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1. Einleitung

1. Einleitung

Der Energiebedarf der Menschheit steigt stetig. Gleichzeitig werden fossile Ressourcen
immer knapper. Obwohl die Forderung von Rohdl auf eine ¢kologisch sehr riskante Art und
Weise auf immer weitere Vorkommen und Gebiete ausgeweitet wird, sind auf lange Sicht
Alternativen zu fossilen Energietrdgern unabdingbar. Bereits jetzt werden in vielen Landern

diverse Kraftstoffe aus hachwachsenden Rohstoffen eingesetzt (Demain, 2009).

Bisher sind allerdings hauptséchlich Biokraftstoffe der ersten Generation, zum Beispiel
Pflanzendle oder mikrobiell hergestellter Bioethanol aus Zuckerrohr, Mais oder Zuckerriben,
auf dem Weltmarkt vertreten und in Anwendung (Bukold, 2009). Da diese auf
Lebensmittelbasis hergestellt werden, bleibt eine ethische Diskussion Uber den damit

verbundenen Anstieg der Lebensmittelpreise auf dem Weltmarkt nicht aus.

Biokraftstoffe der zweiten Generation, also Kraftstoffe die nicht aus Lebensmitteln gewonnen
werden, umgehen diese Problematik. Hierzu gibt es Produktionsanséatze, wie zum Beispiel
das ,Biomass to Liquid“-Verfahren®, bei dem aus Biomasse Synthesegas gewonnen und
anschlielend aus diesem Uber ein chemisches Verfahren synthetischer Dieselkraftstoff
hergestellt wird. Hierbei sind allerdings hohe Driicke und Temperaturen notwendig, die das
Verfahren bisher nicht rentabel machen. Eine weitere Mdoglichkeit bieten mikrobielle
Produktionsverfahren. So sind fur die Herstellung von Bioethanol aus Cellulose schon einige
Pilotanlagen in Betrieb (Demain, 2009). Die Verwertung von Lignocellulose stellt aufgrund
dessen Struktur (Quervernetzung und die Verwertbarkeit von Cs-Zuckern von
Ethanolbildnern) zusétzliche Herausforderungen dar. Hierzu existieren erst einige wenige
Pilotanlagen. Dieser Ansatz ist sehr interessant, da auch Abfallstoffe aus der Landwirtschaft
oder der holzverarbeitenden Industrie fur die Produktion genutzt werden kdnnten und nicht
unbedingt zusatzliche Anbauflachen fir die Rohstoffe bendtigt werden. Bisher war der Focus
hauptsachlich auf Ethanol als Biokraftstoff gerichtet. Aufgrund der schlechten Lager- und
Transportfahigkeit, sowie der niedrigen Energiedichte im Vergleich zu Benzin, sind die

Stoffeigenschaften von Ethanol nicht optimal.

! (http://www.biolig.de/55.php; KIT; aufgerufen am 29.08.2012)



1. Einleitung

Butanol kann diese Anforderungen abdecken und ist deshalb ein weiterer vielversprechender
Biokraftstoffkandidat. Die anaerobe Garung einer zuckerhaltigen Losung mit bestimmten
Clostridien, die sogenannte Aceton-Butanol-Ethanol Fermentation (ABE Fermentation), ist
seit 1916 bekannt und wurde bis Ende des zweiten Weltkrieges kommerziell betrieben
(Jones & Woods, 1986). Jedoch wurde sie seither aus kommerziellen Griinden kaum noch
industriell genutzt. Im Zeitalter steigender Roholpreise und mit der Madglichkeit
Produktionsstimme zu designen, die in der Lage sind Lignocellulose zu verstoffwechseln mit
der anschlieRenden Optimierung von Stoffwechselwegen (,metabolic engineering®) steigt
das Interesse an dieser Technologie wieder. Der 2009 erfolgte Einstieg von DuPont und
British Petrol in die Forschung zum Thema mikrobielle Butanolproduktion ist ein guter
Hinweis darauf’. Das erklarte Ziel dieses Joint Ventures ist das Ersetzen von Ethanol durch
Butanol als Biokraftstoff.

2 (http://www.butamax.com/; Joint Venture: DuPont und British Petrol;
aufgerufen am 19.09.2012)



2. Problemstellung und Zielsetzung

2. Problemstellung und Zielsetzung

Obwohl Butanol als Biokraftstoff bessere Stoffeigenschaften als Ethanol besitzt, gibt es
bislang in der westlichen Welt noch keine Pilotanlagen oder gar Produktionsanlagen fir die
mikrobielle  Butanolproduktion aus Lignocellulose. Mit den bisher entwickelten
Produktionsstammen lassen sich nur niedrige Butanolkonzentrationen und Produktionsraten
erreichen. Die Hauptgrinde hierfur sind neben der Inhibierung der Mikroorganismen mit
zunehmenden Butanolkonzentrationen, die niedrige Produktivitét der eingesetzten Stamme
und die grof3e Anzahl an Nebenprodukten, die bei einer Aceton-Butanol-Ethanol (ABE)
Fermentation mit Clostridien anfallen. In Verbindung mit hohen Rohstoff- und Personalkosten
war bislang keine 6konomisch sinnvolle Umsetzung des Prozesses mdglich. Lediglich in
Sudafrika, China und Russland (Zverlov et al., 2006) wurden ABE Fermentation aufgrund der
dort niedrigen Rohstoff- und Personalkosten auch nach dem zweiten Weltkrieg noch

industriell durchgefihrt.

Neben den hohen Rohstoffkosten war das Fehlen molekularbiologischer Werkzeuge zur
gezielten Veranderung des Stoffwechsels (,metabolic engineering‘) von Clostridien bis vor
einigen Jahren ein weiteres Problem (Lee et al., 2008). Dies hat sich mittlerweile ge&ndert.
Beispielsweise wurde 2007 von Heap et al. ein effizientes Deletionssystem fir den strikt

anaeroben ABE Produzenten Clostridium acetobutylicum beschrieben.

