 11,04 0,78
mixotroph 0,08 15,84 15,80 0,96

autotroph 0,002 - 7,33 -




Untersuchung von Medienbestandteilen 109

(a)s ‘ ‘ ‘ ‘ (b) 20 | i ‘
v \ \ \ \ \ \ \ \
-
4 +——— ———t————— = — ] \ \ \ \
> W | | | I I e B B
. \ \ N \ \
B 31— Oy — — | — — ——— — ? W \ \
o 7 R \ \ o N
£ LN | | g 10 N | |
[ \ = \
o2 S —— o.
R S e A B I N
2 I | [ 4 o | | \
o 514 e
= \ * \ \ ;
L I RN \ \
m \ \ \ \ \ ’~. \ \
0 \ \ \ \ 0 | | | |
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Zeit, d Zeit, d
(c) % | | | A
| I A R R A e
25 | | | a
\ \ |
L2004 A
o \ \ el \
= 15+ — S
% | A///f/& | |
o s ‘ \
<10*/{:¢7€#*
P \ \
5o & ]
g \ \ \
Oéé/ | | | |
0 1 2 3 4 5
Zeit, d

Abbildung 6.9: Vergleich der Konzentrationsverlaufe an (a) Biomasse, (b) Fructose und (c)
Acetat bei der Kultiverung von A. woodii unter pH-geregelten Bedingungen im
Laborrihrkesselreaktor in Anwesenheit von (¢, O, A) Fructose, (€, ®, A) Fructose und H,/CO,
und (#®, 4) Hy/CO,. (Vo =1,0L, pH = 7,0, Medium = DSMZ 135H, Cq rructose = 20 g L, T = 30 °C,
Titrationsmittel  NaOH (6 mol L"), n=400min", Vg =15Lh" (0,25 vwm), pH, " =
1700 mbar, pCOzE'ngang = 100 mbar, py: = 1,8 bar). In Anwesenheit von Fructose im Medium war
CO, (pCO,"" = 100 mbar) im Gasstrom vorhanden zur Aufrechterhaltung des Carbonatpuffer
des Mediums.

Diskussion

Durch den Vergleich des auto-, hetero- und mixotrophen Wachstums von A. woodii konnte
gezeigt werden, dass sich die Anwesenheit von Wasserstoff auf die Verstoffwechselung von
Fructose forderlich auswirkt. So wurden in Anwesenheit von H, sowohl héhere Wachstums- und
Produktbildungsraten, als auch eine héhere Produktausbeute mit Fructose erreicht. Dies kann
dadurch erklart werden, dass H, mdglicherweise als zusatzliche Energiequelle dient und den
Bakterienzellen somit mehr Energie fur zellulare Stoffwechselprozesse zur Verfugung steht (Liu
und Suflita, 1995).
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Aulerdem wirkte sich die Anwesenheit von H, forderlich auf den Verbrauch von Fructose aus.
Obwohl bei der heterotrophen Kultivierung ausreichend Fructose vorhanden war, wurde diese
im spateren Fermentationsverlauf nur noch sehr langsam verbraucht und war bei Versuchsende
noch zu etwa 33 % der urspringlichen Konzentration vorhanden. In Anwesenheit von
Wasserstoff hingegen wurde die eingesetzte Fructose in der gleichen Zeit fast komplett
verbraucht. Dies kann mdglicherweise durch die Anwesenheit von H, erklart werden, da Uber
den Acetyl-CoA-Weg anfallende Reduktionsaquivalente durch die Bildung von Acetat "entsorgt"
werden konnen und die elektronen-transportierenden Proteine dem Stoffwechsel somit
schneller wieder zur Verfigung stehen.

In den Ansatzen mit Fructose wurde im Vergleich zum Ansatz ohne Fructose eine starke
Zunahme der Biomasse ermittelt, die nach einer kurzen stationaren Phase jedoch wieder stark
abnahm. Gleichzeitig mit dem Absterben der Bakterienzellen war eine Stagnation der
Acetatbildung zu beobachten. Die Abnahme der Biomassekonzentration im Reaktor kénnte auf
eine Erschopfung des Mediums hindeuten, die unter autotrophen Bedingungen durch das
geringe Biomassewachstum geringer ausfiel.

So konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von H, notwendig ist, um hohe
Konzentrationen an organischen Kohlenstoffquellen zu verstoffwechseln. Es zeigte sich aber
auch, das die Acetatproduktion unter autotrophen Bedingungen wesentlich effizienter mit
geringerem Verlust der eingesetzten Kohlenstoffquelle und Erschépfung des Mediums durch
die Bildung von Biomasse ablauft.

6.5.2 Mixotrophe Herstellung von Acetat

Untersuchungen zur Substrattoleranz im parallelen Rihrkesselreaktorsystem haben gezeigt,
dass Fructose bis zu einer Konzentration von mindestens 50 g L™ von A. woodii toleriert wird
(Daten nicht gezeigt). So wurde in der folgenden Kultivierung eine Fructosekonzentration von
etwa 50 g L im Medium bei einem Leistungseintrag von 0,2 W L™ und einem pH,="%"% von
1700 mbar vorgelegt. Aulierdem wurde die Konzentration an Eisen(ll)-lonen im Medium auf
5,4 mg L™ erhoht, da in Kapitel 6.1 der férderliche Effekt dieses Spurenelements gezeigt wurde.
Gestartet wurde der Versuch durch Zugabe einer Biomassekonzentration von 0,2 g L™.

Wie der Verlauf der Biomassekonzentration in Abbildung 6.10 erkennen Iasst, nahm diese nach
einer kurzen Verzégerungsphase mit einer Wachstumsrate von 0,19 h™' zu, bis nach 1,2 Tagen
eine maximale Konzentration von 3 g L™ erreicht war. Nach einer stationdren Phase von etwa
einem Tag nahm die Biomasse wieder mit einer Rate von pnax = -0,01 h™' ab, bis auf eine
Konzentration von 1,1 g L™'. Fructose wurde dabei mit einer maximalen Rate von 0,74 gL' h™
verbraucht, am Ende der Kultivierung waren noch 3,9 g L' im Medium vorhanden. Die
Acetatbildung setzte mit einer durch das Wachstum der Bakterienzellen bedingten
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Verzdgerungsphase ein und erreichte eine maximale volumetrische Rate von 13,5gL ™" d™. Als
die Konzentration an Biomasse nach etwa zwei Tagen wieder abnahm, verlangsamte sich
damit einhergehend die Acetatbildung. Bei Versuchsende nach sieben Tagen waren 44,8 g L

Acetat im Medium vorhanden.
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Abbildung 6.10: Verlauf der Konzentrationen an (@) Fructose, (4) Acetat und (©) Biomasse bei
der mixotrophen Kultivierung von A. woodii auf Fructose und H,/CO, unter pH-geregelten
Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo=1,0L, pH=7,0, Medium = DSMZ 135HF, T =
30 °C, Titrationsmittel NaOH (6 mol L"), n=400 min", V,=15Lh" (0,25 vwm), pH,""%" =
1700 mbar, pCO,""%"¢ = 100 mbar, po; = 1,8 bar).

In einer weiteren mixotrophen Kultivierung wurde die Acetatbildung bei einem Leistungseintrag
von 5,5 W L mit einer hohen Konzentration an Fructose untersucht.

Fur eine sofort einsetzende Acetatbildung wurde die Kultivierung durch Zugabe einer
Biomassekonzentration von 2,9 gL" gestartet, die ohne Verzdgerung innerhalb von vier
Stunden auf maximal 4,0 g L' zunahm (vgl. Abbildung 6.11). Die Biomassekonzentration blieb
fiir sieben Stunden konstant bei 3,9 g L" und nahm im folgenden Verlauf wieder ab bis auf
2,7 g L bei Versuchsende. Fructose wurde in den ersten Stunden sehr schnell verbraucht und
erreicht nach Stagnation der Biomassebildung eine konstante Verbrauchsrate von 17,3 g L" d™.
Acetat wurde dabei mit einer volumetrischen Rate von 17,9 g L d™" gebildet. Durch Messung
des Abgasvolumenstroms lies sich ermitteln, dass die Substrate H, und CO; nur in der
Anfangsphase des Prozesses bis zu dem Zeitpunkt verbraucht wurden, als die Biomasse-
zunahme gestoppt hat. Im folgenden Verlauf der Kultivierung konnte kein Verbrauch an H, und

CO, gemessen werden.
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Abbildung 6.11: Verlauf der Konzentrationen an (a) (O©) Fructose, (4) Acetat und (©)
Biotrockenmasse bei der mixotrophen Kultivierung von A. woodii auf 50 g L™ Fructose + H,/CO,
unter pH-geregelten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo =1,0L, pH=7,0, Medium
= DSMZ 135HF, T =30 °C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L), n=1200 min™, V,=30Lh"
(0,5 vwvm), pH,5"%%" = 400 mbar, pCO,™"%*"¢ = 100 mbar, pi; = 1,0 bar).

Diskussion

Mit den mixotrophen Kultivierung konnte gezeigt werden, dass A. woodii fahig ist,
Acetatkonzentrationen von bis zu 45 g L™ aus 50 g L™ Fructose in Anwesenheit von H,/CO, zu
bilden.. Dabei wurde jedoch festgestellt, dass die gasformigen Substrate H, und CO, nur in der
Anfangsphase des Prozesses verbraucht wurden. Anschlieliend waren die Fructoseverbrauchs-
rate und die Acetatbildungsrate nahezu identisch. Da zu diesem Zeitpunkt keine Biomasse
mehr gebildet wurde, Iasst sich schlieffen, dass das gebildete Acetat nur aus der verbrauchten
Fructose gebildet wurde und nicht zusatzlich aus H,/CO,.

Die maximal erreichbare Acetatkonzentration von etwa 50 g L™ konnte durch die Anwesenheit
von Fructose nicht Uberschritten werden. Auch konnte die unter autotrophen Bedingungen
maximale volumetrische Produktbildungsrate nicht erreicht werden. Daher wurde der Ansatz
der mixotrophen Acetatproduktion nicht weiter verfolgt.

6.6 Aminosauren

Im vorherigen Kapitel konnte durch einfache Aufkonzentrierung des eingesetzten Mediums
keine Erhéhung des Wachstums und der Acetatbildung unter autotrophen Bedingungen erreicht
werden. Daher wurde genauer analysiert, welche der im Hefeextrakt enthaltenen Aminosauren
von A. woodii wahrend des Wachstums unter autotrophen Bedingungen verbraucht werden und
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ob sich eine selektive Erhéhung von verbrauchten Aminosauren positiv auf das Wachstum und

die Acetatbildung unter autotrophen Bedingungen auswirkt.

Dazu wurden zunachst die Konzentrationen einiger Aminosauren vor und nach zwei
representativen Kultivierungen von A. woodii unter autotrophen Bedingungen gemessen, was in
Abbildung 6.12 graphisch dargestellt ist. Es stellte sich dabei heraus, dass fast alle
gemessenen Aminosauren durch A. woodii verbraucht wurden, jedoch gegen Ende der
Kultivierung im Medium noch vorhanden waren. Bei den Aminosduren L-Asparagin und
L-Tryptophan fiel auf, dass diese im Medium mit Konzentrationen von etwa 40 und 30 mg L™ im
Vergleich zu den anderen Aminosauren nur sehr gering konzentriert vorhanden waren.
Zusatzlich konnte ermittelt werden, dass die Konzentrationen an L-Asparagin und L-Tryptophan
innerhalb eines Tages auf Konzentrationen <10mgL™ fielen, die auch am Ende der
Fermentationen noch vorlagen (Daten nicht gezeigt), was auf eine Limitierung dieser

Aminosauren hindeuten konnte.

Neben dem Verbrauch einiger Aminosauren konnte auch eine Zunahme der Konzentrationen
der Aminosauren D-Alanin und L-Valin gemessen werden. Die Zunahme von L-Valin war in den
untersuchen Kultivierungen mit 68 + 8 mg L™ &hnlich, wohingegen die Bildung von D-Alanin in
Abhangigkeit der im Medium vorhandenen Konzentration an Ammonium stark variierte.
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Abbildung 6.12: Konzentrationen der gezeigten Aminosauren vor (=) und nach (mm)
autotrophen Kultivierungen von A. woodii im Laborriihrkesselreaktor. Angegebene Konzentra-
tionen sind gemittelt Uber zwei representative Kultivierungen.
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Die als verbraucht ermittelten Aminosauren wurden im Kulturmedium, wie in Tabelle 6.5
beschrieben, mindestens um den Faktor 5 erhéht, so dass eine Konzentration der genannten
Aminosauren von mindestens 200 mg L™ im Medium vorlag.

Des Weiteren wurde ermittelt, ob der unter autotrophen Bedingungen essentielle Hefeextrakt
(siehe Kapitel 6.2) im Medium durch Zusatz der verbrauchten Aminosauren ersetzt werden
kann. Wie in Tabelle 6.5 beschrieben, wurden zuséatzlich die im Medium verbrauchten
Aminosauren L-Glutamat, L-Serin und L-Aspartat in den im Referenzmedium vorhandenen
Konzentrationen zugegeben.

Tabelle 6.5: Konzentrationen der aufgelisteten Medienbestandteile flir die eingesetzten Medien.
Die fur das Referenzmedium gemessenen Konzentrationen der Aminosauren wurden gemittelt
Uber zwei representative autotrophe Kultivierungen. Die Konzentrationen fiir die anderen beiden
Medien sind Endkonzentrationen der Aminosauren im Medium; fett markierte Aminosduren
wurden als limitierend angenommen.

DSMZ 135HF DSMZ 35HF
mit zugesetzten ohne Hefeextrakt mit
Einheit DSMZ 135HF Aminosauren zugesetzten Aminosauren
Hefeextrakt g L™ 4 4 -
L-Asparagin mg L™ 38+3 200 200
L-Arginin mg L 95+2 250 250
L-Tyrosin mg L 754 350 350
L-Tryptophan mgL” 27+2 300 300
L-Phenylalanin  mg L’ 6910 350 350
L-Isoleucin mg L 780 400 400
L-Leucin mg L 127 £ 4 600 600
L-Lysin mg L 43 +1 200 200
L-Aspartat mg L 82 + 10 siehe 80

Referenzmedium

L-Glutamat mg L’ 191+ 18 siehe 200
Referenzmedium

L-Serin mg L™ 74+ 4 siehe 70
Referenzmedium

A. woodii wurde Rihrkesselreaktorsystem im Parallelansatz im standardmafig eingesetzten
Medium, im Medium mit zugesetzten Aminosduren und im Medium ohne Hefeextrakt mit
zugesetzten Aminosauren vergleichend kultiviert.
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Abbildung 6.13 zeigt, dass nach 48 Stunden in den Ansatzen mit und ohne zugesetzten
Aminosauren eine ahnliche Biomassekonzentration von 0,14 £ 0,01 g L gebildet wurde. Im
Ansatz mit zugesetzten Aminosauren ohne Hefeextrakt konnte keine Zunahme der Biomasse-
konzentration gemessen werden. Im Ansatz mit und ohne Zusatz von Aminosauren wurden in
der gleichen Zeit Acetatkonzentrationen von 4,2 +0,1g L im Medium erreicht. Im Ansatz mit
zugesetzten Aminosauren ohne Hefeextrakt lag die Acetatkonzentration nach 48 Stunden bei
0,4+00gL™

10
< 8t
|
o
s6f
©
T R T ——
N
c
o
X 24 ]
0 ‘ : I

Referenz + Amino- + Aminosauren
sauren - Hefeextrakt

Abbildung 6.13: Konzentrationen an Biomasse (m) und Acetat (@) nach 48 h bei der
autotrophen Kultivierung von A. woodii in Medien mit und ohne zugesetzten Aminosauren,
sowohl mit und ohne Hefeextrakt unter pH-ungeregelten Bedingungen in parallelen Rihrkessel-
reaktoren im Satzverfahren (cxo =0,19 L', Vo =12 mL, Medium =DSMZ 135, T=30°C, n=
2800 min”, V4 =48 L h", pH,5"%" = 800 mbar, pCO,""%*"® = 200 mbar). Die Konzentrationen
der Aminosauren in den Medien sind in Tabelle 6.5 angegeben. Die Kultivierungen wurden im
Dreifachansatz durchgefuhrt. Der pH des Mediums wurde vor Beginn der Kultivierung auf 7,2
eingestellt, um eine ausreichende Verfligbarkeit des gasfomigen CO, zu gewahrleisten.