Zur vergleichenden Charakterisierung der Stoffwechseleigenschaften von rekombinanten
Clostridien wurden bisher (berwiegend anaerobe Septumflaschen im Parallelansatz
eingesetzt. Hierbei handelt es sich um unkontrollierte Satzprozesse ohne Homogenisierung
der Flussigphase. In der Regel sind lediglich Endpunktbestimmungen moéglich, um die
erzielten Produktkonzentrationen bestimmen zu koénnen. Die Reaktionsbedingungen in
anaeroben Septumflaschen zeigen allerdings nur wenig Relevanz fiir technische Prozesse.
Daher missen letztendlich Labor-Ruhrkesselreaktoren zur technisch relevanten
Prozesscharakterisierung eingesetzt werden. Diese sind aufgrund der fehlenden
Parallelisierung in der Regel nur sequentiell einsetzbar, um die Stoffwechselleistungen
verschiedener Stamme miteinander vergleichen zu koénnen. Ein zentrales Problem stellt
hierbei insbesondere bei der Charakterisierung von Clostridien die haufig zu beobachtende

fehlende Reproduzierbarkeit der Satzverfahren dar. Um sequenziell durchgefihrte



2. Problemstellung und Zielsetzung

Fermentationen mit Clostridium acetobutylicum in Rulhrkesselreaktoren bei technisch
relevanten Bedingungen miteinander vergleichen zu kdénnen, soll daher zunachst ein
robustes Verfahren erarbeitet werden, dass die reproduzierbare sequentielle Durchfihrung

von Satzprozessen im Ruhrkesselreaktor ermdglicht (,Referenzprozess®).

Eine direkte vergleichende Charakterisierung unterschiedlicher Stamme bei variierenden
Reaktionsbedingungen erfordert den Einsatz vieler parallel betreibbarer
Ruhrkesselreaktoren. Der am Lehrstuhl fur Bioverfahrenstechnik (TU Miinchen) entwickelte
Bioreaktorblock mit 48 parallelen Rihrkesselreaktoren im 12 Milliliter-Maf3stab fand bis zum
Beginn dieser Arbeit nur fiir aerobe Bioprozesse Anwendung (beispielsweise: Puskeiler et
al., 2005). Als Reaktoren werden hierbei EinwegreaktionsgeféalRe aus gasdurchlassigem
Kunststoff eingesetzt und der Kopfraum der parallelen Riihrkesselreaktoren steht in direktem
Kontakt mit der AuRenluft. Um die parallelen Rihrkesselreaktoren auch zur
reaktionstechnischen Charakterisierung von strikt anaeroben Mikroorganismen in aerober
Laborumgebung nutzen zu koénnen, soll untersucht werden, wie trotzdem anaerobe
Reaktionsbedingungen im Bioreaktorblock aufrecht erhalten werden kénnen. Falls ein
anaerober Betrieb unter diesen Bedingungen tatsachlich mdglich ist, soll gepruft werden, ob
und wie der zuvor im Litermaflistab etablierte, auch sequentiell reproduzierbare
,Referenzprozess’, im Milliliter-Maf3stab mit denselben Prozessergebnissen durchgefihrt

werden kann.

Damit sollen die technischen Voraussetzungen geschaffen werden, um verschiedene
rekombinante Clostridium acetobutylicum Stamme unter definierten und technisch relevanten
Reaktionsbedingungen untersuchen zu konnen. Dies soll am Beispiel mehrerer gezielt
metabolisch definiert verénderter Clostridium acetobutylicum Stdmme gezeigt werden, die
hierzu freundlicherweise von Herrn Prof. Bahl und Frau Dr. Lutke-Eversloh (Institut far

Biowissenschaften / Mikrobiologie der Universitat Rostock) zur Verfligung gestellt werden.

Im Rahmen dieser vergleichenden reaktionstechnischen Untersuchungen kann dariber
hinaus im Parallelansatz einfach Uberprift werden, ob die Zusammensetzung des seit vielen
Jahrzehnten zur Kultivierung von Clostridium acetobutylicum etablierten Reaktionsmediums

tatsachlich optimal fur die Butanolbildung geeignet ist.



3. Theoretische Grundlagen

3. Theoretische Grundlagen

3.1 Butanol

Butanol, Butan-1-ol, n-Butylalkohol oder auch n-Butanol ist der ein primarer C, Alkohol und
hat die Summenformel C,HsOH.

3.1.1 Stoffeigenschaften

Butanol besitzt einen charakteristischen Geruch und bei Raumtemperatur handelt es sich um
eine farblose, leicht entflammbare FlUssigkeit, die komplett mit organischen Ldsemitteln,
jedoch nur begrenzt mit Wasser mischbar ist. Sie kann bei direktem Hautkontakt auch

reizend wirken (Durre, 2008).
In Tabelle 3.1 sind weitere Stoffeigenschaften von Butanol aufgelistet.

Tabelle 3.1: Kennzahlen und Eigenschaften von Butanol (Lee et al., 2008).

Strukturformel HeC”™ > “OH
Molare Masse 74,12 g/mol
Loslichkeit in Wasser (20 °C) 79 g/L

Dichte (20 °C) 0,809 kg/L
Siedepunkt 117,7 °C
Schmelzpunkt -89,3 °C
Dampfdruck (20 °C) 6,7 hPa
PubChem Compound Identification (CID) 263

Chemical Abstracts Service (CAS) 71-36-12

Butanol wirkt schon ab geringen Konzentrationen toxisch auf Mikroorganismen (Knoshaug &
Zhang, 2009; Mann et al., 2012).



3. Theoretische Grundlagen

Eigenschaften des Gemisches Wasser - Butanol - Ethanol

Die Stoffgemische Wasser - Ethanol und Wasser - Butanol besitzen jeweils ein Minimum-
azeotrop. Das Azeotrop des Gemisches Wasser - Ethanol liegt bei einem molaren
Wasseranteil von 90 %. Das Azeotrop von Wasser - Butanol liegt bei 75 % Molanteil Wasser.

Zwischen diesen beiden Minimumazeotropen liegt eine Grenzdestillationslinie im
Dreistoffgemisch Wasser - Butanol - Ethanol vor. In Abbildung 3.1 sind die Ruckstandslinien
eingezeichnet. Ruckstandslinien zeigen den Verlauf der Zusammensetzung eines
Stoffgemisches bei einer Destillation mit unendlichem Riickfluss. Die Grenzdestillationslinie

ist zwischen den Azeotropen zu erkennen.

0_’) \\\’,"’ ‘\l, 4 ““.”;” \“\‘ ‘\”.

AT T R = ’ : \

005 0.1 0.15 0.2 0256 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5 055 0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95
Molanteil Ethanol

Abbildung 3.1: Verlauf der Rickstandslinien fir das terndre Gemisch Wasser - Butanol -
Ethanol



3. Theoretische Grundlagen

Diese Eigenschaften des Stoffgemisches fiihren dazu, dass von einem Gemisch, in dem
hauptséchlich Wasser (> 80 mol %) vorliegt, Butanol Gber thermische Verfahren abgetrennt
werden kann, ohne dass das gesamte Wasser abgetrennt werden muss. Aceton besitzt kein
Azeotrop mit Wasser, Butanol oder Ethanol und wirkt sich kaum auf den Verlauf der
Ruckstandslinien aus. Aceton kann allerdings aufgrund des niedrigeren Siedepunktes von

56 °C einfacher thermisch abgetrennt werden®.

3.1.2 Verwendung von Butanol

Einer Schéatzung zufolge umfasste der jahrliche Markt von Butanol 4 - 5 Millionen Tonnen mit
einem Marktwert von 7 - 8 Milliarden US-Dollar (Donaldson et al., 2007) bei einer gleichzeitig
erwarteten Wachstumsrate von 3 % pro Jahr (Lee et al., 2008; Kirschner, 2006). Butanol
besitzt in der chemischen Industrie ein sehr weit gefachertes Anwendungsspektrum. For
Acrylat- und Metacrylatester wird knapp die Halfte der Jahresproduktion verwendet.
Monomere, sowie Polymere dieser Ester werden haufig fur Oberflachenbeschichtungen,
Textilien, Fasern, bei Klebstoffen oder als Flockungsmittel verwendet. Weitere wichtige
Derivate von Butanol sind Glycolether, Butylacetate und Butylamine (Durre, 2008). Hier
reicht der Anwendungsbereich von Farben, Lacken und Lebensmitteln Uber eine
Verwendung in der Zahnmedizin bis hin zur Produktion von Pestiziden. Direkte
Anwendungsbereiche von Butanol erstrecken sich von Extraktionsmitteln Gber
Kosmetikartikel bis hin zu Brems- oder Hydraulikflissigkeiten (Durre, 2007).

Ein weiterer, sehr vielversprechender Verwendungszweck ist der Einsatz von Butanol als
Biokraftstoff (Qureshi et al., 2007; Fortman et al., 2008). Butanol weist einige gravierende
Vorteile gegenuber Ethanol, dem derzeitigen Primus auf dem Segment der Biokraftstoffe,
auf. So ist Butanol in jedem Verhéltnis zu Benzin mischbar ohne dass Motoren modifiziert
werden mussen. Butanol wirkt kaum korrosiv und ist im Gegensatz zu Ethanol auch nicht
hygroskopisch. Die Transportfahigkeit und die Lagerfahigkeit sind somit entscheidend
verbessert. Bestehende Infrastrukturen, also Tankstellen oder Pipelines, kdnnten mit Butanol
ohne jegliche Veranderungen genutzt werden (Atsumi et al., 2008). Zudem ist die
Energiedichte von Butanol mit ca. 29 MJ/L bedeutend hoher als die von Ethanol (19,6 MJ/L)

und kommt nahezu an die von Benzin (32 MJ/L).

® (Die Simulationen zu den Stoffgemischen erfolgten in Zusammenarbeit mit Dipl.-Ing.
Andreas Kossman, TU Minchen, Lehrstuhl fir Anlagen- und Prozesstechnik unter der
Leitung von Prof. Dr.-Ing. Harald Klein)



3. Theoretische Grundlagen

3.2 Herstellung von Butanol

3.2.1 Petrochemische Herstellung von Butanol

Bis Mitte des 20. Jahrhunderts wurde Butanol auf biologischem Wege produziert. Als jedoch
der Bedarf stark anstieg und die petrochemische Industrie weitere Synthesen hervorbrachte
und auch in der Lage war gunstiger zu produzieren, wurde die biologische Produktion in

nahezu allen Landern eingestellt (Jones & Woods, 1986).

Aktuell wird ein gangiger Prozess zur Butanolproduktion genutzt, namlich die
Hydroformylierung (Oxosynthese). Daneben ist die Reppe Synthese und die Crotonaldehyd
Hydrogenierung mit einer vorangehenden Aldolkondensation zu erwahnen. In Abbildung 3.2

sind diese Prozesse schematisch dargestellt.

Bei der Oxosynthese wird Propen, Wasserstoff und Kohlenstoffmonoxid teilweise zu
Butyraldehyd umgesetzt, welches im Anschluss zu Butanol hydrogeniert werden kann
(Falbe, 1970). Dieser Prozess wird aktuell industriell verwendet. Die sog. Reppe Synthese
wird direkt mit Wasser durchgefiihrt, ist aber nicht so wirtschaftlich (Wollrab, 2009;
WeiRermel & Arpe. 2003). Die Crotonaldehyd Hydrogenierung wird aktuell ebenfalls kaum
verwendet, jedoch besteht die Mdglichkeit, dass dieser Weg wieder an Bedeutung gewinnen
kann, da das Edukt Acetaldehyd auch aus Ethanol, welches nicht zwangsweise erddlbasiert
ist (Buschhorn et al. 1989; Demler & Weuster-Botz, 2011) gewonnen werden kann. Bei allen
drei Prozessen sind entweder umweltgefahrdende Katalysatoren, hohe Driicke oder

Temperaturen notwendig.