Anschlieend wurde A. woodii unter autotrophen Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor im
Medium mit zugesetzten Aminosauren im Vergleich zum standardmafig verwendeten Medium

kultiviert.

Am Verlauf der Biomassekonzentration in beiden Ansatzen (vgl. Abbildung 6.14a) zeigt sich,
dass im Medium mit zugesetzen Aminosauren sofort eine Biomassezunahme mit einer
Wachstumsrate von 0,011 h™" eingesetzt hat, bis nach etwa 0,6 Tagen einen maximale
Biomassekonzentration von 3,3 g L™ erreicht war. Ohne stationdre Phase nahm die Biomasse-
konzentration ab diesem Zeitpunkt wieder ab. Im Ansatz ohne zugesetzte Aminosauren war
kein Wachstum feststellbar, die Biomasse nahm von Beginn der Kultivierung an kontinuierlich
ab.
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Abbildung 6.14b zeigt, dass die Acetatbildung im Ansatz mit zugesetzten Aminosauren deutlich
friher als bei der Kultivierung im Standardmedium eingesetzt hat. Dabei wurde eine deutlich
hohere volumetrische Acetatbildungsrate von 38,9gL"d" verglichen zur Kultivierung im
Referenzmedium (Qp = 31,9 g L d) erreicht. Die zellspezifischen Produktbildungsraten lagen
in beiden Ansatzen bei 12,5+ 0,1gg" d". Nach einer Versuchszeit von 1,8 Tagen lag die
Acetatkonzentration in beiden Ansétzen jedoch bei etwa 40 g L™.
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Abbildung 6.14: Verlauf der Konzentrationen an (a) Biotrockenmasse und (b) Acetat bei der
vergleichenden autotrophen Kultivierung von A. woodii ohne (©, A) und mit zugesetzten
Aminosauren (#, &) unter pH-geregelten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo =1,0 L,
pH = 7,0, Titrationsmittel NaOH (10 mol L'1), Cxo = 2,84 ¢ L', Medium = DSMZ 135HF, T =
30°C, n=1200 min™, V,=30Lh" (0,5vwm), pH;""%"¢=400 mbar, pCO,~"%" = 100 mbar,
Pwt = 1,0 bar). Konzentrationen der zugesetzten Aminosauren sind in Tabelle 6.5 aufgefihrt.
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Die Konzentrationen der als limitierend angenommenen Aminosauren L-Asparagin und
L-Tryptophan nahmen in der Wachstumsphase im Medium ab, so dass ein Verbrauch von etwa
82 mg L™ fir L-Tryptophan und 97 mg L™ fiir L-Asparagin ermittelt werden konnte. Bis zum
Ende der Kultivierungen waren diese Aminosauren im Medium vorhanden, so dass diese als
nichtlimitierend angenommen werden kénnen.

Diskussion

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass A. woodii wahrend des autotrophen Wachstums
einige im Hefeextrakt enthaltenen Aminosauren verbraucht. Besonders auffallig in diesem
Zusammenhang war der fast komplette Verbrauch der wenig im Medium vorhandenen
Aminosauren L-Asparagin und L-Tryptophan. Wurden die als verbraucht ermittelten
Aminosauren im Medium erhoéht, so zeigten sich bei der autotrophen Kultivierung von A. woodii
im Parallelansatz innerhalb von 48 Stunden keine Unterschiede in der Bildung von Biomasse
und Acetat. Bei der eingesetzten Biomassekonzentration von 0,1 g L™ schienen die im Medium
vorhandenen Konzentration der Aminosauren somit nicht limitierend zu sein. Daher zeigte sich
bei Konzentrationserhéhung dieser Aminsoauren keine Veranderung des Wachstums und des
Produktionsverhaltens.

Ein Ersatz des komplexen Medienbestandteils Hefeextrakt durch die als verbraucht ermittelten
Aminosauren war nur bedingt erfolgreich. So konnte zwar erreicht werden, dass eine geringe
Menge Acetat in Medium ohne Hefeextrakt gebildet wurde, es konnte jedoch keine Zunahme
der Zellmasse gemessen werden. Dies zeigt deutlich, dass durch Zusatz der genannten
Aminosauren zu Medium ohne Hefeextrakt zwar etwas Acetat gebildet, dieser komplexe
Medienbestandteil jedoch nicht ersetzt werden kann. Neben den genannten Aminosauren
kénnten im Medium noch weitere Aminosauren limitierend sein. Mit der verwendeten Methode
zur Bestimmung der Aminosduren im Medium konnten die Konzentrationen einiger
proteinogener Aminosauren im Medium wie L-Cystein, L-Glutamin, L-Histidin, Glycin,
L-Threonin, L-Methionin und L-Prolin nicht gemessen werden. Im Rahmen dieser Arbeit kann
somit nicht ausreichend geprift werden, ob Hefeextrakt durch Zusatz von Aminosauren zum
Medium ersetzt werden kann. Dies kénnte durch Zusatz von Caseinhydrolysat ermittelt werden,
der hauptsachlich freie Aminosauen und kleine Peptide enthalt. Dabei misste jedoch die als
essentiell ermittelte Aminosaure L-Tryptophan in reiner Form zugesetzt werden, da diese bei
der saurehydrolysierten Herstellung von Caseinhydrolysat fast komplett zerstort wird (Muller
und Johnson, 1941). AulRerdem koénnte eine weiterer Bestandteil des Hefeextrakts fiur das
autotrophe Wachstum von A. woodii ausschlaggebend sein. Smith et al. (1975) zeigten zum
Beispiel, dass der wachstumsstimulierende Effekt des Hefeextrakts auf Streptococcus lactis
neben dem Aminosauregehalt auch auf Purine, Pyrimidine und anorganische Bestandteile

zurtickzufihren war.



118 Untersuchung von Medienbestandteilen

Der genaue Nahrstoffbedarf flr einige acetogene Mikroorganismen konnte ermittelt werden, so
dass definierte Medien fur die autotrophe Kultivierung entwickelt werden konnten. Fir die
Kultivierung von Moorella thermoacetica konnte Hefeextrakt durch Ammoniumsulfat als
Stickstoffquelle, Nikotinsaure (Vitamin Bj) als einziges Vitamin, Mineralsalze und Cysteinsulfid
als Reduktionsmittel ersetzt werden (Lundie und Drake, 1984; Daniel et al., 1990). Moorella
thermoautotrophicum erreichte in Minimalmedium auf H,/CO, mit Nikotinsaure als einzigem
Vitamin sogar hohere zellspezifische Acetatbildungsraten als in undefiniertem Medium (Savage
und Drake, 1986). Fur die autotrophe Kultivierung von Eubacterium limosum KIST612 konnte
Hefeextrakt in phophatgepuffertem Medium ersetzt werden durch Casaminosduren und
Ammoniumchlorid (Chang et al., 1999). In allen Fallen bedurfte die Anpassung an definerten
Medien jedoch mehrerer Passagen und es wurden insgesamt niedrigere Wachstums- und
Produktbildungsraten unter autotrophen Bedingungen erreicht. Dies zeigt, dass der
stimulierende Effekt des Hefeextrakis in den genannten Beispielen nicht komplett ersetzt
werden konnte und Hefeextrakt fir schnelles Wachstum und Produktbildung notwendig ist.

Bei der autotrophen Kultivierung von A. woodii mit erhéhter Startbiomasse im Reaktor in
Medium mit zugesetzten Aminosauren konnte eine deutliche Erhdhung der Acetatbildungs-
geschwindigkeit erreicht werden. Das fehlende Wachstum in friheren Kultivierungen bei
erhéhter Zelldichte im Ruihrkesselreaktor konnte durch Zusatz der genannten Aminosauren
wiederhergestellt werden, was deutlich zeigt, dass eine oder mehrere Aminosauren flir den
Nahrstoffbedarf einer erhdhten Zelldichte im Laborreaktor nicht ausreichend vorhanden waren.
Aus der gezeigten Kultivierung kann nicht eindeutig festgestellt werden, welche Aminosaure im
Medium limitierend war, da die Konzentration aller verbrauchter Aminosauren gleichzeitig
erhéht wurden. Mdogliche Kandidaten sind jedoch L-Asparagin und L-Tryptophan, die im
urspriinglichen Medium nur in geringer Konzentration (<50mgL™) vorhanden waren,
verglichen mit anderen Aminosauren. Trotz ausreichender Konzentration dieser beiden
Aminosauren wahrend der gesamten Kultivierung konnte das Wachstum und die hohe Acetat-
bildungsrate nicht aufrechterhalten werden, so dass nach einer Versuchszeit von 1,8 Tagen in
etwa die gleiche Acetatkonzentration gebildet wurde, wie Ansatz ohne zugesetzte
Aminosauren. Bedingt durch die Biomassebildung kénnten auer zugesetzten Aminosauren
noch weitere Bestandteile des Mediums aufgebraucht worden sein, so dass diese im spateren
Fermentationsverlauf nicht mehr zur Verfiigung standen. Daraufhin deutet die verstarkte
Abnahme der Biomasse und die verfrihte Stagnation der Acetatbildung hin im Vergleich zum
Referenzansatz. Dieser noch unbekannte Medienbestandteil kann zum Beispiel eine weitere mit
der verwendeten Messmethode nicht erfassbare Aminosaure sein.

Fir A. woodii wird berichtet, dass die nicht-proteinogene Aminosaure Ornithin (D- und L-Form)
in der Zellwand dieses Bakteriums vorkommt (Kandler und Schoberth, 1979). Diese
Aminosaure wird Uber den Harnstoffzyklus aus der Aminosaure L-Arginin durch Einbau von
Wasser und Abspaltung von Harnstoff hergestellt. Aus dem Verbrauch von L-Arginin wird
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angenommen, dass A. woodii das Enzym Arginase fur die Herstellung dieser Aminosaure
besitzt, was durch eine Analyse der Genomsequenz dieses Bakteriums festgestellt werden
kann. Da im Medium nur eine geringe Menge an D-Ornithin (<5mgL™") gemessen werden
konnte, kdnnte der Zusatz der reinen Aminosaure zum Medium eventuell zu einer gesteigerten
Biomassebildung fihren.

Neben dem Verbrauch von Aminosauren, die im Medium vorhanden waren, wurde die Bildung
von D-Alanin und L-Valin wahrend des autotrophen Wachstums von A. woodii beobachtet. Die
Sekretion kleiner Mengen an Aminosduren wie Alanin und Valin ist bei anaeroben
Mikroorganismen Ublich (Bloom und Kretschmer, 1983). L-Valin wird von A. woodii unabhangig
von den Reaktionsbedingungen in beiden untersuchten Kultivierungen mit einer Konzentration
von 68 + 8 mg L™ ahnlich gebildet und wird nicht weiter untersucht. Die Bildung von Alanin bis
zu einer Konzentration von 0,98 gL" beim Wachstum auf Glucose in Abhéngigkeit des
Ammoniumkonzentration im Medium wurde von Buschhorn et al. (1989) beschrieben, aber nicht
genauer untersucht. Die Bildung von D-Alanin unter autotrophen Bedingungen in Abhangigkeit
der Ammoniumkonzentration im Medium soll im folgenden Kapitel untersucht werden.

6.7 Ammonium

Von den meisten Mikroorganismen wird Ammonium als primare Quelle fur Stickstoff verwendet
(Mclnerney und Gieg, 2004). Daher stellt eine Limitierung dieser Stickstoffquelle wahrend
mikrobiologischen Kultivierungen keine Seltenheit dar (Schure et al., 1995). Im Folgenden
wurde daher die Konzentration an Ammonium neben der Konzentration an Phospat im Medium
wahrend einer autotrophen Kultivierung von A. woodii gemessen. Diese Messungen erfolgten
extern in der Analytikabteilung des Consortiums flr elektrochemische Industrie (Wacker
Chemie AG, Minchen), wobei die Ammoniumkonzentration Uber eine ionenselektiven Elektrode
Titrando 808 (Metrohm AG) und Phosphatkonzentration tber lonenchromatographie gemessen
wurde.

In Abbildung 6.15a sind die Verlaufe der Konzentrationen an Biomasse und Acetat dargestellt.
Unter den als maximal ermittelten Versuchsbedingungen wurde von Beginn an eine Abnahme
der Biomassekonzentration verzeichnet, was auch schon in Kapitel 5.4 beobachtet werden
konnte. Die Acetatbildung erreichte mit einer volumetrischen Produktbildungsrate von
31,99 L' d" trotz fehlender Biomassezunahme die bis dahin als maximal ermittelte Rate, so
dass bei Versuchsende nach 2,3 Tagen eine Acetatkonzentration von 43,9 g L™ erreicht wurde.

Die PO,*-Konzentration blieb wahrend der gesamten Kultivierung konstant bei 0,42 gL
(Abbildung 6.15b). Auffallig ist die Abnahme der Konzentration an NH," innerhalb eines Tages
von 0,36 g L™ unter die Nachweisgrenze der Methode.
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Abbildung 6.15: Verlauf der Konzentrationen an (a) Acetat (4) und Biotrockenmasse (@),
(b) PO, und NH4* bei der autotrophen Kultivierungen von A. woodii im Laborriihrkesselreaktor
unter pH-geregelten Bedingungen (Vo=1,0L, pH=7,0, Medium = DSMZ 135HF, T = 30 °C,
Titrationsmittel NaOH (10 molL"), n=1200min", V4=30Lh" (0,5vwm), pH,""%"=
400 mbar, pCO,5"%*"9 = 100 mbar, py = 1,0 bar).

Eine Verdunstung von Ammonium durch die Begasung des Mediums konnte Uber einen
Verdunstungsversuch Uber 48 Stunden unter Betriebsbedingungen im Laborriihrkesselreaktor
bei pH 7,0 und einer Temperatur von 30 °C im Medium ohne Bakterienzellen ausgeschlossen

werden (Daten nicht gezeigt).

Der vom Wachstum unabhangige Verbrauch von Ammonium durch A. woodii unter autotrophen
Bedingungen wurde daher im Folgenden genauer untersucht. Besteht eine Limitierung an
Ammonium, so kann Ammonium beispielsweise im Medium in héheren Konzentrationen
vorgelegt werden. Dabei wurde untersucht, welche stickstoffhaltigen Produkte beim Verbrauch

von Ammonium gebildet werden.

Zunéchst wurde im Parallelansatz ausgehend vom Referenzmedium mit 0,3 g L' Ammonium
die Ammoniumkonzentration schrittweise bis auf maximal 7,0 g L erhéht.



Untersuchung von Medienbestandteilen 121

Wie in Abbildung 6.16 dargestellt, wurde im Referenzansatz ausgehend von einer Start-
Biomasse von 0,1 g L eine Biomassekonzentration von 0,13 + 0,02 g L™ nach einer Versuchs-
zeit von 48 Stunden gebildet, bei 1 gL' Ammonium nur noch 0,02+ 0,01 gL". Lag die
Ammoniumkonzentration im Medium héher, konnte nur noch eine Abnahme der eingesetzten
Biomasse nach Ablauf der Versuchsdauer verzeichnet werden.

Ein ahnliches Bild zeigt sich bei der gebildeten Konzentration an Acetat. Die im Referenzansatz
gebildete Acetatmenge von 4,4 +0,7 gL" nahm mit steigender Ammoniumkonzentration im
Medium schrittweise bis auf 0,2+ 0,1 g L bei einer Ammoniumkonzentration von 3 g L ab. Bei
héheren Konzentration konnte kein Acetat im Medium mehr nachgewiesen werden. Mit
zunehmender Ammoniumkonzentration im Medium akkumulierte Formiat bis zu einer
Konzentration von bis zu 0,5 g L™'im Medium (Daten nicht gezeigt).

Eine Kultivierung bei ansteigender Konzentration an Ammonium im Medium unter heterotrophe
Bedingungen hat gezeigt, dass das Wachstum und die Acetatbildung beim Wachstum auf
Fructose bis zu einer Ammoniumkonzentration von 3 g L™ nicht beeintrachtigt werden. Erst ab
einer Konzentration von 4 gL' nimmt die Bildung von Biomasse und Acetat innerhalb der
Versuchszeit schrittweise ab. Ab diesem Zeitpunkt akkumulierte ebenso Formiat bis zu einer
maximalen Konzentration von 0,8 g L™ (Daten nicht gezeigt).

10

Konzentration, g L

ol 1L 0 - .