Mit weiterhin steigenden Erdolpreisen werden die im folgenden Kapitel gezeigten

biologischen Produktionsverfahren stetig interessanter.
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Abbildung 3.2: Chemische Produktionsverfahren zur Herstellung von Butanol:
A Oxosynthese; B Reppe Prozess; C Crotonaldehyd Hydrierung nach Aldolkondensation von
Aldehyden.
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3.2.2 Biotechnologische Herstellung, Stamme und Geschichte

1861 berichtete Louis Pasteur als erster von der fermentativen Herstellung von Butanol
(Jones & Woods, 1986). Zur anschlieRenden Jahrhundertwende herrschte ein Engpass an
Kautschuk fur die Herstellung von Gummi. Nach synthetischen Alternativen wurde geforscht.
Die Firma ,Strange and Graham Ltd.“ aus England entschloss sich dazu, Butadien und
Isopren aus Butanol herzustellen (Gabriel, 1928; Gabriel & Crawford, 1930). Unter den
Forschern war auch Chaim Weizmann, der spater zum Erfinder der ABE Fermentation
erklart wurde. Er forschte an solventogenen, also I6semittelbildenden Mikroorganismen unter
denen sich auch Clostridium acetobutylicum befand. Zum ersten Weltkrieg hin schwenkte die
Forschung auf Aceton, da dieses zur Produktion von Cordit, einem rauchfreien Schiel3pulver,
gebraucht wurde (Gabriel & Crawford, 1930). Der Prozess wurde daraufhin Weizmann
Prozess genannt. Produziertes Butanol wurde dabei als unerwiinschtes Nebenprodukt
angesehen (Killeffer, 1927). Als nach dem ersten Weltkrieg jedoch der Aufschwung der
Automobilindustrie begann und diese auf der Suche nach schnell trocknenden Lésemitteln
war, wurden Butanol und die damit zusammenhangenden Butylester interessant, da sie
genau die gesuchten Eigenschaften besafl3en. Im Jahr 1923 wurde eine Anlage mit 32
jeweils 190 m® Fermentationsanlagen, die im Satzverfahren betrieben wurden, in den USA in
Betrieb genommen wurden (Gabriel & Crawford, 1930). Diese Anlage konnte bis zu
100 Tonnen Losemittel taglich produzieren, was fir diese Zeit eine enorme Leistung war.
Damals wurde jedoch auch mit der petrochemischen Herstellung von Aceton begonnen. Ab
1936 wurde die ABE Fermentation auch von Landern wie Australien, Japan, Indien und Sid
Afrika aufgenommen (Ross, 1961). Fir den zweiten Weltkrieg wurden die Kapazitaten fir die
fermentative Herstellung von Aceton und Butanol nochmals erhdht. Die damalige UDSSR,

sowie China bauten ebenfalls entsprechende Kapazitaten auf.

Nach dem zweiten Weltkrieg florierte die Olindustrie, die Preise fir petrochemisch
gewonnenes Aceton und Butanol sanken und die bis dato fur die ABE Fermentation
verwendeten Melassen, Abfallprodukte aus der Zuckerherstellung, fanden Eingang in die
Futtermittelindustrie. Diese beiden Faktoren machten die ABE Fermentation mehr und mehr
unrentabel (Hastings, 1971). So endete der kommerzielle Betrieb der ABE Fermentation
mehr oder weniger weltweit. In den USA wurde 1960 nahezu kein Butanol mehr mikrobiell
produziert. Lediglich die UDSSR und Sud Afrika betrieben noch bis 1980 Anlagen, da dort
die Preise fiir Melassen niedrig und die Verfiigbarkeit von Ol limitiert war (Zverlov et al.,
2006).
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Die verwendeten Mikroorgansimen wurden meist unter dem Begriff Clostridium
acetobutylicum gefuhrt. Es gab keine zuverlassige Nomenklatur, deshalb waren die
Bezeichnungen eher irrefihrend (Ross, 1961; Jones & Woods, 1986). Heute wird davon
ausgegangen, dass Vertreter von Clostridium acetobutylicum, C. beijerinckii NCIMB 8052, C.
saccharobutylicum, und C. saccharoperbutylacetonicum am haufigsten fur die Produktion
verwendet wurden (Durre, 2005; Keis et al., 1995; Keis et al.; 2001).

3.3 Clostridium acetobutylicum ATCC 824

Clostridien sind eine sehr heterogene Gruppe von Bakterien, die alle strikt anaerob und gram
positiv sind, sowie eine stdbchenférmige Morphologie zeigen. Innerhalb der Prokaryoten
gehoren Clostridien zu einer der grof3ten Gattungen und es gibt daher zahlreiche Arten mit
unterschiedlichen physiologischen und metabolischen Eigenschaften.

Fir die industrielle Nutzung sind bisher nur wenige Arten interessant. Neben den
|I6semittelbildende Arten wie Clostridium acetobutylicum und Clostridium beijerinckii sind
Arten wie Clostridium botulinum, das eines der starksten Toxine produzieren kann, von

Interesse.

3.3.1 Allgemeines

Clostridium acetobutylicum hat einen Durchmesser zwischen 0,2 und 2 pm und kann bis zu
30 um lang werden, wie in Abbildung 3.3 gezeigt. Neben der regularen stédbchenférmigen
Zellform bilden l6semittelbildende (solventogene) Kulturen ,zigarrenformige® Zellen aus.
Zudem kann C. acetobutylicum bei unginstigen Umgebungsbedingungen Endosporen
bilden. Der genaue regulatorische Ablauf ist fir beide Falle nicht genau geklart. Es wird
angenommen, dass zigarrenformige Zellen fur die Lésemittelbildung verantwortlich sind und
sporenbildende dazu nicht in der Lage sind (Zverlov et al., 2006). Diese Zusammenhange
werden von mehreren Forschungsgruppen seit langerer Zeit genauer untersucht (Harris et
al., 2002; Sauer et al., 1995; Jones et al., 2008).