0,3* 1 2 3 4 5 6 7

Ammoniumkonzentration, g L

Abbildung 6.16: Konzentrationen an (m) Biomasse und () Acetat nach 48 h bei der
autotrophen Kultivierung von A. woodii mit ansteigender Konzentration an Ammonium im
Medium unter pH-ungeregelten Bedingungen in parallelen Rihrkesselreaktoren im
Satzverfahren. (cxo=10,19 L, Vo =12 mL, Medium =DSMZ 135, T =30 °C, n=2800 min™',
V,=48Lh", pH,E"%" =800 mbar, pCO,~"%*" =200 mbar). Die Kultivierungen wurden
mindestens im Dreifachansatz durchgefihrt.

* im verwendeten Medium sind standardmaRig 0,3 g L' Ammonium enthalten.
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Im pH-kontrollierten Laborriihrkesselreaktor wurde unter den gleichen Versuchsbedingungen in
einem Ansatz die Ammoniumkonzentration von 0,3 g L™ (Referenzansatz) auf 1,6 g L erhéht.
Eine weitere Kultivierung wurde mit Medium ohne Zusatz von Ammonium durchgefihrt.
Zusatzlich wurde die Konzentration an Alanin bestimmt. In der Mureinschicht der Zellwand von
A. woodii wurde die Aminosadure D-Alanin gefunden, daher wird im folgenden davon
ausgegangen, dass es sich um die D-Form dieser Aminosaure handelt (Kandler und Schoberth,
1979).

Bei einer Ammoniumkonzentration von 1,6 gL' im Medium wurden weitaus geringere
Produktbildungsraten im Vergleich zum Referenzansatz erreicht (vgl. Tabelle 6.6). Wie in
Abbildung 6.17a zu sehen ist, wurde eine Acetatkonzentration von 30 gL" im Ansatz mit
erhdéhter Ammoniumkonzentration erst nach 2,8 Tagen erreicht, wohingegen diese Konzen-
tration im Referenzansatz schon nach 1,2 Tagen vorlag. In Medium ohne zugesetztes
Ammonium wurde eine maximale volumetrische Produktbildungsrate von 43,1 g L™ d™ erreicht.
Auch die zellspezifische Rate lag hier etwas héher im Vergleich zum Referenzansatz. Allerdings
stagnierte die Acetatbildung im Ansatz ohne zugesetztes Ammonium im Medium friher als im
Referenzansatz.

Tabelle 6.6: Zusammenfassung der volumetrischen und zellspezifischen Produktbildungsraten
der vergleichenden Kultivierung von A. woodii mit ansteigender Ammmoniumkonzentration im
Laborruhrkesselreaktor.

Ammonium- vol. Produktionsrate Qp, zellspez. Produktionsrate qp,
konzentration, g L™ gL'd" gg'd’

0,0 43,13 17,02

0,3 32,93 14,18

1,6 15,79 6,44

Abbildung 6.17b zeigt, dass die Ammoniumkonzentration im Referenzansatz und mit erhéhter
Konzentration an Ammonium ahnlich abnehmen. Im Referenzansatz war Ammonium im
Medium jedoch nach 22 Stunden komplett verbraucht. Die im Ansatz ohne zugesetztes
Ammonium gemessene Ammoniumkonzentration von 0,05 g L™ war innerhalb kiirzester Zeit

verbraucht. Diese geringe Ammonium kdnnte im Hefeextrakt enthalten gewesen sein.

Wie in Abbildung 6.17c zu sehen ist, nahm die Konzentration an Formiat im Medium im
Referenzansatz erst zu, als eine Acetatkonzentration von 30 g L™ im Medium Uberschritten
wurde und erreichte nach etwa 1,7 Tagen einen Wert von 0,38 gL”". Im Ansatz ohne
vorgelegtes Ammonium wurde eine Acetatkonzentration von 30 g L™ friiher tiberschritten, daher
nahm auch die Formiatkonzentration frilher auf bis zu 0,22 gL” zu. Im Ansatz mit einer



Untersuchung von Medienbestandteilen 123

vorgelegten Ammoniumkonzentration von 1,6 g L™ im Medium nahm Formiat von Beginn der
Kultivierung bis auf 0,69 g L™ nach 2,8 Tagen zu.
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Abbildung 6.17: Verlauf der Konzentrationen an (a) Acetat, (b) Ammonium, (c) Formiat und (d)
D-Alanin bei autotrophen Kultivierungen von A. woodii mit einer zugesetzten Ammonium-
konzentration von (A, @, ¢, @) 0gL”, (4, ® & ®)0,3gL"und (4, 0, ¢, 0) 1,6 gL" unter pH-
geregelten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo =1,0 L, pH=7,0, cx=2,651 0,06 g L,
Medium = DSMZ 135HF, T =30°C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L"), n=1200 min™,
V4=30Lh" (0,5 vvm), pH,""%"¢ = 400 mbar, pCO,="%" = 100 mbar, py = 1,0 bar).

In Abhangigkeit der Ammoniumkonzentration im Medium wurde die Bildung der Aminosaure
D-Alanin festgestellt. So nahm die Konzentration an D-Alanin im Referenzansatz mit 0,3 g L™
Ammonium im Medium auf 1,2 g L nach einem Tag zu. Ab dem Zeitpunkt, ab dem Ammonium
im Medium komplett verbraucht war, wurde D-Alanin wieder verbraucht. Im Ansatz ohne
Ammonium im Medium wurde kein Alanin gebildet, stattdessen wurde das im Medium
vorhandene Alanin innerhalb eines Tages komplett verbraucht. Im Ansatz mit 1,6 gL”
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Ammonium im Medium wurde Alanin etwas langsamer gebildet, so dass nach etwa 2,8 Tagen
0,9¢ L' D-Alanin im Medium vorhanden waren.

Diskussion

Wahrend einer autotrophen Kaultivierung von A. woodii wurden die Konzentrationen an
Phosphat und Ammonium gemessen. Allerdings fand unter den gewahlten Bedingungen kein
Wachstum der Bakterienzellen statt, weshalb die getroffenen Aussagen beziglich des
Verbrauchs der genannten Medienbestandteile nur fir die stationdre Phase des Wachstums
gultig sind.

Die Konzentration an Phopshat blieb wahrend der gesamten Kultivierung relativ konstant, es
war kein signifikanter Verbrauch durch A. woodii festzustellen. Eine Limitierung an Phopshat im
Medium ware zudem durch die Bildung von Ethanol feststellbar, das in keiner Kultivierung in
dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte (Buschhorn et al., 1989).

Wahrend der gezeigten Kultivierung konnte eine Abnahme der Stickstoffquelle Ammonium im
Medium gemessen werden. Da eine Verdunstung von Ammonium unter den Betriebs-
bedingungen ausgeschlossen werden konnte, war die Abnahme der Ammoniumkonzentration
im Medium eindeutig auf einen Verbrauch dieser Stickstoffquelle durch die Bakterienzellen
zurlckzufuhren.

Es konnte weiterhin eindeutig gezeigt werden, dass sich die Anwesenheit von Ammonium im
Medium inhibierend auf die Bildung von Biomasse und Acetat unter autotrophen Bedingungen
auswirkt. Diese Inhibierung driickte sich zusatzlich durch eine gesteigerte Akkumulation von
Formiat im Medium bei ansteigender Konzentration an Ammonium aus. Formiat ist ein
Zwischenprodukt des Acetyl-CoA-Wegs, das wahrend des H,-abhangigen Wachstums von
acetogenen Bakterien vorlibergehend ins Medium abgegeben und anschlielend wieder
verbraucht wird (Peters et al., 1999). Als Grund firr die Sekretion des Zwischenprodukts wurde
von den Autoren vermutet, dass die anschlieRende ATP-abhangige Aktivierung von Formiat
einen geschwindigkeits-limitiereden Schritt des Acetyl-CoA-Stoffwechselwegs darstellt und die
zellinterne Konzentration an Formiat temporar zu grof3 wird. Acetogene Bakterien sind aber
durchaus in der Lage, diese organische Saure wieder als Substrat fir den autotrophen
Stoffwechsel zu verwenden (Balch et al, 1977). In den vorliegenden Kultivierungen wird
Formiat in Abhangigkeit der Ammoniumkonzentration ins Medium sekretiert und nicht wieder
aufgenommen, was auf eine Blockade des Acetyl-CoA-Wegs in einem der weiterfiihrenden
Schritte ausgehend vom Formiat hindeutet.

In der Literatur finden sich keine Hinweise auf einen inhibierenden Effekt freien Ammoniums im
Medium auf den Acetyl-CoA-Weg von A. woodii. Mit der Regulation des Acetyl-CoA-Wegs
haben sich bis jetzt nur sehr wenige Studien befasst. Der erste Beweis flir eine derartige
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Regulation wurde dabei mit A. woodii erbracht. Die Anwesenheit alternativer
Elektronenakzeptoren wie zum Beispiel Caffeat flhrte zum totalen Verlust der Fahigkeit, Acetat
zu bilden (Tschech und Pfennig, 1984). Das am besten verstandene Bespiel fur die Regulation
von autotrophem Wachstum ist der Abbau von Nitrat zu Nitrit durch Moorella thermoacetica
(Frostl et al., 1996). Wird Nitrit zu Nitrat abgebaut, so wird der Acetyl-CoA-Weg unterdriickt,
wobei die Inhibierung durch Unterdriickung der Synthese des membrangebundenen
b-Cytochroms erfolgt, das essentiell ist fur die Bildung von Methyl-THF im Methyl-Zweig des
Acetyl-CoA-Wegs. AuRerdem konnten verminderte Mengen einiger Enzyme des
Stoffwechselwegs und eine starke Inhibierung der Hydrogenasen nachgewiesen werden
(Arendsen et al., 1999). Bei diesen Regulationsmechanismen fehlt aber noch das Verstandnis
auf molekularer Ebene.

Wurde dem Medium kein Ammonium zugesetzt, so lies sich die Acetatbildungsrate gegentber
allen vorherigen Ansatzen mit Ammonium im Medium deutlich steigern. Hier stagnierte die
Acetatbildung jedoch friher, was vermuten lasst, dass der Stickstoffgehalt der UGbrigen
Medienbestandeile durch A. woodii aufgebraucht war. Neben Ammonium kann sowohl das
Hefeextrakt, als auch eine Vielzahl an Aminosauren als Stickstoffquelle dienen (Genthner und
Bryant, 1981). Es lasst sich dabei feststellen, dass A. woodii zwar eine Stickstoffquelle unter
autotrophen Bedingungen benétigt, sich freies Ammonium jedoch inhibierend auf den
Stoffwechsel dieses Bakteriums auswirkt. Dieses Problem kénnte mdglicherweise durch den
Einsatz alternativer Stickstoffquellen wie beispielsweise Nitrat umgangen werden, was fir
dieses Bakterium jedoch noch nicht beschrieben ist.

Im Rahmen der gezeigten Kultivierungen wurde die Bildung von D-Alanin von A. woodii in
Abhangigkeit von Ammonium im Medium unter autotrophen Bedingungen untersucht.
Buschhorn et al. (1989) konnten beim Wachstum dieses Bakteriums auf Glucose durch
Erhéhung der Ammoniumkonzentration im Medium eine maximale Alaninkonzentration von
0,98 gL' im Medium nachweisen. Im Rahmen dieser Arbeiten wurde eine vergleichbare
maximale Konzentration von 1,2 gL' D-Alanin unter autotrophen Bedingungen gemessen.
Alanin wird im Stoffwechsel von Mikroorganismen beispielsweise durch die Aminierung von
Pyruvat durch das Enzym Alanin-Dehydrogenase oder Alanin-Aminotransferase gebildet, was
fur das Bakterium Pyrococcus furiossus gezeigt werden konnte (Kengen und Stams, 1994). Bei
der Bildung von Alanin aus Pyruvat werden zwei Reduktionsaquivalente verbraucht. Somit
konnte dieser Stoffwechselweg unter autotrophen Bedingungen mdglicherweise der
Regenerierung des Kofaktors NADH/H® dienen. Aus der Entschlisselung des Genoms von
A. woodii konnte durch Proteomanalysen ermittelt werden, dass im Stoffwechsel eine Alanin-
Dehydrogenase in Anwesenheit von H,/CO, induziert wird (Schmidt, 2011).

Einige anaerobe Bakterien besitzen die Fahigkeit, bestimmte Aminosauren in Abhangigkeit des
Redoxhaushalts der Zelle zu den zugehdérigen a-Ketosaduren zu oxidieren, die dann in den
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Intermediarstoffwechsel der Zelle eingeschleust werden kdnnen (Schmitz et al., 2006). So
kénnen beispielsweise Lactat oder Alanin zu Pyruvat oxidiert werden, das anschlieftend zu
Acetyl-CoA umgewandelt wird. Ein weiterer Weg in anaeroben Bakterien ist die reduktive
Desaminierung von einigen Aminosauren. Die reduktive Desaminierung ist Teil der Stickland-
Reaktion, bei der Aminosauren paarweise fermentiert werden. So kann beispielsweise Alanin
zu Acetat und CO, desaminiert werden, wobei die freiwerdenden Reduktionsaquivalente auf
Glycin transferiert werden. Glycin kann dann durch das Enzym Glycin-Reduktase unter Bildung
von Acetat desaminiert werden. Die Acetatbildung erfolgt dabei Gber Acetyl-Phosphat, wobei
Uber das Enzym Acetatkinase ATP Uber Substratkettenphosphorylierung gewonnen wird
(Andreesen, 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass Alanin in Abhangigkeit von
Ammonium im Medium gebildet wird und in Abwesenheit von Ammonium auch wieder
verbraucht wird. Ein direkter Einfluss der Bildung oder des Abbaus von Alanin auf den
autotrophen Stoffwechsel oder den Energiestoffwechsel von A. woodii kann aus den erzielten
Ergebnissen jedoch nicht abgeleitet werden.
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6.8 Zusammenfassung der Untersuchung von Medienbestandteilen

Tabelle 6.7: Zusammenfassung der untersuchten Medienbestandteile.

Bestandteil Auswirkung MaBRnahme
Pantothenat - keine Auswirkung bei -
Konzentrationserhéhung
Fe* - férderlicher Einfluss auf - Erhéhung der Konzentration auf
Produktbildung 5,4 mg L fiir weitere Kultivierungen
Mg, Ni** - kein Einfluss -

Se0,%, MoO,*

- leicht bis stark inhibierender Einfluss
auf Wachstum und Produktbildung bei
Konzentrationserh6hung

Hefeextrakt

- forderlicher Einfluss auf Wachstum
und Produktbildung

- Verdopplung der Konzentration auf
49 L™ fiir weitere Kultivierungen

PO,>
L-Cystein

S0,

S,04%

- kein Verbrauch feststellbar

- langere Verzdgerungsphase bei
Konzentrationserhéhung

- Inhibierung des autotrophen
Stoffwechsels

- kein Einfluss

NH,"

- inhibierender Einfluss auf autotrophen
Stoffwechsel mit steigender Konz.

- Verbrauch feststellbar

- ammoniumabhangige Bildung von

D-Alanin

- kein Zusatz von Ammonium zum
Medium

Aminosauren

- signifikanter Verbrauch von
Aminosauren im Hefeextrakt
- L-Asparagin und L-Tryptophan

mdglicherweise limitierend

- Erhéhung der Konzentration an
L-Asparagin und L-Tryptophan

Einen forderlichen Einfluss auf Wachstum und Produktbildung unter autotrophen Bedingungen

hatten die Konzentrationserhéhung von Hefeextrakt, Fe*-lonen und einer Kombination an

Aminosauren (vor allem L-Asparagin und L-Tryoptophan). Auferdem wirkte sich die Reduktion

der Ammoniumkonzentration férderlich auf die Produktbildung aus.
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So kann an Hand der Ergebnisse aus der Untersuchung von Medienbestandteilen festgestellt
werden, dass das Grundmedium DSMZ 135 fir die autotrophe Kultivierung von A. woodii wie

folgt modifiziert werden sollte:
- Hefeextraktkonzentration mindestens 4 g L™
- Fe*-Konzentration mindestens 5 mg L™
- Konzentration an L-Asparagin und L-Tryptophan mindestens 200 mg L™
- kein vorgelegtes Ammonium im Medium

Fir die weitere Medienentwicklung kénnte interessant sein, ob die Schwefelquelle L-Cystein
wahrend der Kultivierung aufgebraucht wird. Als zusatzliche I6sliche Schwefelquelle konnte
Thiosulfat ermittelt werden.
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7 Produktinhibierung durch Acetat

Fir eine wirtschaftliche Produktion von organischen Sauren mit Hilfe von Mikroorganismen ist
eine hohe Toleranz des eingesetzten Stammes gegeniber des gebildeten Produkts
erforderlich. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dass Acetobacterium
woodlii fahig ist, eine Acetatkonzentration von bis zu 50 g L™ zu bilden. Dabei wurde Acetat bis
zu einer Konzentration von etwa 30 g L™ mit maximaler Produktionsrate gebildet. Mit steigender
Acetatkonzentration im Medium nahm die Geschwindigkeit der Acetatbildung im weiteren
Verlauf jedoch kontinuierlich ab und néherte sich asymptotisch einem Wert um die 50 g L. Die
Inhibierung durch Acetat wurde daher unter autotrophen und heterotrophen Bedingungen mit
ansteigender Acetatkonzentration im Medium im Parallelansatz genauer untersucht.

Abbildung 7.1a zeigt die Abhangigkeit der Bildung von Biomasse und Acetat von der
Acetatkonzentration im Medium. Ist kein Acetat im Medium vorhanden, so wurde nach 48
Stunden eine Biomassekonzentration von 0,13 + 0,05 g L™" und eine Acetatkonzentration von
48+0,59gL" gebildet. War eine héhere Konzentration an Acetat im Medium vorhanden,
konnte keine Biomassebildung mehr beobachtet werden und eine mit ansteigender
Acetatkonzentration abnehmende Acetatbildung, so dass bei 30 g L™ vorgelegtem Acetat im
Medium innerhalb der 48 Stunden nur noch 0,5 + 0,2 g L Acetat gebildet wurden.

Durch die Verstoffwechselung von organischen Kohlenstoffquellen wie Fructose oder Glucose
steht Mikroorganismen mehr Energie im Stoffwechsel zur Verfugung als beim Wachstum auf
anorganischen Substraten wie H, und CO,. Daher wurde in einer weiteren Kultivierung
untersucht, ob sich der inhibierende Effekt des Acetats in Anwesenheit von Fructose ebenso
stark auf den Stoffwechsel von A. woodii auswirkt wie unter autotrophen Bedingungen. In
Abbildung 7.1b zeigt sich dabei ein ahnliches Bild wie unter autotrophen Bedingungen. Wurden
im Ansatz ohne Acetat noch eine Biomassekonzentration von 0,94 + 0,05 g L™" gebildet, so
nahm diese mit steigender Acetatkonzentration ab auf 0,76 + 0,05gL™" (10gL" Acetat) und
0,40+ 0,02 g L" (20 g L Acetat). Ab einer Konzentration von etwa 30 g L Acetat im Medium
konnte keine Biomassebildung mehr nachgewiesen werden. Auch die Bildung von Acetat nimmt
von 4,4+0,0g L im Ansatz ohne Acetat mit ansteigender Acetatkonzentration im Medium ab,
so dass bei einer Acetatkonzentration von 30 g L™ bei Versuchsende nur noch 1,2 +0,4g L
Acetat im Medium nachgewiesen werden konnten. Bei einer Konzentration von mehr als
30gL" konnte sowohl unter auto- wie auch unter heterotrophen Bedingungen keine
Acetatbildung mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 7.1: Konzentrationen an (m) Biomasse und (=) Acetat (a) nach 48 h bei der
autotrophen Kultivierung und (b) nach 24 h bei der heterotrophen Kultivierung (co(Fructose) =
10g L") von A. woodii mit ansteigender Konzentration an Acetat im Medium unter pH-
ungeregelten Bedingungen im System aus parallelen Rihrkesselreaktoren im Satzverfahren
(cxo=0,1gL", Vo=12 mL, Medium=DSMZ 135, T=30°C, n=2800min", V =48Lh",
pH,E"%" = 800 mbar, pCO,="%" = 200 mbar). Bei der heterotrophen Kultivierung war Stickstoff
statt Wasserstoff im Gasvolumenstrom vorhanden. Bei der autotrophen Kultivierung wurde der
pH des Mediums vor Beginn der Kultivierung auf 7,2 eingestellt, um eine ausreichende
Verfugbarkeit des gasféomigen CO, zu gewahrleisten. Die Kultivierungen wurden im
Dreifachansatz durchgefiihrt.

Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob A. woodii an hohe Acetatkonzentrationen
gewohnt werden kann. Dazu wurden Bakterienzellen wahrend einer autotrophen Kultivierung
bei einer Acetatkonzentration von etwa 40 g L™ entnommen und in Septumflaschen kultiviert.
Da das Wachstum auf den gasféormigen Substraten H, und CO, in Septumflaschen
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stofftransportlimitiert ist, was sich durch niedrige Wachstums- und Produktbildungsraten zeigt,
wurde das energiereiche Substrat Fructose als Kohlenstoffquelle eingesetzt.

In Abbildung 7.2a ist zu sehen, dass nach Inokulation der autotrophen Bakterienzellen aus dem
Laborrihrkesselreaktor in frisches Medium das Substrat Fructose nach einer kurzen
Verzoégerungsphase konstant verbraucht wurde. Die Konzentration an Biomasse nahm dabei
von anfangs 0,08 g L™ auf 0,32 g L™ nach zwdIf Tagen langsam zu. In der Anfangsphase nahm
die Konzentration an Acetat langsam zu, so dass im Verlauf der Kultivierung integral etwa
1,6 g L™ Acetat gebildet wurde. Nach etwa einem Tag wurde Lactat gebildet und akkumulierte
im Medium bis zu einer Konzentration von 4,4 g L™ nach zwélf Tagen.
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Abbildung 7.2: Verlauf der Konzentrationen an (©) Fructose, (#) Biotrockenmasse, (4) Acetat
und (@) Lactat bei der heterotrophen Kultivierung von A. woodii in Septumflaschen in
Anwesenheit von (a) etwa 40 g L™ und (b) etwa 50 g L Acetat im Medium. Als Inokulum fiir (a)
wurden autotroph angewachsenen A. woodii-Zellen dem Laborrihrkesselreaktor bei einer
Acetatkonzentration von etwa 40 g L' entnommen; als Inokulum fiir (b) dienten Bakterienzellen
nach zwei Passagen in Medium mit 40 g L™ Acetat.
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In Abbildung 7.2b nach Uberimpfen der Bakterienzellen in frisches Medium mit einer
Acetatkonzentration von etwa 50 g L', nahm die Frutosekonzentration nach einer Verzo-
gerungsphase nach zwei Tagen deutlich starker ab als im ersten Ansatz, wobei innerhalb von
drei Tagen etwa 0,7gL”" Biotrockenmasse gebildet wurde. Gleichzeitig nahm die
Lactatkonzentration stark zu bis auf 8,6 g L' nach 5,3 Tagen. Die Acetatkonzentration blieb
wahrend der gesamten Kultivierung konstant bei 52 g L. Es konnte somit keine Bildung von
Acetat festgestellt werden.

Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration an Acetat im Medium auch schon in
geringen Konzentrationen von 5-10gL™" einen deutlich inhibierenden Einfluss auf A. woodii
austuibt. Es zeigte sich dabei der gleiche inhibierende Effekt auf Wachstum und Produktbildung
sowohl unter auto- als auch unter heterotrophen Bedingungen. Somit kdénnen die
Bakterienzellen die inhibierenden Effekte des Acetats auch nicht durch Anwesenheit der
energiereichen Kohlenstoffquellen Fructose umgehen. Im Parallelansatz unter pH-ungeregelten
Bedingungen konnte ab einer Acetatkonzentrationen von 30 g L™ kein Wachstum und keine
Produktbildung mehr nachgewiesen werden. Im Laborriihrkesselreaktor konnte unter pH-
geregelten Bedingungen (pH 7,0) jenseits einer Acetatkonzentration von 30 g L™ im Medium
zwar kein Wachstum aber noch Produktbildung gemessen werden. Allerdings naherte sich die
Acetatkonzentration im Medium gegen Ende der Fermentation abgesehen von den
unterschiedlichen Produktbildungsraten immer asymptotisch an eine Acetatkonzentration von
50gL" im Medium an. Diese Konzentration wird iblicherweise von einigen acetogenen
Bakterien erreicht (Verser und Eggeman, 2011). Diese Beobachtung deutet auf eine starke
Produktinhibierung bei einer Acetatkonzentration von 50 g L™ hin. So konnten Klemps et al.
(1987) zeigen, dass das Enzym Acetatkinase aus dem Acetogen Acetogenium kivui bei
Acetatkonzentrationen von mehr als 48 gL' inhibiert wird. Acetatkinase katalysiert die
terminale Reaktion des Acetyl-CoA-Wegs bei der Produktion von Acetat und eine Inhibierung
dieses Enzyms wirde zu einem verringerten Kohlenstofffluss durch diesen Stoffwechselweg
fuhren. Ein Hinweise hierflir ist die Akkumulation des Zwischenprodukts Formiat bei
Uberschreiten einer Acetatkonzentration von etwa 30g L. Dies deutet daraufhin, dass im
weiteren Verlauf dieses Stoffwechsels eine Blockade auftritt, die zu einer Akkumulation des
Zwischenprodukts Formiat fihren kann (Peters et al., 1999).

Ein weiterer Hinweis auf die Inhibierung der Acetatkinase und somit der Blockade des Acetyl-
CoA-Wegs konnte beim Versuch gefunden werden, A. woodii bei der Kultivierung auf Fructose
an hohe Acetatkonzentrationen zu gewohnen. Bei der ersten Passage aus einer autotrophen
Kultivierung mit etwa 40 g L™ Acetat im Medium in Medium mit etwa 40 g L™ Acetat wurden nur
etwa 2 g L™ Acetat, jedoch 4 g L™ Lactat gebildet. Bei weiteren Passagen in Anwesenheit von



Produktinhibierung 133

bis zu 52 g L Acetat im Medium konnte keine Acetatbildung mehr festgestellt werden, was auf
eine komplette Blockade des Acetyl-CoA-Wegs hindeuten kénnte. Die wahrend der Glykolyse
anfallenden Reduktionsaquivalente kénnten bei einer Blockades des Acetyl-CoA-Wegs nicht
mehr durch Bildung von Acetat entsorgt werden. Statt Acetat wurden fast 9 g L Lactat aus
Fructose gebildet. Lactat wird ausgehend von Pyruvat gebildet, wobei dieser Stoffwechselweg
moglicherweise der Regenerierung des Kofaktors NADH/H" dienen kénnte. Eine mdgliches
Modell der Inhibierung der Acetatbildung durch Inhibierung des Enzyms Acetatkinase ist in
Abbildung 7.3 dargestellt. An der Acetatbildung aus Fructose und aus gasférmigen Substraten
ist in beiden Fallen das Enzym Acetatkinase beteiligt. Durch Inhibierung dieses Enzyms kénnte
es zu einer kompletten Blockade der Acetatbildung kommen, was bedeuten wirde, dass
Pyruvat akkumuliert und nicht mehr weiterverwertet werden kann. Einige Acetogene besitzen
jedoch die Fahigkeit, reduzierte Elektronentransfermolekiile, wie beispielsweise NADH,, Uber
alternative Stoffwechselwerge zu recyceln. Ein Beispiel fir einen alternativen termialen
elektronen-akzeptierenden Prozess ist die Bildung von Lactat aus Pyruvat Uber das Enzym
Lactat-Dehydrogenase (Drake et al., 2002). Uber diesen Stoffwechselweg kénnen 2 Molekiile
ATP aus dem Abbau der Fructose gewonnen werden. Die Aktivitdt des Enzyms Lactat-
Dehydrogenase wird dabei durch Fructose-1,6-bisphosphat hochreguliert (Holland und
Pritchard, 1975). Deshalb wird vermutet, dass A. woodii diesen alternativen Stoffwechselweg
besitzt, um beispielsweise in Gegenwart hoher Acetatkonzentrationen Energie fir den
Stoffwechsel zu gewinnen. Diese Fahigkeit wurde zwar flr A. woodii noch nicht beschrieben,
jedoch zeigte die Analyse des Genoms, das dieser Stamm eine Lactat-Dehydrogenase besitzt
(Schmidt, 2011).

Da A. woodii in Gegenwart hoher Acetatkonzentrationen fahig ist zu wachsen und Lactat zu
bilden, wird vermutet, dass Acetatkonzentrationen von mehr als 50 g L’ generell kein Problem
darstellen fir diesen Organismus. Daher resultiert die Inhibierung des Wachstums in
Gegenwart von Acetatkonzentrationen >30gL" vermutlich zu einem groRen Teil in der
Inbihierung des Enzyms Acetatkinase und somit einer Blockade des Acetyl-CoA-Wegs.
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Glykolyse
CeH1206

> 4[H]

Lactat-
Lactat < Dehydrogenase P v t
actat yruva Acetyl-CoA-Weg
2 CO2 ’7
4[H] 2 CO,
8 [H]
Acetatkinase
>< ! ><Acetatkinase
2 CH3;COOH CH;COOH

Abbildung 7.3: Vermutete Inhibierung der Acetatbildung von A. woodii. Durch Inhibierung des
Enzyms Acetatkinase kann weder Pyruvat zu Acetat abgebaut werden, noch die in der
Glykolyse anfallenden Reduktionsaquivalente tiber den Acetyl-CoA-Weg flr die Reduktion von
CO; zu Acetat verwendet werden. Dies fluhrt zu Bildung von Lactat als reduziertem Endprodukt
Uber einen in Acetogenen noch unbekannten Weg.

Baronofsky et al. (1984) konnten zeigen, dass neben dem Acetation auch die undissoziierte
Essigsaure einen inhibierenden Effekt auf den Stoffwechsel von acetogenen Bakterien ausibt.
Die freie Saure diffundiert dabei Uber die Zellmembran ins Zellinnere und dissoziiert aufgrund
des hoéheren zellinteren pH. Dabei werden transmembrane Protonengradienten entkoppelt, was
zum Verlust der Protonenmotorischen Kraft fihrt, an die Mechanismen zur
Energiekonservierung gekoppelt sind. Um die inhibierenden Effekte der freien Essigsaure
gering zu halten, werden acetogene Mikroorganismen oftmals durch Kontrolle des pH im
neutralen Bereich kultiviert.

Fir die stabile Produktion groRer Mengen an Essigsaure ist die Resistenz gegentber dieser
organischen Saure ausschlaggebend. So ist eines der wichtigsten Merkmale der industriell
eingesetzten Essigsaurebakterien ihre hohe Toleranz gegeniber der gebildeten Essigsaure
(Raspor und Goranovic, 2008). So kann beispielsweise mit Acetobacter aceti Essigsaure mit
einer Konzentration von bis zu 170 g L™ hergestellt werden, wobei die Bakterienzellen nur bis
zu einer Konzentration von 120 g L wachsen (Berraud, 2000). Einige der Mechanismen der
Resistenz gegenuber Essigsdure wurden dabei entschlisselt. So konnte dem Enzym
Citratsynthase eine zentrale Rolle zugeschrieben werden, da es Acetat Uber den Citrat- oder
Glyoxylatzyklus verstoffwechselt und damit ATP bereitstellt, um die toxischen Effekte der
organischen Saure zu bewaltigen (Francois et al., 2006). Ein weiterer Schutzmechanismus
gegenuber der gebildeten Essigsaure sind die Ethanol-verwertenden Enzyme Alkohol- und
Aldehyd-Dehydrogenase. Uber die Oxidation von Ethanol werden dabei Elektronen zum Aufbau
einer protonenmotorischen Kraft Gber die Zellmembran bereitgestellt. Diese Kraft liefert
wiederum die Energie fir flr den Transport von Essigsaure aus der Bakterienzelle Gber einen
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Transporter in der Membran und erméglicht so dem Bakterium, bei hohen Konzentrationen
dieser organischen Saure zu wachsen (Matsushita et al., 2005). AuBerdem konnten Nakano et
al. (2004) zeigen, dass das Enzym Aconitase eine Rolle in der Acetattoleranz spielt. Das
Enzyme Aconitase katalysiert im Citratzyklus die Umwandlung von Citrat oder Isocitrat in
Aconitat. Durch Uberexpression dieses Enzyms konnten eine verkiirzte Lag-Phase sowie
hohere Essigsaurekonzentrationen erreicht werden.