Im Jahr 2001 wurden die Ergebnisse der Genomsequenzierung von Clostridium
acetobutylicum veroéffentlicht (Nolling et al.,, 2001). Das Genom besteht aus 3.940.880
Basenpaaren und 3.740 offene Leserahmen (ORFs) und einem Megaplasmid pSOL1 mit

192.000 Basenpaaren und 178 ORFs. Auf dem Plasmid befinden sich neben den Genen
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Alkoholdehydrogenase (adhE), CoA-Transferase (ctfAB) und der Acetoacetatdecarboxylase

(adc) noch viele weitere an der Solventogenese beteiligte Gene (Nair et al., 1999).

Abbildung 3.3: Aufnahmen mit dem Lichtmikroskop von Clostridium acetobutylicum
ATCC 824 (Jones et al., 1982). Gezeigt sind die verschiedenen Wachstumsstadien:
Exponentielles Wachstum wahrend der Acidogenese (A); Zigarrenformige Zellen wahrend
der Solventogenese (B); Kultur nach der Bildung von Endosporen nach der Solventogenese
(C). Die eingezeichneten Mal3stéabe entsprechen 10 pum.

Das Wachstum von Clostridium acetobutylicum im Satzverfahren bei begrenztem
Nahrstoffangebot kann in vier Phasen unterteilt werden. Nach einer Verzégerungsphase,
wahrend der sich die Mikroorganismen an die Wachstumsbedingungen im Medium
adaptieren steigt die Zellzahl in der Ubergangsphase langsam an. In der sich
anschlieBenden exponentiellen Wachstumsphase findet die maximale Vermehrung der
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Zellen statt. Bei Clostridium acetobutylicum ist diese Phase in zwei Abschnitte unterteilt.
Zunachst findet eine acidogene Wachstumsphase, in der Sauren gebildet werden und
anschliel3end eine solventogene Phase, in der die Sauren wiederaufgenommen werden und
Lésemittel gebildet werden. Dieser Verlauf ist sehr gut an dem pH Verlauf wahrend eines
unkontrollierten Satzprozesses zu erkennen (siehe Abbildung 3.4). Die Akkumulation von

Produkten, vor allem von Butanol fuhrt zu einer Absterbephase.

Saurebildung Ldsemittelbildung Absterbephase

6,0

55

5,0 \ . ———

\_/// 7

0 10 20 30 40
Zeit, h

pH, -

4,5

Abbildung 3.4: Charakteristischer Verlauf des pH wéahrend einer Satzkultivierung ohne pH
Regelung von Clostridium acetobutylicum.

3.3.2 Stoffwechsel

Der Stoffwechsel von Clostridium acetobutylicum unterteilt sich im Satzverfahren in zwei
Phasen, eine acidogene und eine solventogene. In der acidogenen Phase werden
Essigsaure und Buttersdure sowie sehr geringe Mengen Milchsdure gebildet. Milchsaure
kann dabei aus dem zentralen Stoffwechselprodukt Pyruvat gebildet werden. Pyruvat
reagiert jedoch unter Freisetzung von CO, hauptséchlich zu Acetyl-CoA. Bei der Reaktion
von Acetyl-CoA zu Acetat, Uber die Zwischenstufe Acetyl-Phosphat, wird ein ATP frei. Aus
zwei Acetyl-CoA Molekilen wird mit dem Enzym Thiolase ein Acetoacetyl-CoA (C,) Kdrper
gebildet, welcher dann Uber die Enzyme 3-Hydroxybutyryl-CoA Dehydrogenase (hbd),
Crotonase (crt) und Butyryl-CoA Dehydrogenase (bcd) zu Butyryl-CoA katalysiert wird.

13
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Butyryl-CoA wird anschliel3end mit Hilfe der Phosphotransbutyrylase (ptb) und Butyrylkinase
(buk) zu Buttersaure katalysiert (siehe Abbildung 3.5).

Glucose T Pyruvat
2 ATP, Ferredoxin

H2
2NADH / NAD(P)H
NAD(P)
Ferredoxin-H,
CO,
ATP pta Y NADH NADH
Acetat LAcetyI -P <— Acetyl-CoA -+> Acetaldehyd-»»Ethanol
............ A iy @dhE bdhAB,
Cco, edh
Aceton AcetoaCetéf"<"-'-'--;-=m-.~.-;;‘-'f-' -------- Acetoacetyl-CoA
adc L~ CtfAB™, NADH
% hbd
¢ 3-Hydroxybutyryl-CoA
crtl
Crotonyl-CoA
; bed NADH
i ATP NADH NADH
Butyrat<& Butyryl-P<=— Igutyryl CoA =» Butyraldehyd-=»Butanol
buk ptb adhE bdhAB

Abbildung 3.5: Darstellung des acidogenen Stoffwechsels von Clostridium acetobutylicum.
Wahrend der Acidogenese aktive Gene und gebildete Produkte sind schwarz dargestellt.
Inaktive Gene und nicht gebildete Produkte sind grau dargestellt. Gene: Pyruvat-Ferredoxin
Oxidoreduktase (pflB), Acetatkinase (ak), Phosphotransacetylase (pta), Acet-/Butyraldehyd
Dehydrogenase (adhE), Ethanoldehydrogenase (edh), Thiolase (thl), 3-Hydroxybutyryl-CoA
Dehydrogenase (hbd), Crotonase (crt), Butyryl-CoA Dehydrogenase (bcd), Acetoacetat
Decarboxylase (adc), CoA-Transferase (ctfAB), Butyratkinase (bk), Phosphotransbutyrylase
(ptb), Butanoldehydrogenase (bdhAB), Adenosintriphosphat (ATP),
Nicotinamidadenindinukleotid (phosphat) reduziert, oxidiert (NAD(P)H, NAD(P)").