In Tabelle 7.1 ist die Toleranz des eingesetzten Bakterienstamms vergleichend dargestellt zu
einem natirlichen aeroben Essigsaureproduzenten und industriell eingesetzten Plattform-
organismen. Fur die Vielzahl an Mikroorganismen ist Essigsaure schadlich fur den Stoffwechsel
in Konzentrationen von etwa 5 g L™ (Conner und Kotrola, 1995). So liegen auch die tolerierten
Konzentrationen an Essigsaure/Acetat einiger Palttformorganismen in diesem Bereich.
Gebhardt (2010) erreichte mit einem rekombinanten Saccharomyces cerevisiae Stamm zur
Produktion von Succinat 56 g L™ Acetat als Nebenprodukt. Besonders anzumerken ist zudem
Escherichia coli, der sehr empfindlich ist gegeniber organischen Sauren (Luli und Strohl, 1990).

Tabelle 7.1: Zusammenstellung der Toleranz verschiedener Mikroorganismen gegentber
Acetat/Essigsaure beim jeweiligen pH.

Essigsaure/Acetat,

Organismus pH gl Quelle

Acetobacter aceti - 170 Berraud, 2000
Acetobacterium woodii 7,0 50 diese Arbeit
Escherichia coli 7,0 5 Luli und Strohl, 1990
Saccharomyces cerevisiae 4,0 7,5 Maiorella et al., 1983
Saccharomyces cerevisiae 5,0 56 Gebhardt, 2010
rekombinant

Corynebacterium - 10,8 Wendisch et al., 2000
glutamicum

Zymomonas mobilis 5,0 10 Lawford und Rousseau, 1994
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8 Charakterisierung von rekombinanten Acetobacterium
woodii unter definierten Reaktionsbedingungen

Im folgenden wird eine weitere Mdglichkeit untersucht, um die Geschwindigkeit der autotrophen
Acetatbildung zu erhdhen. Beim Kooperationspartner, dem Institut fir Mikrobiologie und
Biotechnologie (Universitat Ulm), wurde der eingesetzte Bakterienstamm durch Uberexpression
von Enzymen des Acetyl-CoA-Wegs gentechnisch modifiziert, um den Kohlenstofffluss durch
diesen Stoffwechselweg und somit die Acetatbildungsrate zu erhéhen. In Abbildung 8.1 sind die
Uberexpressionen des Acetyl-CoA-Wegs graphisch dargestellt.
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Abbildung 8.1: Schema des Acetyl-CoA-Weg zur Darstellung der gentschnischen
Veranderungen rekombinanter A. woodii Stdmme. Der Stamm "A. woodii THF" tragt
Uberexpressionen der vier THF-abhéngigen Enzyme (schwarze eingerahmt) aus Clostridium
lijungdahlii; "A. woodii pta-ack" tragt Uberexpressionen der Enzyme Phosphotransacetylase
(pta) und Acetatkinase (ack) (schwarz eingerahmt und grau hinterlegt) aus Clostridium
ljungdadhlii.
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Peters et al. (1999) zeigten, dass das Zwischenprodukt Formiat beim H,-abhangigen Wachstum
von acetogenen Bakterien voriibergehend im Medium akkumuliert, anschliefiend jedoch wieder
verbraucht wird. Daraus folgerten sie, dass die ATP-abhangige Bildung von Formyl-THF
ausgehend von Formiat, das durch Reduktion von CO, Uber die Formiat-Dehydrogenase
gebildet wird, einen kurzzeitigen Engpass in diesem Stoffwechselweg darstellt. In einem Ansatz
sollte die Weiterverarbeitung des Zwischenprodukts Formiat tber den Methylzweig durch
gemeinsame Uberexprimierung der vier Enzyme, die die folgenden Schritte des Acetyl-CoA-
Wegs katalysieren, beschleunigt und dieser mégliche Engpass somit umgangen werden. Da
alle vier Enzyme Tetrahydrofolat (THF) als Coenzym benétigen, wird dieser rekombinante
Stamm im Folgenden als "A. woodii THF" bezeichnet (Abbildung 8.1).

Durch Uberexprimierung der Enzyme Phosphotransacetylase und Acetatkinase, die die
termialen Reaktionen des Acetyl-CoA-Wegs katalysieren, sollte der Stofffluss in einem weiteren
Ansatz durch den Acetyl-CoA-Weg und somit die Acetatbildungsrate gesteigert werden. Bei der
Umsetzung von Acetyl-Phosphat zu Acetat durch die Acetatkinase wurde zudem ein Molekl
ATP (ber Substratkettenphosphorylierung gewonnen. In Anwesenheit einer erhohten
Enzymkonzentration der Acetatkinase konnte so der Energiegewinn der Bakterienzelle
gesteigert werden. Der rekombinante Bakterienstamm, der diese Uberexprimierungen tragt,
wird im Folgenden "A. woodii pta-ack" genannt (Abbildung 8.1).

Die Genomsequenz von A. woodii war zum Zeitpunkt der gentechnischen Arbeiten an diesem
Stamm zwar entschlisselt (Schmidt, 2011), jedoch noch nicht veréffentlicht. Daher wurden alle
eingebrachten Gensequenzen von der Arbeitsgruppe von Prof. Dirre (Institut flir Mikrobiologie
und Biotechnologie, Universitat Ulm) aus dem verdffentlichten Genom des acetogenen
Bakteriums Clostridium ljungdahli DSM 13528 entnommen. Es handelt sich folglich um
heterolog in A. woodii exprimierte Enzyme.

Fur die Uberexpression der Enzyme aus C. ljungdahlii wurde der Escherichia coli-Clostridium-
Shuttlevektor pJIR750 verwendet, der routinemafig Clostridium acetobutylicum und anderen
Clostridien eingesetzt wurde (Bannam und Rood, 1993; Cai und Bennett, 2011). Der hier
verwendete Vektor enthadlt als Selektionsmarker eine Resistenz gegen das Antibiotikum
Thiamphenicol. Auf den Vektoren pJIR750 pta-ack und pJIR750 THF, die die Gensequenzen
fur die zu Uberexprimierenden Enzyme enthalten, ist zusatzlich eine Resistenz gegen das
Antibiotikum Chloramphenicol enthalten. Alle Kultivierungen der rekombinanten Stamme
wurden in Gegenwart von 20 mg L" Thiamphenicol durchgefiihrt. In Anwesenheit dieses
Antibiotikums zeigte der Wildtypstamm kein Wachstum.
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8.1 Kultivierung im Parallelansatz

Die rekombinanten Stamme von A. woodii wurden unter autotrophen Bedingungen im Vergleich
zum Wildtypstamm mit und ohne Leerplasmid kultiviert. Es wurden dabei die
Standardbedingungen fir die parallele autotrophe Kultivierung von A. woodii im Medium DSMZ

135 verwendet.

Abbildung 8.2 zeigt, dass in den Ansatzen mit dem Wildtyp-Stamm eine Acetatkonzentration
von 4,0 + 0,6 g L innerhalb von 48 Stunden gebildet wurde, wohingegen in den Ansatzen mit
rekombinanten Stammen in Anwesenheit von Thiamphenicol nur eine Acetatkonzentration von
1,8+ 0,6 gL’ erreicht wurde. In den Ansatzen mit dem Wildtypstamm wurde innerhalb der
Prozesszeit eine Biomassekonzentration von 0,17 £ 0,04 g L’ gebildet, in allen Ansatzen mit
rekombinanten Stammen nur 0,06 £ 0,03 g L.
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Abbildung 8.2: Konzentrationen an (mm) Biomasse und (=) Acetat nach 48 h bei der
autotrophen Kultivierung der rekombinanten Stdmme A. woodii pta-ack und A. woodii THF im
Vergleich zum Wildtyp-Stamm mit und ohne Leerplasmid (pJIR750) unter pH-ungeregelten
Bedingungen in parallelen Rihrkesselreaktoren im Satzverfahren (cxo=0,1g L', Vo =12 mL,
Medium = DSMZ 135, T=30°C, n=2800min", V,=48Lh", pH,""9"9 =800 mbar,
pCO,5"%"9 = 200 mbar). Der pH des Mediums wurde vor Beginn der Kultivierung auf 7,2
eingestellt, um eine ausreichende Verfligbarkeit des gasfémigen CO, zu gewahrleisten. Die
Kultivierungen wurden im Dreifachansatz durchgefuhrt.

Diskussion

Eine vergleichende parallele Kultivierungen von rekombinanten Acetobacterium woodii im
Satzverfahren ohne pH-Kontrolle im System aus parallelen Rihrkesselreaktoren hat gezeigt,
dass sowohl der Wildtyp-Stamm mit Leerplasmid als auch die rekombinanten Stdmme deutlich
weniger Biomasse und Acetat gebildet haben als der Wildtyp-Stamm ohne Leerplasmid. Dies
kann moglicherweise auf die Anwesenheit des Antibiotikums Thiamphenicol im Medium der
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plasmid-tragenden Stdmme zurickzufihren sein. Dieser Effekt konnte bei vergleichenden
Kultivierungen der rekombinanten Stamme in Septumflaschen unter heterotrophen
Bedingungen nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

8.2 Vergleichende Kultivierung im LitermaRstab

Im Folgenden wurden die rekombinanten A. woodii Stamme unter autotrophen Bedingungen im
Litermalistab vergleichend kultiviert. Als Referenzstdmme dienten der Wildtyp mit und ohne
Leerplasmid pJIR750. Anhand der vorherigen Untersuchungen zur Limitierung der
Acetatproduktion unter autotrophen Bedingungen wurden die Kultivierungsbedingungen fir die
vergleichende Charakterisierung der rekombinanten Stamme so gewahlt, dass nach aktuellem
Kenntnisstand weder eine Limitierung des Stofftransports, noch eine Limitierung durch das
Medium auftrat. So ist eine vergleichende Charakterisierung der rekombinanten Stadmme
modglich, da eine Limitierung unter diesen Bedingungen nur kinetisch bedingt durch den
Stoffwechsel der Bakterien auftreten kann.

In Kapitel 5.4 wurde ermittelt, dass mit einer Biomassekonzentration von unter 1 gL™" die
Bakterienzellen die als maximal ermittelte zellspezifische Produktbildungsrate erreichten. Diese
Bedingungen wurden als nicht-limitierend bezliglich des Gas-Flussig-Stofftransports und des
Mediums angenommen. So wurden sowohl der Vergleich des Wildtyp-Stamm mit und ohne
Leerplasmid als auch der Vergleich der rekombinanten Stdmme mit einer Biomasse-
konzentration von 0,57 £ 0,08 g L gestartet.

Bei Vergleich der Verlaufe der Biomassekonzentrationen in Abbildung 8.3a lasst sich erkennen,
dass sich die Anwesenheit des Leerplasmids stabilisierend auf das Wachstum des Wildtyps
auswirkt. Wird vom Wildtyp ohne Leerplasmid eine Wachstumsrate von 0,035 h™ und eine
maximale Biomassekonzentration von 1,59 L erreicht, so liegt diese beim Stamm mit
Leerplasmid bei 0,052 h™ und bei 1,7 g L. Auffallig ist auch, dass die Biomasse des Wildtyps
bis zum Ende der Kultivierung nicht so stark abnahm wie beim Stamm ohne Leerplasmid, so
dass bei Versuchsende nach 3,7 Tagen noch eine Biomassekonzentration von 1,5g L im
Medium vorhanden war. Beim Wildtyp ohne Leerplasmid nahm die Biomasse nach etwa
1,8 Tagen wieder ab, was ohne Nachdosierung von Antischaummittel zur Entleerung eines Teil
des Mediums in die Schaumfalle des Reaktors und somit zum Ende des Versuchs nach zwei
Tagen geflhrt hat. In Abbildung 8.3b zeigt sich ein sehr ahnlicher Verlauf der Acetatbildung, es
werden von beiden Stammen sehr ahnliche volumetrische und zellspezifische
Produktbildungsrate von 25,1+0,2gL"'d" bzw. 20,8 +0,2gg”d" erreicht. Die maximal
erreichte Acetatkonzentration beim Wildtyp mit Leerplasmid lag nach 3,7 Tagen bei 44,7 g L™,
die vom Wildtyp ohne Leerplasmid in friheren Versuchen (siehe Kapitel 5.4) jedoch auch schon
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erreicht wurde, was an dieser Stelle auf Grund des Ubergeschamten Reaktors jedoch nicht
gezeigt werden konnte.
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Abbildung 8.3: Verlauf der Konzentrationen and (a) Biotrockenmasse und (b) Acetat bei der
vergleichenden autotrophen Kultivierung von A. woodii (¢, &) mit und (©, A) ohne Leerplasmid
unter pH-geregelten Bedingungen im Laborrihrkesselreaktor (Vo=1,0L, pH =7,0, Medium =
DSMZ 135HF, T =30 °C, Titrationsmittel NaOH (10 mol L"), n=1200 min™, V4=30Lh"
(0,5 vwm), pH,5"%" = 400 mbar, pCO,5"%"? = 100 mbar, pi; = 1,0 bar).

Im Folgenden wurden die rekombinanten Stdmme A. woodii pta-ack und A. woodii THF im
Vergleich zum Wildtyp-Stamm mit Leerplasmid (Kontrollstamm) unter denselben autotrophen
Bedingungen wie eben beschrieben charakterisiert.

Wie in Abbildung 8.4a dargestellt, nimmt die Biomasse in den Ansatzen mit den rekombinanten
Stammen A. woodii pta-ack und A. woodii THF etwas schneller zu als im Referenzansatz mit
dem Wildtyp-Stamm mit Leerplasmid, was sich in der Wachstumsrate in Tabelle 8.1 jedoch
kaum bemerkbar macht. Dabei werden in den Ansatzen mit den rekombinanten Stdmmen
héhere maximale Biomassekonzentrationen von 1,9 g L™ (A. woodii pta-ack) und 2,0 g L™ (A.
woodii THF) im Vergleich zum Kontrollstamm (1,7 g L") erreicht. Nach etwa 2 - 3 Tagen nahm
die Biomassekonzentration in allen Ansatzen wieder leicht ab, so dass gegen Versuchsende
nach 3,7 Tagen eine Konzentration von 1,58 + 0,04 g L™ vorhanden war.

In allen Anséatzen setzte die Acetatbildung nach einer kurzen Verzégerungsphase ein, so dass
nach etwa einem halben Tag in allen Ansatzen maximale Produktbildungsraten erreicht wurden
(Abbildung 8.4b). Dabei wurde vom Kontrollstamm und vom Stamm A. woodii THF eine
zellspezifische Produktbildunsgsrate von 20,6 + 0,1 gg™” d” erreicht, die vergleichbar mit der
des Wildtyps ohne Leerplasmid ist. Fir den Stamm A. woodii pta-ack wurde eine leicht héhere
zellspezifische Rate von 21,7 g g™ d” ermittelt.
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Die volumetrischen Produktbildungsraten der beiden rekombinanten Stamme lagen dabei auf
Grund der schnelleren Biomassezunahme mit 28,89L'1 d' Uber der des Kontrollstamm
(25,3gL" d"). Die Acetatbildung verlangsamte sich beim Kontrollstamm etwas friiher als bei
den rekombinanten Stdmmen, so dass bei Versuchsende nach 3,7 Tagen maximale
Acetatkonzentrationen von 44,7 gL" (Kontrollstamm), 50,5gL" (A. woodii pta-ack) und
51,0 g L™ A. woodii (THF) im Medium vorhanden waren.

Wie in Abbildung 8.4c zu sehen ist, akkumuliert in allen Ansatzen das Zwischenprodukt Formiat
im Medium, sobald eine Acetatkonzentration im Medium von etwa 20 g L (iberschritten ist.
Dies tritt im Stamm A. woodii THF friher als im Kontrollstamm und im Stamm A. woodii
pta-ack auf. Bei Versuchsende waren in diesen beiden Ansatzen 0,3 g L™ Formiat im Medium
akkumuliert, wohingegen bei A. woodii THF 0,4 g L™ vorlagen.

Tabelle 8.1: Zusammenfassung der Wachstumsraten und der volumetrischen und
zellspezifischen Produktbildungsraten der vergleichenden Kultivierung des Wildtyp-Stamm mit
und ohne Leerplasmid aus Abbildung 8.3 und der rekombinanten Stamme A. woodii pta-ack
und A. woodii THF im vergleich zum Wildtyp mit Leerplasmid aus Abbildung 8.4.