Wahrend der Acidogenese gewonnenes ATP wird fir eine exponentielle Wachstumsphase
verwendet (Amador-Noguez et al., 2011). Im Uberschuss anfallendes NADH wird (iber eine
Ferredoxinoxidoreduktase zu molekularem Wasserstoff umgesetzt (Jones & Woods, 1986).

Eine theoretisch maximale Ausbeute an ATP von 4 ATP pro Molekil Glucose wére fur die
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Zellen mdglich, wenn nur Acetat gebildet werden wirde. Allerdings fuhrte dies zu einem
weiteren Uberschuss an Elektronen (respektive NADH), da die Acetatbildung, im Gegensatz
zur Redox-neutralen Butyratbildung, zu zwei Uberschissigen NADHs pro verbrauchter
Glucose fihrt. Aus diesem Sachverhalt folgt auch das Verhaltnis von 1 mol Essigsaure zu
1,5 mol Buttersaure, das von einem Wildtypstamm Clostridium acetobutylicum oder
Clostridium beijerinckii wahrend der Acidogenese produziert wird (Rogers, 1986; Thauer et
al., 1977).

Im unkontrollierten Satzverfahren sinkt der pH durch die Produktion der Sauren ab (siehe
auch Abbildung 3.4). Nach dem Erreichen einer bestimmten Konzentration an nicht
dissoziierten Sauren stellt sich der Stoffwechsel auf eine solventogene Phase um und die
zuvor gebildeten Sauren werden teilweise wieder aufgenommen. Die Effekte, die dieses
Umschalten auf die Solventogenese veranlassen, sind nicht genau geklart, da viele
verschiedene Gene aktiviert oder inaktiviert werden (Durre, et al., 1987). In der Literatur sind
verschiedene Effekte die zum Wechsel der Phase flhren beschrieben. Sehr wichtig fur
diesen Wechsel ist ein niedriger pH (Grimmler et al., 2011; Lee et al., 2008; Kim et al., 1984).
Allerdings wurde auch schon eine Lésemittelbildung bei héherem pH beobachtet. Weitere
Schlisselrollen spielen die sauren Produkte der Acidogenese, der interne pH der Zellen
sowie verschiedene Nahrstofflimitationen (Jones & Woods, 1986). Wird bei der Acidogenese
im Satzverfahren ein Schwellenwert der Konzentration an Acetat und Butyrat Uberschritten,
so werden die Sauren nicht mehr aufgenommen und es kommt zum sogenannten
“Saurekollaps® oder “acid crash” (Maddox et al., 2000). Die Fermentation kommt dabei zum
Erliegen und der pH steigt nicht wieder an.

Im Zuge der Solventogenese werden beide S&uren unter der Bildung von Aceton wieder
aufgenommen (siehe Abbildung 3.6). Der pH steigt bei einer nicht kontrollierten
Satzfermentation wieder an, was den Zellen erlaubt den pH Gradienten (von pH 1) tber die
Membran, der fur die Energiegewinnung nétig ist, noch fur eine Weile aufrecht zu erhalten
um die bei der Solventogenese einsetzende Sporenbildung durchzufiihren (Dlrre, 2008). Ein

beispielhafter Verlauf des pH ist in Abbildung 3.4 dargestellit.

Bei der Solventogenese wird zundchst das CoA Transferase-Gen (ctfAB) exprimiert und die
Wiederaufnahme der S&uren unter Acetoacetatbildung eingeleitet. Das Acetoacetat wird zu
Aceton decarboxyliert. Gangige Meinung war, dass die Wiederaufnahme beider S&uren mit
der Acetonbildung einher geht (Lee et al., 2008; Jones & Woods, 1986), wie in Abbildung
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3.6. dargestellt. Parallel dazu werden die Gene zur Alkoholbildung (Acet-/Butyraldehyd
Dehydrogenase (adhE)), Ethanoldehydrogenase (edh) Butanoldehydrogenase (bdhAB)
exprimiert und Butanol sowie Ethanol gebildet.

Der Wechsel von Acidogenese zu Solventogenese geht auBerdem mit einer Anderung des
Verhéltnisses Wasserstoff zu Kohlenstoffdioxid im Abgas einher. Wéahrend der Anteil an
Kohlenstoffdioxid aufgrund der Acetonbildung steigt, fallt der Anteil an Wasserstoff, da
Redoxequivalente nun auch fir die Produktion von Butanol und Ethanol verbraucht werden,
was auch in Abbildung 3.6 erkennbar ist.

Ist eine toxische Konzentration an Butanol erreicht oder keine Kohlenstoffquelle mehr im
Medium vorhanden, so endet die Fermentation.

Es gibt weitere Hinweise auf einen alternativen Weg zur Alkoholproduktion in Clostridium
acetobutylicum. Allerdings sind die Gene, die in einer sogenannte Alcohologenese, also der
Produktion von Alkoholen ohne Aceton, aktiv sind, weithin unbekannt (Lee et al., 2008).
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Glucose Pyruvat
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Abbildung 3.6: Darstellung des solventogenen Stoffwechsels von Clostridium
acetobutylicum. Wahrend der Solventogenese aktive Gene und gebildete Produkte sind
schwarz dargestellt. Inaktive Gene und nicht gebildete Produkte sind grau dargestellt. Gene:
Pyruvat-Ferredoxin Oxidoreduktase (pflB), Acetatkinase (ak), Phosphotransacetylase (pta),
Acet-/Butyraldehyd Dehydrogenase (adhE), Ethanoldehydrogenase (edh), Thiolase (thl),
3- Hydroxybutyryl-CoA Dehydrogenase (hbd), Crotonase (crt), Butyryl-CoA Dehydrogenase
(bcd), Acetoacetat Decarboxylase (adc), CoA-Transferase (ctfAB), Butyratkinase (bk),
Phosphotransbutyrylase (ptb), Butanoldehydrogenase (bdhAB), Adenosintriphosphat (ATP),
Nicotinamidadenindinukleotid (phosphat) reduziert, oxidiert (NAD(P)H, NAD(P)").

Die in der Literatur beschriebenen Butanolkonzentrationen die mit Clostridium
acetobutylicum aus 60 g/L Glucose erzeugt wurden schwanken stark und sind abhangig von
den entsprechenden Randbedingungen. Die starksten Einflisse gehen dabei von den
verwendeten Medien, der Begasungsrate (bei Ruhrkesselreaktoren) und dem pH, bei dem
die Kultivierung gestartet wurde, bzw. der verwendeten Regelung aus. So berichtet
Mermelstein et al. (1993) bei nicht begasten Versuchen mit einem Komplexmedium und

einer Glucosekonzentration zwischen 80 und 90 g/L von Butanolkonzentrationen von 6,6 g/L
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bei geregelten pHs 4,5 und 9,6 g/L bei pH 5,5. Green berichtet 9,6 g/L Butanol aus einem
Medium mit 80 g/L Glucose und Komplexbestandteilen (Green et al., 1996). Bei Studien, die
Uber 60 g/L Glucose als Ausgangswert einsetzen, wird zudem meist von einem Verbleib an
Glucose im Medium berichtet. Harris berichtet von 11,6 g/L Butanol mit dem Wildtypstamm
(Harris et al., 2001) bei einem Komplexmedium. Eine aktuelle Studie berichtet, ausgehend
von einem synthetischen Medium mit 60 g/L Glucose, von knapp 7 g/L Butanol (Mann et al.,
2012).

3.3.3 Toxizitat von Sauerstoff

Seit der Entdeckung von strikt anaeroben Mikroorganismen wurde die toxische
Wirkungsweise von Sauerstoff untersucht. Vier Hypothesen werden bis heute diskutiert
(O'Brien & Morris, 1971). Einer davon zufolge sei Sauerstoff selbst ein Zellgift. Eine weitere
geht davon aus, dass in Anwesenheit von Sauerstoff, das flr anaerobes Wachstum nétige
niedrige  Redoxpotential von -150 mV his -400 mV (bezogen auf die
Wasserstoffnormalelektrode) nicht aufrecht zu halten ware. Eine andere Hypothese ist, dass
Wasserstoffperoxid, zu dem Sauerstoff unter reduzierenden Bedingungen umgewandelt
wird, die Zellen, welche keine Katalasen besitzen, vergifte. Die vierte Hypothese
diesbezlglich ist, dass Sauerstoff als sehr guter Elektronenakzeptor alle freien Elektronen,
die im Organismus vorhanden sind, an sich zieht und so den NADH Haushalt in den Zellen
massiv stort (O'Brien & Morris, 1971). Fur verschiedene Mikroorganismen kann jede dieser
Hypothesen zutreffen. 1971 stellten Morris und O"Brien fest, dass eine kurzzeitige Exposition
von Clostridium acetobutylicum mit Sauerstoff lediglich das Wachstum hemmt und die ATP
Konzentration stark sinken lasst. Zudem kann die Sporulation eingeleitet werden (Jones &
Woods, 1986). Es konnte ausgeschlossen werden, dass das hohe Redoxpotential fur die
Inhibierung verantwortlich war. Sauerstoff wirkt jedoch wie ein Zellgift fur Clostridium
acetobutylicum. So sind einige Enzyme, allen voran Ferredoxine, die in Clostridium
acetobutylicum fur den Elektronenhaushalt zustandig sind, sehr empfindlich gegenuber
Sauerstoff (Dirre, 2005). Endet die Exposition rechtzeitig, so kdnnen sich die anaeroben
Organismen wieder regenerieren und weiter wachsen (O'Brien & Morris, 1971). Es gibt
Berichte, in denen von stimulierenden Effekten des Sauerstoffes auf die Butanolproduktion
die Rede ist. Diese lassen sich auf den Einfluss auf das Redoxpotential erklaren (Wang et al.
2012).
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3.3.4 LOosemitteltoxizitat

Eines der gro3ten Probleme der ABE Fermentation ist die Produktinhibierung durch Butanol.
Ab 20 g/L stellt der Zellmetabolismus von Clostridium acetobutylicum unweigerlich die
Funktion ein (Woods, 1995). Ab 7 g/L ist das Zellwachstum bereits um 50 % eingeschrankt.
Eine neue Studie (Mann et al.,, 2012) zeigt den Effekt von 10 g/L Butanol auf den
Wildtypstamm. Dabei sinkt die Zahl der koloniebildenden Einheiten binnen sechs Stunden
auf unter 0,1 % des Ausgangszustandes. Die damit verbundenen niedrigen
Endkonzentrationen flihren zu entsprechend geringen Produktionsraten.

Die Funktionsweise der Butanolinhibierung lasst sich vereinfacht auf einen Mechanismus
zurlckfihren. So verursachen die lipophilen Butanolmolekiile direkt eine Erhdéhung der
Permeabilitat der Zellmembran (Bowles & Ellefson, 1985). Das kann ab einem gewissen
Grad zum Verlust der Membranfunktion fihren. Ein zusatzlicher Effekt der
Permeabilitatserhdhung ist die Senkung der Aktivitdt der membranstandigen ATPasen. So
wird die Aufnahmefahigkeit fir Zucker und damit verbunden auch das Wachstum negativ
beeinflusst (Lee et al., 2008).

Butanol ist jedoch das einzige Ldsemittel, das bei der ABE Fermentation in toxischen
Konzentrationen auftritt. Aceton und Ethanol wirken sich zum Beispiel erst ab 40 g/L mit
einer Wachstumsverlangsamung von 50 % aus (Jones & Woods, 1986).