Wachstums- vol. Produktionsrate Qp, zellspez. Produktionsrate qp,

Stamm rate Mmax, h” (] L"d" d 9-1 d’
Wildtyp 0,035 24,96 20,99
Wildtyp mit Leerplasmid 0,052 25,31 20,54
pta-ack 0,050 28,81 21,74

THF 0,056 28,75 20,59
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Abbildung 8.4: Verlauf der Konzentrationen an (a) Biotrockenmasse, (b) Acetat und (c) Formiat
bei der vergleichenden autotrophen Kultivierung von (¢, &, ©) A. woodii mit Leerplasmid,
(&, A, ®) A woodii pta-ack und (€, A, ®) A. woodii THF unter pH-geregelten Bedingungen im
Laborrihrkesselreaktor (Vo=1,0L, pH=7,0, Medium = DSMZ 135HF, T =30 °C, Titrations-
mittel NaOH (10 mol L"), n=1200min", V4=30Lh" (0,5vvm), pH,="%*"% =400 mbar,
pCO,5"%" = 100 mbar, pt = 1,0 bar).

Diskussion

Ein Vergleich der rekombinanten Stamme im Litermafistab unter autotrophen Bedingungen hat
gezeigt, dass sich die Anwesenheit des Plasmids pJIR750 in A. woodii stabilisierend auf das
Wachstumsverhalten der plasmidtragenden Stamme ausgewirkt hat. Wahrend die
Biomassekonzentrationen beim Wildtyp-Stamm in autotrophen Kultivierungen in dieser Arbeit
im Verlauf der Kultivierung nach einer kurzen stationaren Phase generell wieder abgenommen
haben, so blieben die rekombinanten Bakterienzellen im Vergleich langer in der stationaren
Phase.

Da dieser stabilisierende Effekt auf das Wachstum auch beim Wildtypstamm mit Leerplasmid
auftrat, wird dieser Effekt moglicherweise durch das Plasmid pJIR750 ausgelést und durch
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Einbringen von Genen flir den Acetyl-CoA-Weg noch weiter erhoht. Auf dem Plasmid pJIR750
sind die Gene das catP und das lacZ enthalten, die flir die Enzyme Chloramphenicol
Acetyltransferase (CAT) und R-Galactosidase kodieren (Bannam und Rood, 1993). Diese
beiden Enzyme kénnen nach aktuellem Wissensstand nicht mit dem wachstumsférdernden
Effekt des Plasmid pJIR750 auf A. woodii in Vebindung gebracht werden. Des Weiteren ist auf
dem verwendeten Plasmid das rep-Gen enthalten, das fir eine DNA-Helikase aus Escherichia
coli kodiert, der moéglicherweise ein férdernder Effekt auf die Vermehrung von A. woodii-Zellen
zugesprochen werden kénnte. Die Rep-Helikase spielt eine Rolle in der Replikation, Reparatur
und Rekombination von DNA (Wong et al., 1996). Die Erhéhung der DNA-Replikation durch
Anwesenheit der Rep-Helikase in A. woodii kénnte zu einem forderlichen Effekt auf das
Wachstum dieses Bakteriums fihren. Diese Hypothese kdnnte durch Entfernung dieses Gens
vom eingesetzten Plasmid und Untersuchung des Wachstumsverhaltens der neu
transformierten Stdmme untersucht werden.

Die maximale zellspezifische Acetatbildungsrate des Kontrollstamms anderte sich durch
Einbringung des Leerplasmids oder Erhéhung der zellinternen Konzentrationen der THF-
abhangigen Enzyme nicht. Durch Erhdéhung der Konzentration der Enzyme Phospho-
transacetylase und Acetatkinase in A. woodii konnte die zellspezifische Acetatbildungsrate
leicht erhoht werden von 21,0 auf 21,7gg'1 d', nicht jedoch die maximal erreichte
Acetatkonzentration. Dies wird gestitzt durch die Tatsache, dass das Enzym Acetatkinase
durch das gebildete Acetat inhibiert wird. So beschrieben Klemps et al. (1987), dass die
Acetatkinase aus dem Acetogen Thermoanaerobacter kivui bei Acetatkonzentrationen Uber
48 g L™ inhibiert wird. Da von acetogenen Mikroorganismen generell Acetatkonzentration von
etwa 50 g L™ erreicht werden kénnen (Verser und Eggeman, 2011), scheint die Inhibierung der
Acetatkinase allgemein bei Acetogenen aufzutreten. So kann aus den Ergebnissen der ersten
Kultivierung des rekombinanten Stammes A. woodii mit erhdhter zellinterner Konzentration an
Acetatkinase und Phosphotransacetylase geschlossen werden, dass zwar eine leicht erhéhte
zellspezifische Acetatbildung, jedoch keine signifikante Erhéhung der maximal erreichbaren
Acetatkonzentration erreicht werden konnte.

Méglicherweise kdnnte die maximale Acetatkonzentration durch Aufhebung der Inhibierung der
Acetatkinase erhoht werden. Ingram-Smith et al. (2005) berichteten zum Beispiel von einer
erhohten Affinitat der Acetatkinase zu Acetat aus Methanosarcina thermophila durch genetische
Modifikation der Acetat-Bindetasche. Dieser Organismus verwendet Acetat als Kohlenstoff- und
Energiequelle fur die Produktion von Methan (Ingram-Smith et al., 2006). Alternativ dazu kénnte
dieses Enzym durch Herabsetzen der Affinitat fir Acetat in Anwesenheit von Acetat langer aktiv
bleiben und so héhere hdhere Acetatkonzentrationen erreicht werden.
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9 Zusammenfassung

Essigsaure stellt eines der wichtigsten Ausgangsprodukte der chemischen Industrie dar und
wird gegenwartig ausschliel3lich auf der Basis von fossilen Rohstoffen hergestellt. Die
biotechnologische Produktion von Essigsdure aus gasformigen Substraten mit Hilfe von
acetogenen Mikroorganismen stellt eine Alternative zu den traditionellen petrochemischen
Produktionsprozessen dar. Die Kenngrélden eines biotechnologischen Acetatproduktions-
prozesses mit dem acetogenen Mikroorganismus Acetobacterium woodii waren dabei jedoch
noch weitgehend unbekannt.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war deshalb die reaktionstechnische Untersuchung der
autotrophen Herstellung von Acetat mit A. woodii. Dabei galt es, limitierende Schritte bei der
Umsetzung der gasformigen Substrate in RuUhrkesselreaktorern im Labormafistab zu
identifizieren und ein geeignetes Reaktionsmedium fir die autotrophe Kultivierung von A. woodii
zu entwickeln. Dabei wurde der eingesetzte Bakterienstamm bezlglich Acetatbildungsrate und
erreichbare Acetatkonzentration charakterisiert.

Nachdem gezeigt wurde, dass A. woodii bei Kontrolle des pH auf 7,0 Acetat in Konzentration
von mehr als 30 g L™ im Satzverfahren produzieren kann, wurden zunichst einflussnehmende
Grélken und mdgliche Limitierungen bei der Umsetzung der gasfémigen Substrate H, und CO,
in Riihrkesselreaktoren untersucht. Bei einem volumetrischen Leistungseintrag <1 W L™ kam
es dabei zu einer unzureichenden Versorgung der Bakterienzellen mit dem schlecht 18slichen
Substrat Wasserstoff. Unter diesen Bedingungen konnte die Wasserstoff-Eintragsrate im
Laborrihrkesselreaktor durch Erhéhung des Partialdrucks an Wasserstoff von 400 auf
1700 mbar verbessert und somit eine deutliche Steigerung der volumetrischen Acetatbildungs-
rate erzielt werden. Durch Erhdhung des Leistungseintrages auf 154 W L' im Parallel-
rihrkesselreaktorsystem im MillilitermaRstab, beziehungsweise 5,5 W L im Laborriihrkessel-
reaktor im Litermalstab konnte eine Gas-Flussig-Stofftransportlimitierung Gberwunden werden.
Im Laborriihrkesselreaktor wurde dabei eine maximale Acetatkonzentration von 50g L™
erreicht, was etwa funfmal mehr ist, als die flr A. woodii veroffentlichte Acetatkonzentration. Bei
einer Biomassekonzentration von 1,2 g L' wurde dabei eine maximale zellspezifische
Acetatbildungsrate von 21,0 g g™ d” fiir A. woodii unter autotrophen Bedingungen gemessen.
Diese Rate kann aus Mangel an vergleichbaren Literaturwerten fir diesen Mikroorganismus
nicht verglichen werden, liegt jedoch deutlich Uber den zellspezifischen Acetatbildungsraten, die
mit anderen acetogenen Mikroorganismen unter autotrophen Bedingungen im Satzverfahren

ermittelt wurden.

Bei einer Erhdhung der Zelldichte im Reaktor wurde eine Abnahme der zellspezifischen
Acetatbildungsrate gemessen, was auf eine weitere Limitierung der autotrophen Acetatbildung
neben der Wasserstoff-Eintragsrate hindeutet. Auf der Suche nach weiteren Limitierungen der
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autotrophen Acetatproduktion konnten durch reaktionstechnische Untersuchungen von
A. woodii in einem Parallelriihrkesselreaktorsystem limitierende Bestandteile des Reaktions-
mediums identifiziert werden. So zeigte sich, dass die Erhoéhung der Konzentration von
Eisen(ll)-lonen und von Hefeextrakt zu einer Steigerung des Wachstums und der
Produktbildung unter autotrophen Bedingungen geflihrt hat. Des Weiteren konnte bei der
Satzkultivierung im Laborrihrkesselreaktor gemessen werden, dass die Aminosauren
L-Tryptophan und L-Asparagin im vorgelegten Hefeextrakt komplett verbraucht wurden. Eine
selektive Erhéhung dieser Aminosauren hatte eine deutlich erhéhte Acetatbildungsrate unter
autotrophen Bedingungen zur Folge. Auflierdem wurde beobachtet, dass der autotrophe
Stoffwechsel von A. woodii von der Stickstoffquelle Ammonium abhangig ist. Dabei konnte
gezeigt werden, dass sich freies Ammonium im Medium inhibierend auf den Stoffwechsel von
A. woodii auswirkt. Unter optimierten Reaktionsbedingungen in Medium ohne Ammonium
konnte eine maximale volumetrische Produktbildungsrate von 43,1gL"'d" bei einer
Biomassekonzentration von 3,1 gL" erreicht werden. Da mit einer zellspezifischen Acetat-
bildungsrate von 14 g g d”' nicht die maximale mdgliche Rate von 21,0 g g™ d™' erreicht wurde,
wird vermutet, dass die autotrophe Acetatbildung auch unter diesen Reaktionsbedingungen
einer noch unbekannten Limitierung unterliegt.

Bei geniligend hohem Leistungseintrag von 5,5 W L™ konnte die volumetrische Acetatbildungs-
rate bei der autotrophen Kultivierung in optimiertem Medium somit um den Faktor 35 im
Vergleich zur Kultivierung bei einem Leistungseintrag von 0,2WL"' und einem
Wasserstoffpartialdruck von 400 mbar gesteigert werden (siehe Abbildung 9.1). So konnte eine
Acetatkonzentration von 50 g L™ innerhalb von rund drei Tagen erreicht werden.
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Abbildung 9.1: Vergleich der Acetatbildung bei autotrophen Kultivierungen von A. woodii unter
pH-geregelten Bedingungen im Laborrthrkesselreaktor (Vo =1,0L, T =30 °C, pH = 7,0).

Bedingungen: (®) P/ =0,2WL", pH,m"%"9 =400 mbar (A) P/N=02WL", pHzeingang
= 1700 mbar und () P/V =5,5W L™, pH,5"%" = 400 mbar in optimiertem Medium.

Des Weiteren wurde der Verbrauch von Ammonium im Medium festgestellt, der unabhangig
vom Wachstum von A. woodii war. In Abhangigkeit der Ammoniumkonzentration wurde die
Bildung der Aminosaure D-Alanin beobachtet. Die Produktion von D-Alanin im autotrophen
Stoffwechsel erfolgt ausgehend von Pyruvat und dient moglicherweise der Regenerierung des
Kofaktors NADH/H".

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die maximal erreichbare Acetatkonzentration von
50 g L™ unabhangig von den Versuchsbedingungen war. Bei Acetatkonzentrationen > 30 g L
kam das Wachstum der Bakterienzellen komplett zum Erliegen und es trat eine Akkumulation
des Zwischenprodukts Formiat des Acetyl-CoA-Wegs auf. Diese Beobachtung deutet auf eine
Blockade im unteren Teil des Acetyl-CoA-Wegs hin, was zu einem Rickstau von Kohlenstoff
bis hin zu Formiat fihrt. Diese Blockade kdnnte bedingt sein durch die Inhibierung eines der
Enzyme Phosphotransacetylase und/oder Acetatkinase der terminalen Reaktionen des Acetyl-
CoA-Wegs ausgehend von Acetyl-CoA durch das gebildete Acetat.

Des Weiteren wurde beim Wachstum auf Fructose in Anwesenheit von Acetatkonzentrationen
von 50 g L' im Medium die organische S&ure Lactat statt Acetat gebildet. Diese Beobachtung
ist ein weiterer Hinweis flr die Blockade des Acetyl-CoA-Wegs bei hohen Acetat-
konzentrationen im Medium. So koénnen die wahrend der Glykolyse anfallenden
Reduktionsaquivalente nicht mehr durch Bildung von Acetat Uber den Acetyl-CoA-Weg entsorgt
werden. Durch die Bildung von Lactat ausgehend von Pyruvat kénnen wahrend der Glykolyse
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gebildete Reduktionséquivalente unter Regenerierung von NADH/H® entsorgt werden, was
gleichzeitig Wachstum von A. woodii bei hohen Acetatkonzentrationen ermdéglicht.

Auf Grund der vermuteten Inhibierung von Enzymen der terminalen Reaktionenschritte des
Acetyl-CoA-Wegs wurde ein rekombinanter A. woodii Stamm, der eine erhdhte zellinteren
Konzentration der Enzyme Phosphotransacetylase und Acetatkinase besal3, unter autotrophen
Bedingungen reaktionstechnisch untersucht. Mit diesem rekombinanten Bakterienstamm konnte
die maximale zellspezifische Acetatbildungsrate auf 21,7 gg” d” im Vergleich zum Wildtyp-
Stamm (gpmax = 21,0 g g d™) leicht erhdht werden. Es wurde jedoch eine zum Wildtyp-Stamm
vergleichbare Acetatkonzentration im Bereich von 50 g L™ erreicht und es trat ebenso eine
Akkumulation von Formiat auf. Somit konnte die vermutete Blockade des Acetyl-CoA-Wegs
durch gemeinsame Erhéhung der Konzentration der Enzyme Phosphotransacetylase und
Acetatkinase im rekombinanten A. woodii Stamm nicht umgangen werden.
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10 Ausblick

Die Produktion von Chemikalien und Kraftstoffen Uber Synthesegas-Fermentationen besitzt
groRes Potential, traditionelle chemische Routen zur Herstellung dieser Stoffe langfristig zu
ersetzen. Bei mikrobiellen Synthesegas-Fermentationen handelt es sich jedoch um eine relativ
neue Technologie, in der bestehende Engpasse noch erfoscht und beseitigt werden missen.

Im Laufe der reaktionstechnischen Untersuchungen zur biotechnologischen Produktion von
Acetat aus H, und CO, konnten zwar Limitierungen des Gas-Flussig-Stofftransports und des
Mediums identifiziert und beseitigt werden, die maximale erreichbare Acetatkonzentration im
Bereich von 50gL" konnte jedoch nicht (berschriten werden. Um hohere
Produktkonzentrationen zu erreichen, mussten zunachst mégliche Produktinhibierungen von
Enzymen des Biosynthese-wegs identifiziert werden, um diese nachfolgend mit Hilfe
gentechnischer Methoden beseitigen zu kénnen.

Dartber hinaus wurde das Redoxpotential des Mediums in dieser Arbeit nicht kontrolliert. Durch
Verbrauch von Schwefelquellen kann sich dieses verandern. Eine Uberwachung und gege-
benenfalls eine Regelung des Redoxpotentials wahrend des Produktionsprozesses koénnte

daher sinnvoll sein, um hohere Ausbeuten erreichen zu kbnnen.

Die parallelen Rihrkesselreaktoren im Millilitermafistab haben sich als sehr effizient erwiesen.
Um auch hohere Acetatkonzentrationen in diesem Malistab erreichen zu kénnen, ware der
Betrieb des Parallelreaktorsystems unter pH-geregelten Bedingungen analog zum Laborrihr-
kesselreaktor von groRem Nutzen.

Far hohe volumetrische Produktivitaten ware eine Erhéhung der Zelldichte im Ruhrkessel-
reaktor, beispielsweise durch Zellrickhaltung sinnvoll. Dadurch konnte ein kontinuierlicher
Betrieb realisiert werden und damit die Reaktionsbedingungen noch besser kontrolliert werden.

Bei hohen Zelldichten im Rihrkesselreaktor ist eine ausreichende Versorgung der
Bakterienzellen mit den gasférmigen Substraten H, und CO, von entscheidender Bedeutung,
was durch hohere Drucke im Reaktor ermoglicht werden kénnte.
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12 Abkurzungs- und Symbolverzeichnis

Abklrzung Bezeichnung Einheit
pta-ack Acetatkinase und Phosphotransacetylase
A. woodii Acetobacterium woodii
ATP Adenosintriphosphat
BTM Biotrockenmasse gL’
CoA Coenzym A
CTR Kohlendioxid-Eintragsrate (carbon dioxide transfer rate) mmol L™ h™
CUR Kohlendioxid-Aufnahmerate (carbon dioxide uptake rate) mmol L™ h™
D binarer Diffusionskoeffizient m?s”
HTR Wasserstoff-Eintragsrate (hydrogen transfer rate) mmol L™ h™
HUR Wasserstoff-Aufnahmerate (hydrogen uptake rate) mmol L h”
K Henry-Konstante mmol L™ bar”
k,a volumetrischer Stoffibergangskoeffizient s
Mmax maximale spezifische Wachstumsrate h’
n Riihrerdrehzahl min™
Prot Absolutdruck im Reaktor bar
pCO, Kohlenstoffdioxid-Partialdruck mbar
pCO, e Kohlenstoffdioxid-Partialdruck am Gasausgang des

Reaktors mbar
pCO,Fngang Kohlenstoffdioxid-Partialdruck am Gaseingang des

Reaktors mbar
pH> Wasserstoff-Partialdruck mbar
pH,!sean Wasserstoff -Partialdruck am Gasausgang des

Reaktors mbar
pH,5noang Wasserstoff-Partialdruck am Gaseingang des Reaktors mbar
ae zellspezifische Produktbildungsrate gg'd’
Qp volumetrische Produktbildungsrate gL"d’
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te

THF

Zeit

Temperatur
Ansprechzeit
Tetrahydrofolat
Reaktorvolumen
Gasvolumenstrom

Ausbeute

°C

Lh'

gg
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13 Anhang

13.1 Sattigungskonzentrationen fur H, und CO,

Die in dieser Arbeit eingesetzten Partialdricke an H, und CO, wurde laut dem Henry-Gesetz
(Gleichung 3.27) in die entsprechenden Sattigungskonzentrationen fur das Losungsmittel
Wasser an der Gas-FlUssig-Grenzschicht umgerechnet. Dazu wurden fur H, und CO, die
Henrykonstanten 0,7494:10° mmol L™ bar” und 0,2939-10" mmol L™ bar™” bei 30 °C verwendet.

Tabelle 13.1: Sattigungskonzentrationen an H; und CO, beim jeweiligen Partialdruck am
Gaseingang des Reaktors.

H, CO;

Partialdruck (pH,5"9°"9),  c*, Partialdruck (pCO,~"%*"9), C*cozs

mbar mmol L™ mbar mmol L™ (pH = 7,0)
400 0,60 100 2,94

800 0,60 200 5,88

1200 0,90 360 10,58

1440 1,08

1700 1,27

13.2 Medien, Medienzusatze und Puffer

An dieser Stelle zusammengefasst sind die Zusammensetzungen der eingesetzten Medien
sowie der dazugehdrigen Zusatze und des PBS-Puffers.

Fur die Kultivierung des strikt anaeroben Organismus Acetobacterium woodii mussen alle
Medien, Medienzusatze und Kohlenstoffquellen anaerobisiert, das heildt sauerstofffrei sein. Um
den Sauerstoff zu entfernen, wurden alle Lésungen fir mindestens 20 Minuten aufgekocht und
anschlieRend unter Stickstoffbegasung auf Eis abgekuhlt. Dann wurden die Losungen gasdicht
verschlossen und nur unter sauerstofffreier Atmosphare in der Anaerobwerkbank geoffnet.
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Medien

Im Folgenden aufgeflihrt ist die Zusammensetzung des von der Deutschen Stammsammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) fiir die Kultivierung von Acetobacterium woodii
empfohlene Medium DSMZ 135 (Tabelle 13.2) sowie die Zusatze zu diesem Medium.

Das Medium wurde nach der Technik von Hungate und Macy (1973) hergestellt. Es wurden alle
Medienbestandteile bis auf Natriumhydrogencarbonat, L-Cystein Hydrochlorid und Natriumsulfid
in VE-Wasser gel6ést und anaerobisiert. Anschliefend wurden die fehlenden Bestandteile unter
sauerstofffreien Bedingungen im Anaerobzelt zugegeben und das Medium mit anaerobem VE-
Wasser auf das Endvolumen aufgeflillt. Das fertige Medium wurde aliquotiert zu 5 mL in
Hungate-Kulturréhrchen und zu je 50 mL, 200 mL und 500 mL in Septumflaschen. Diese
wurden anschlief3end fur 20 min bei 121 °C verschlossen autoklaviert.

Tabelle 13.2: Zusammensetzung des Mediums
DSMZ 135 fir die Kultivierung von Acetobacterium

woodii.

Komponente Konzentration Einheit
NH,CI 1,00 gL’
KH,PO, 0,33 gL’
K,HPO, 0,45 gL’
MgSO,-7 H,O 0,10 gL’
Hefeextrakt 2,00 g L™
Spurenelementlésung 20,00 mL L™
Vitaminldsung 20,00 mL L™
NaHCO, 10,00 gL’
L-Cystein HCI 0,50 gL’
Na,S-H,0 0,50 gL’

Spurenelementlésung

Die Spurenelementldsung fur das Medium DSMZ 135 setzt sich wie in Tabelle 13.3
beschrieben zusammen. Fir die Herstellung wird zuerst die Nitrilotriessigsdure gel6ést und der
pH mit KOH (4 M) auf einen Wert von 6,5 eingestellt. Dann werden die Ubrigen Bestandteile
gel6st und der pH anschlieRend mit KOH auf 7,0 eingestellt. Die Spurenelementlésung wird auf
50 mL Zentrifugenréhrchen aliquotiert und bei 4 °C aufbewahrt.
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Tabelle 13.3: Zusammensetzung der Spuren-
elementlésung flr das Medium DSMZ 135.

Komponente Konzentration Einheit
Nitrilotriessigsaure 1,50 g L
MgSO,-7 H,0 3,00 gL’
MnSO,4-H,0 0,50 gL’
NaCl 1,00 gL’
FeS0,7 H,0 0,10 gL’
Co0S0,47 H,0 0,18 gL’
CaCl,2 H,0 0,10 gL’
ZnS0,7 H,0 0,18 gL’
CuS0,45 H,0 10,00 mg L
Kal(SO4),'12 H,0 20,00 mg L™
HsBO; 10,00 mg L™
Na,MoO,4-2 H,0 10,00 mg L™
NiCl,"6 H,O 25,00 mg L™

Na,SeOs; 0,20 mg L™
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Vitaminlosung

Die Zusammensetzung der Vitaminlésung fir das Medium DSMZ 135 basiert auf Wolin et al.
(1963) und ist in Tabelle 13.4 aufgeflihrt. Es werden alle Bestandteile in VE-Wasser gelost, auf
50 mL aliquotiert und bei -20 °C aufbewabhrt.

Tabelle 13.4: Zusammensetzung der Vitamin-
I6sung fir das Medium DSMZ 135 (nach Wolin et

al., 1963).

Komponente Konzentration Einheit
D(+)-Biotin 2,0 gL’
Fols&ure 2,0 gL’
Pyridoxin-HClI 10,0 gL’
Thiamin-HCI 5,0 gL’
Riboflavin 5,0 gL’
Nikotinsaure 5,0 gL’
Calcium-D-Pantothenat 5,0 g L
Cyanocobalamin 0,1 g L’
p-Aminobenzoesaure 5,0 mg L
Liponsaure 50 mg L"

Kohlenstoffquellen

Als Kohlenstoffquelle fiir A. woodii wurden standardmaRig 10 g L™ Fructose eingesetzt. Dazu
wurde eine Stammldsung von 250 g L” unter anaeroben Bedingungen hergestellt. Sollten
andere Kohlenstoffquellen zum Einsatz kommen, so ist dies an entsprechender Stelle im Text
erwahnt. Alle Kohlenstoffquellen und sonstige Zusatze sind anaerobisert und steril.

Antibiotika

Thiamphenicol diente als Selektionsmarker fir das Plasmid pJIR750. Die Konzentration der
Stammlésung in N,N-Diemthylformamid (DMF) betrug 20 mg mL™, die Arbeitskonzentration
20 mg L. Das Antibiotikum wurde sterilfiltriert und lichtgeschiitzt bei -20 °C aufbewahrt.
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PBS-Puffer

Fur die Verdlnnung der Zellsuspensionsproben zur Messung der Optischen Dichte wurde eine
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS, "phosphate buffered saline solution") verwendet,
deren Zusammensetzung in Tabelle 13.5 aufgefiihrt ist. PBS ist eine isotonische Pufferlésung
mit einem pH von etwa 7,4, die zur Aufrechterhaltung der Osmolaritdt der Zellen beim

Verdinnen dient.

Tabelle 13.5: Zusammensetzung von PBS-Puffer (pH 7,4).

Komponente Konzentration, g L
KCI 0,20
KH,PO, 0,24
NaCl 8,00
Na,HPO,-2 H,0O 1,44

Puffer und Lésungen fiir die Aminosaureanalytik (HPLC)
Loésung fiir Ziel-Probengefille

Fur die Derivatisierug der Proben zur Analyse der Aminosauren per HPLC werden in den Ziel-
Probengefalle je 650 uL Bicin-Puffer (40 mM, pH 10,2, mit NaOH eingestellt) und 8 uL
3-Mercaptopropanol(MCP)/Bicin-Lésung (2,5 uL MCP in 1 mL Bicin-Puffer) vorgelegt.

o-Phthaldialdehyd(OPA)-Lésung

Fir die Derivatisierung der Aminosauren wird OPA-LOsung in einer 10 mL-Rollrandflasche
vorgelegt. Dazu werden 100 mg ortho-Phthaldialdehyd und 65 uL 3-Mercaptopropanol in 5 mL
Methanol und 5 mL Bicin-Puffer geldst.

lodessigséure-Lésung

Fur die Derivatisierung der Aminosauren wird lodessigsaure-Losung in einer 10 mL-Rollrand-
flasche vorgelegt. Dazu wird 65 mg lodessigsaure in 10 mL Bicin-Puffer gelost.
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13.3 HPLC-Methodik

Uber die HPLC (Tabelle 13.6) wurden zum einem organische Sauren und Zucker Uber eine
HPX-87H-Saule (Bio-Rad) und einen RI-Detektor und zum anderen Aminosauren uber eine
Gemini C18-Saule (Phenomenex) und einen Fluoreszenz-Detektor im Kulturiiberstand
gemessen.

Tabelle 13.6: HPLC-System.

Komponente Typ / Version Hersteller
Manager Smartline 5000 Knauer
Autosampler Midas Spark
Saulenofen Jet Stream 5 -85 °C Knauer
Pumpe Smartline 1000 Knauer
Software Chromgate Version 3.1 Knauer
RI-Detektor Smartline 2300 Knauer
UV/Vis-Detektor LC-295 Perkin Elmer
Vorsaule Micro-Guard Cation H

Cartridge (125-0129) Bio-Rad
Trennsaule Aminex HPX-87H,

300x7,8 mm (125-0140) Bio-Rad
Fluoreszenz-Detektor RF-20A Shimadzu
Vorsaule SecurityGuard Cartridges  Phenomenex

Gemini C18 4x3 mm

Trennsaule Gemini 5u C18 110A Phenomenex
150x4,6 mm

Bestimmung von organischen Sauren und Zuckern

Zur Bestimmung des Frucotse-Verbrauchs und der Produktion von Acetat und Formiat wurden
Proben des Kulturiiberstandes nach den in Tabelle 13.7 angegebenen Bedingungen Uber eine
HPX-87H-Saule und einen RI-Detektor gemessen. Die Ermittlung der Konzentrationen der
Substanzen erfolgte durch Vergleich mit den Standards, die in den Tabellen 10.8 und 10.9
angegeben sind. Die Konzentrationen der einzelnen Substanzen in den Standards wurde den
jeweils maximal zu erwartenden Konzentrationen in den Fermentationsproben angepasst.
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Tabelle 13.7: HPLC-Methode zur Bestimmung von
organischen Sauren und Zuckern Uber eine HPX-
87H-Saule und einen RI-Detektor.

Parameter Wert
Temperatur Autosampler 4°C
Temperatur Saule 50 °C
Laufmittel 5 mM H,SO,
Flussrate 0,7 mL min™
Injektionsvolumen 20 pL
Messdauer 30 min

Tabelle 13.8: HPLC-Standard zur Bestimmung von
organischen Sauren und Zuckern fir Kultivierungen im
Litermalistab.

Komponente Konzentration, g L™
D(-)-Fructose 50,0

Natriumacetat Trihydrat 50,0

Natriumformiat 5,0

Tabelle 13.9: HPLC-Standard zur Bestimmung von
organischen Sauren und Zuckern fur Kultivierungen in
Septumflaschen und im System aus parallelen
Ruhrkesselreaktoren.

Komponente Konzentration, g L™
D(-)-Fructose 10,0

Natriumacetat Trihydrat 10,0

Natriumformiat 5,0

Bestimmung von Aminosauren

In ausgewahlten Proben aus Kultivierungen im Litermal3stab wurde zudem die Konzentration
einiger Aminosauren Uber eine Gemini C18-Sdule und einen Fluoreszenzdetektor im
Kulturliberstand Uber Derivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd (OPA) gemessen. Die
Messungen erfolgten unter den in Tabelle 13.10 angegebenen Bedingungen. Vor Injektion der
Probe auf die Saule wurde diese mit Hilfe des Midas Autosamplers vollautomatisch derivatitisert
mit o-Phthaldialdehyd nach der Methode in Tabelle 13.11. Die anschlieliende Trennung der
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Aminosauren uber die Gemini C18-Saule erfolgte Uber einen Laufmittel-Gradienten, dessen
Profil in Tabelle 13.12 dargstellt ist. Die Ermittlung der Konzentrationen der einzelnen
Aminosauren erfolgte durch Vergleich mit Standards, die in Tabelle 13.13 angegeben sind. Auf
Grund von Uberlappungen der Peaks wurden die Substanzen gruppiert in drei Standards,
dargestellt durch die horizontalen Teilungen der Tabelle.

Tabelle 13.10: HPLC-Methode zur Bestimmung von
Aminosauren Uber eine Gemini C18-Saule und einen
Fluoreszenz-Detektor.

Parameter Wert

Temperatur Autosampler 4°C

Saulentemperatur 40 °C

Laufmittel A 40 mM NaH,PO, (pH 7,75)
Laufmittel B 45 % (v/v) Acetonitril

45 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) VE-Wasser

Flussrate 1,0 mL min™'

Injektionsvolumen 10 pL Probe
20 pL nach Derivatisierung

Wellenlédnge Extinktion 340 nm
Wellenlange Absorption 450 nm
Messdauer 43 min

Tabelle 13.11: Methode zur automatischen Derivati-
sierung von Proben zur Analyse der Aminosauren
mittels Midas Autosampler.

10 yL Probe ins Ziel-Probengefaly
3x 150 I Probengemisch aufziehen und abgeben

30 Sekunden warten

20 yL lodessigsaure-Losung ins Ziel-Probengefald
3x 150 I Probengemisch aufziehen und abgeben

30 Sekunden warten

70 pL OPA-L6sung ins Ziel-Probengefaly
3x 150 I Probengemisch aufziehen und abgeben

20 yL Probe aus Ziel-Probengefalt auf Saule
injizieren
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Tabelle 13.12:
Bestimmung von Aminosauren.

Gradientenprofil  zur

Zeit, min Laufmittel A, Laufmittel B,

% (viv) % (viv)
0,00 100 0
3,00 100 0
8,50 75 25
28,50 60 40
30,00 60 40
30,02 0 100
32,00 0 100
32,02 20 80
34,00 20 80
38,00 100 0
43,00 100 0
Tabelle 13.13: HPLC-Standards zur

Bestimmung von Aminosauren.

Komponente Konzentration, mg L™
L-Cystein 1000
L-Asparagin 250
L-Arginin 400
L-Valin 250
D-Ornithin 250
L-Lysin 400
L-Aspartat 250
L-Serin 250
DL-Alanin 750
L-Isoleucin 250
L-Leucin 250
L-Tyrosin 2000
L-Tyrptophan 2000
L-Phenylalanin 200
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13.4 Bestimmung von Ammoniak

Die Bestimmung der Ammoniakkonzentration in Fermentationsproben wurde enzymatisch tber
einen Ammoniaktest (Ammoniak UV Test, Nr. 11 112 732 035, R-Biopharm) durchgefihrt. Der
Test basiert auf der Umsetzung von NADH zu NAD" und der dadurch verbundenen Abnahme
der Absorption bei 340 nm. Dabei setzt das Enzym Glutamat-Dehydrogenase 2-Oxoglutarat
zusammen mit NADH und NH,* zu L-Glutamat und NAD* um.

Die Messungen der Ammoniakkonzentration in Fermentationsproben wurden im pL-MafRstab in
96-Well-Platten durchgefiihrt. Der Messbereich des Ammoniumtest liegt zwischen 0 und
0,08 g L' Ammonium. Die zu analysierenden Proben wurden daher dementsprechend mit VE-
Wasser verdiinnt zwischen 1: 10 und 1:100 nach den Angaben in Tabelle 13.14 gemessen. Die
Proben oder der mitgelieferte Standard (0,08 gL' Ammonium) wurden mit Ldsung 1
(2-Oxoglutarat, Triethanolaminpuffer, NADH) und VE-Wasser in der jeweiligen Vertiefung
96-Well-Platte vermischt und 5 Minuten inkubiert. Fur jede Messreihe wurde ein Leerwert
gemessen, bei dem anstatt Probe nur VE-Wasser zugegeben wurde. Nach der ersten
Absorptionsmessung (E1) wurde die Reaktion durch Zugabe der Enzymldsung gestartet. Nach
20 Minuten wurde die Abnahme der Absorption erneut gemessen (E2) und die
Ammoniumkonzentration aus der Differenz der Absorption und Korrektur um den Leewert Uber
Vergleich mit einer Standardgerade ermittelt.

Tabelle 13.14: Volumenangaben und
Durchflihrung des Ammoniaktests in 96-
Well-Platten.

Lésung 1 100 pL

Probe /Standard 10 L

VE-Wasser 190 pL
Inkubation 5 min

Absorptionsmessung (E1)

Enzymldsung (1:5) 10 pyL
Inkubation 20 min

Absorptionsmessung (E2)
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13.5 Mikro-GC-Methodik

Die Konzentrationen an H, und CO, im Abgas des Rihrkesselreaktors wurden mit Hilfe eines
Mikro-Gaschromatographen (Tabelle 13.15) online im Abstand von 10 Minuten nach den
Bedingungen in Tabelle 13.16 ermittelt. Es wurde Stickstoff als Tragergas verwendet mit einer
Flussrate von 10 mL min"'. Die Retentionszeiten betrugen dabei flr H, 13,0 s und fir CO,
17,9 s, die Gesamtanalysenzeit 45 s. Die Quantifizierung der Anteile der Gase erfolgte durch
Kalibrierung der einzelnen Kanale fir den jeweils erwarteten Bereich des einzelnen Gases.

Tabelle 13.15: Mikro-Gaschromatograph-System.

Komponente Typ / Version Hersteller

Mikro-Gaschromatograph CP-4900 Varian

GC-Modul fiir Hy, mit Vorsaule, Saule und
Warmeleitfahigkeitsdetektor Mol Sieve 5A, 10 m Varian

GC-Modul fir CO,, mit Vorsaule, Saule
und Warmeleitfahigkeitsdetektor PloraPlot PPQ, 10 m  Varian

Tabelle 13.16: Methodik zur Bestimmung der
Konzen-tration an H, und CO, im Abgas.

Parameter Kanal A, (H;) Kanal B, (CO,)
Saulentemperatur 45 °C 60 °C
Injektionszeit 50 ms 100 ms
Backflush 6s -
Druck 25 psi 25 psi

13.6 Gerate

Tabelle 13.17: Allgemeine Gerate.

Gerat Ausfiihrung Hersteller
Analytische Waage Explorer E121245 (0,1 mg - 210 g) Ohaus
Analytische Waage Explorer E1N213 (5 g - 32 kg) Ohaus

Autoklav Varioklav H+P 500 EC-Z H+P Labortechnik
Autoklav Systec 5075 ELV Systec

Sterilbank Typ SWB, Klasse | Waldner
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Laboreinrichtungen
Magnetruhrer Variomag 90750 2mag AG
Ultraschallbad Ultrasonic cleaner VWR
Standzentrifuge Rotixa 50 RS Hettich
Tischzentrifuge Mikro 120 Hettich
Vakuumpumpe Laboport SD, KNF Neuberger
N842.3FT.40.18, 20 L min™
pH-Meter CG843 Schott
pH-Elektrode BlueLine 24 pH Schott
mobiles pH-Meter PCE-PHD2 PCE Group
pH-Elektrode HI 1330 B HANNA Instruments

Einstrahlphotospektrometer

Spectronic Genesys 20

Thermo Electron

MTP-Photometer EL808 Bio-Tek Instruments
Brutschrank/Inkubator Serie BD 240 L (30 °C) Binder
Brutschrank/Inkubator INB 200 (30 °C) Memmert
Trockenschrank Serie E 28 L (80 °C) Binder
Heizpilz U2/2000 2L Heraeus-Wittman
Pipetten Transferpette S Brand
20 pL, 200 pL, 1000 L, 10 mL

Tabelle 13.18: Gerate zum Betrieb der Anaerobwerkbank.
Gerat Ausfiihrung Hersteller
Anaerobe Kammer aus Vinyl, Typ A Coy Laboratory Products,
mit 2 manuell betriebenen Vertrieb Uber Topffer
Rundschleusen & gasdichten Laborsysteme GmbH
Durchfiihrungen von Gas-,
Kahl- und Elektroleitungen
Vakuumpumpe fir Betrieb Coy Laboratory Products
der Rundschleusen G608NGX

HEPA-Filtereinheit
Gasmessgerat

Liftergehause, unbeheizt

Trockenofen zum Ausheizen
der Katalysatoren

fir Sauerstoff und Wasserstoff

mit Trockenmittel und

Palladiumkatalysatoren (StakPak)

UNB 100 (bis 200 °C)

Coy Laboratory Products
Coy Laboratory Products
Coy Laboratory Products

Memmert
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Tabelle 13.19: Gerate zum Betrieb des Systems aus 48 parallelen Rihrkesselreaktoren unter

kontrollierter Atmosphare.

Gerat Ausfiihrung Hersteller
mL-Bioreaktorblock Prototyp 2mag AG
Sterilgasabdeckung mit Prototyp, Magnetrihrer aus PEEK mit 2mag AG
Hohlachsen und Ruhrern eingekapselten Magneten

Reaktorabdeckung zur Prototyp 2mag AG

Absaugung der Reaktorabluft

Vakuumpumpe

Steuergerat zur Ansteuerung des
Bioreaktorblocks mit integrierter
Ruhrerausfallerkennung

Gasmischstation fir die
individuelle Mischung der Gase
N2, H2 und COQ

Umwalzthermostat

Durchlaufkihlaggregat

Laboport SD,
N842.3FT.40.18, 20 L min™

KNF Neuberger

Prototyp 2mag AG
MX 4/1 DASGIP AG
ME-12 Julabo

DLK-402, -10 bis +40 °C G. Heinemann

Tabelle 13.20: Laborruhrkesselreaktor inklusive zugehorige Peripheriegerate.

Gerat Ausfiihrung Hersteller
Laborriihrkesselreaktor mit Labfors 2, Glasgefal® mit Doppelmantel  Infors
Steuereinheit zur Temperierung (Totalvolumen 2 L,

Arbeitsvolumen 0,5 - 1,5 L), Schikanen-

korb mit 3 Stromungsbrechern, zwei

6-Blatt-Scheibenrihrer, mechanische

Gleitringdichtung, Obenantrieb,

Begasung uber Begasungsrohr am

Boden des Riuhrkesselreaktors
Software IrisNT Pro Balance Version 4.11 Infors
Schnellprobenahmesystem Prototyp, Patent DE 102005049226 2 mag AG
ohne Totvolumen
pH-Elektrode 405-DPAS-SC-K8S/120 Mettler Toledo
pO,-Elektrode InPro 6000 Mettler Toledo
Druckaufnehmer PR-25HT (bis 2 bar Uberdruck) Keller

Gasmischstation

Massendurchflussregler fir

Druckmesstechnik

WMR 4000 Westphal Mess- &
Regelungstechnik
5850E Brooks Instruments



178

Anhang

Nz, H2 und C02

Massendurchflussregler fir N,

Gasdurchflussmessgeréat digital

Peristaltikpumpe

Basenschlauch

red-y compact regulator GCR
Intelligent Digital Flowmeter

BVP 7518-00

Marprene, 1,6 mm Innendurchmesser

Vogtlin Instruments
Varian
Ismatec

Watson-Marlow

13.7 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gase

Tabelle 13.21: Chemikalien.

Chemikalie Summenformel Hersteller
Acetonitril (HPLC gradient grade) CH;CN J.T. Baker
DL-Alanin C,H;NO, Fluka Chemie
p-Aminobenzoesaure (PABA) C,;H;NO, Merck
Ammoniumchlorid NH,CI Carl Roth
L-Arginin CeH14N4O, Merck
L-Asparagin H,NCOCH,CH(NH,)CO,H Sigma Aldrich
L-Aspartat Natriumsalz Monohydrat HO,CCH,CH(NH,)CO,Na-H,O Alfa Aesar
BICIN (N,N-Bis-(2- CeH13NO, Carl Roth
hydroxyethyl)glycin

D(+)-Biotin C1oH1sN203S Carl Roth
Biozidal ZF, Desinfektionsmittel WAK Chemie Medical
Borsaure HsBO3 Merck
Calciumchlorid Dihydrat CaCl,2 H,O Merck
Calcium-D-Pantothenat C4gH3,CaN,04g Carl Roth
Cobalt(ll)sulfat Heptahydrat CoS0,7 H,O Merck
Cyanocobalamin Ce3HgsCoNy4P Carl Roth
L-Cystein Hydrochlorid C3H;NO,S HCI Carl Roth
N,N-Dimethylformamid (DMF) HCON(CHs3), Carl Roth
Eisen(ll)sulfat Heptahydrat FeSO,-7 H,0O Carl Roth
Ethanol, absolut, zur Analyse C,HsOH Merck
Folsaure C19H1gN7Og Carl Roth
D(-)-Fructose CeH 1206 Carl Roth
Glycerin, ~ 98 % C3HgO3 Carl Roth
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Hefeextrakt Carl Roth
lodessigsaure C,H310, Sigma Aldrich
L-Isoleucin CeH13NO, Sigma Aldrich
Kaliumaluminiumsulfat Kal(SO4),-12 H,O Carl Roth
Dodecahydrat
Kaliumchlorid KCI Merck
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, Carl Roth
di-Kaliumhydrogenphosphat KoHPO, Carl Roth
Kupfer(Il)sulfat pentahydrat CuS0O,-5 H,O Carl Roth
L-Leucin CgH13NO, Carl Roth
Liponsaure CgH140,S, Carl Roth
L-Lysin Monohydrat CeH14N,0O5-H,0 Carl Roth
Magnesiumsulfat Heptahydrat MgSQO, -7 H,O Carl Roth
Mangan(ll)sulfat Monohydrat MnSO,4-H,0 Merck
Methanol (HPLC gradient grade) CH,0 Carl Roth
3-Mercaptopropanol HSCH,CH,CO,H Sigma Aldrich
Natriumacetat Trihydrat CH3;COONa-3 H,0 Carl Roth
Natriumchlorid NaCl Merck
Natriumformiat HCOONa Sigma Aldrich
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; Merck
di-Natriumhydrogenphosphat Na,HPO,-2 H,O Carl Roth
Dihydrat
Natriumhydroxid NaOH Platzchen Carl Roth
Natriummolybdat Dihydrat Na,MoQO,-2 H,O Merck
Natriumselenit Na,SeO; Sigma Aldrich
Natriumsulfid Hydrat Na,S-H,O Sigma Aldrich
Natriumsulfit Na,SO3 Merck
Natriumthiosulfat Na,S,05 Merck
Nickel(Il)chlorid Hexahydrat NiCl,6 H,O Merck
Nikotinsaure CeHsNO, Merck
Nitrilotriessigsaure CeHgNOg Merck
D-Ornithin Hydrochlorid CsH12N,O, HCI Sigma Aldrich
L-Phenylalannin CoH{{NO, Carl Roth
pH-Kalibrierldésung pH 4, 7, 9 Carl Roth
ortho-Phthaldialdehyd (OPA) CgHsO, Carl Roth
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Polypropylenglykol (PPG) H[OCH(CH;)CH,],OH Sigma Aldrich
Pyridoxin Hydrochlorid CgH{{NO3-HCI Carl Roth
Resazurin, Natriumsalz C2HgNNaO, Alfa Aesar
Riboflavin C47H50N4O¢ Sigma Aldrich
D(+)-Saccharose C12H25044 Carl Roth
Schwefelsaure 95-97 % H,SO, Merck
L-Serin C3H/NO3 Sigma Aldrich
Thiamin Hydrochlorid C12H417CIN,OS HCI Sigma Aldrich
Thiampehnicol C12H15CI,NO5S Sigma Aldrich
L-Tryptophan C11H12N,0, Carl Roth
L-Tyrosin CgH{1NO3 Carl Roth
L-Valin CsH11NO; Merck
Zinksulfat Heptahydrat ZnS0O,47 H,O Merck
Tabelle 13.22: Verbrauchsmaterial.
Verbrauchsmaterial Typ Hersteller

Anaerobe Kulturréhrchen

Butylstopfen fur Laborflaschen
Einmalkanulen
Einwegkuvetten
Einwegspritzen
Einwegspritzen

Filterplatten

HPLC Probeflaschchen

HPLC Probeflaschchen

Zentrifugenréhrchen

Laborglasflaschen, beschichtet

Hungate Typ, 16x125 mm, mit
Butylgummi-Septum und
Lochkappe

fur Gewinde GL 45

0,6x30 mm und 0,9x 70 mm
Ratiolab Kuvetten, Halbmikro
1,3,5 10 mL

20 und 50 mL

AcroPrep 96-Well Filterplatte
1mL

Rollrandflasche ND11 mit
Aluminium-Bérdelkappe und
Septum, 1,5 mL

Rollrandflasche ND20 mit
Aluminium-Bérdelkappe und
Septum, 10 mL

Falcon-Typ, 15 und 50 mL

Duran protect mit DIN Gewinde
GL45, PU-ummantelt,
250, 1000 und 2000 mL

Dunn Labortechnik

Glasgeratebau Ochs
Braun Melsungen
Ratiolab

B. Braun Melsungen
Becton Dickinson

Pall Corporation

VWR

Carl Roth

Greiner Bio-One

Sigma Aldrich
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Lochkappen flr Laborflaschen
Mikrozentrifugiergefalie
Mikrozentrifugiergefalie
Mikrotiterplatte
mL-Bioreaktoren
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen, steril
Pipettenspitzen
Probenahmerdhrchen

SpritzenvorsatZfilter,
HPLC-zertifiziert

Spritzenvorsatzfilter

Zu-/Abluftfilter

fur Gewinde GL 45

1,5und 2 mL

2 mL mit Safelock

Deepwell, 8 Streifen

ohne Sensoren

200 und 1000 pL

200 und 1000 pL

10 mL

BD Vacutainer, 2, 3 und 5 mL

Spartan Filter 0,2 um

Porengréile, 0,45 um, steril

AcroR 37 TF, PTFE 0,2 uM auf
PP-Trager

Glasgeratebau Ochs
Greiner Bio-One
Eppendorf

Nunc

2mag AG

Gilson

VWR

Brand

Becton Dickinson

Whatman

Pall Corporation

Pall Corporation

Tabelle 13.23: Eingesetzte Gase.

Gas Produktnummer Lieferant

Formiergas (ARCAL F5), 50 L, 200 bar 12513L50R2A001 Air Liquide
Kohlenstoffdioxid 4.5, 50 L, 37,5 kg P0760L50R0A001 Air Liquide
Stickstoff 5.0, 50 L, 200 bar P1709L50R2R001 Air Liquide
Wasserstoff 5.0, 50 L, 300 bar P1713L50R3A001 Air Liquide