Mit der stetigen Verbesserung von DNA Microarrays (Alsaker et al., 2004; Alsaker et al.,
2010; Honicke et al., 2012) und Proteom Analysen (Terracciano et al.,1988; Mao et al.,
2011) (Mao et al., 2012) lassen sich die Auswirkungen von Butanol auch in einem gréf3eren
Zusammenhang beobachten. So treten bei akutem Butanolstress zwei Abwehrmechanismen
in Clostridium acetobutylicum in Kraft: Zum einen wird die Membranzusammensetzung auf
mehr gesattigte Fettsduren umgestellt, um der Fluidisierung entgegenzuwirken (Baer et al.,
1987; Ezeji, et al., 2010). Zum anderen werden die sogenannten Heat Shock Proteine, z.B.
groES oder groESL, vermehrt gebildet (Alsaker et al.,, 2004; Tomas et al., 2003). Diese
Chaperone sind wahrscheinlich fir eine RiUckfaltung denaturierter Proteine zustandig
(Nicolaou et al., 2010; Mann et al., 2012).
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3.3.5 Theoretische Betrachtungen zum Stoffwechsel von Clostridium

acetobutylicum

In diesem Kapitel soll auf die theoretisch moglichen Reaktionen wéahrend einer ABE
Fermentation eingegangen werden. Dazu sind in Tabelle 3.2 einige Reaktionen aufgelistet,
die im Hinblick auf Stéchiometrie und Redoxequivalente mdglich sind (nach Litke-Eversloh
& Bahl, 2011a; Jones & Woods, 1986).

Tabelle 3.2: Theoretisch mogliche Reaktionen im Stoffwechsel von Clostridium
acetobutylicum (nach Luitke-Eversloh & Bahl, 2011a). Markiert sind die vorrangig
ablaufenden Reaktionen wahrend der Acidogenese (Reaktion 3) und der Solventogenese
(Reaktion 10).

Reaktion Edukte Produkte Generiertes
ATP
1 Glucose 2 Acetat + 2 CO, + 4 H, 4
1 Glucose 1 Butyrat + 2 CO,+ 4 H, 3
1 Glucose ~ 0,6 Acetat + 0,7 Butyrat 3,3
+2C0O,+2,7H,

4 1 Glucose 2 Laktat 2

5 1 Glucose 1Acetat+1 Ethanol + 2 CO,+ 4 H, 3

6 1 Glucose 2 Ethanol + 2 CO, 2

7 1 Glucose 1 Aceton + 3 CO,+ 4 H, 2

8 1 Glucose 1 Butanol+2 CO, 2

9 1 Glucose 0,5 Aceton+0,5 Butanol +2,5 CO,+ 2 H, 2

10 1 Glucose 0,3 Aceton+ 0,6 Butanol +0,2 Ethanol 2

+2,3C0O,+1,2H,

11 1 Glucose+ 1 Acetone + 1 Ethanol + 2
1 Acetate 3CO,+2H,

12 1 Glucose+ 1 Acetone + 0,5 Butanol + 2
1 Acetate 3CO,+2H,

13 1 Glucose+ 1 Acetone + 1 Butanol + 2
1 Butyrate 3CO,+2H;
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Obwohl wahrend der Acidogenese eine reine Buttersaure- oder Essigsauregéarung moglich
ware, lauft anndhernd ,Reaktion 3” aus Tabelle 3.2 ab, um ATP zu generieren, welches fir
das Wachstum bendtigt wird. In der Solventogenese lauft ndherungsweise ,Reaktion 10 ab,
um moglichst effektiv reduzierte Redoxequivalente zu regenerieren, indem Alkohole und
Wasserstoff  parallel gebildet werden. Die Schwierigkeit, eine vereinfachte
Reaktionsgleichung fiir die Solventogenese aufzustellen, resultiert aus der Tatsache, dass
mehrere Stoffe begleitend aufgenommen werden kodnnen (siehe Reaktionen 11-13 in
Tabelle 3.2).

Aus Tabelle 3.2 wird zudem ersichtlich, dass theoretisch eine reine Butanolfermentation
mdoglich ware, sofern keine Elektronen auf Protonen Ubertragen wiirden und somit kein
Wasserstoff gebildet wirde. Es gibt Ansatze den Elektronenfluss zu Wasserstoff zu
manipulieren, indem man Ferredoxin, das Enzym zur Ubertragung, mit Kohlstoffmonoxid
inhibiert oder mit einem hohen Partialdruck an Wasserstoff zur Produktinhibierung bei der

Fermentation arbeitet (Dabrock et al., 1992; Peguin & Soucaille, 1995).

3.3.6 Metabolic Engineering

Die Zusammenfassung der wichtigsten rekombinanten Stamme ist in Tabelle 3.3 gezeigt.
Eine der ersten erfolgreich durchgeflihrten genetischen Arbeiten an Clostridium
acetobutylicum war die Uberexpression des Stoffwechselweges zur Acetonbildung adc und
ctfAB. Dies flhrte dazu, dass die Gene friiher exprimiert wurden, so wurden Butyrat sowie
Acetat nahezu vollstandig wieder aufgenommen. Das fihrte zu einer 95 % Erh6hung von
Aceton und einer 37 % Erh6hung der erreichten Butanolkonzentration (Mermelstein et al.,
1993).
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Tabelle 3.3: Zusammenfassung der wichtigsten genetischen Arbeiten an Clostridium
acetobutylicum (modifiziert aus Lee et al., 2008); ,+“ entspricht Uberexpression; ,-“ entspricht
Deletion oder verringerte Expression. Als Kohlenstoffquelle fir die Satzverfahren wurde
Glucose verwendet. In Klammern steht der Wert, der mit dem jeweiligen Kontrollstamm
erzielt wurde.

Butanol-
+ - konzentration Kommentar Quelle
g/L
adc; ctfAB - 13 (9,5) 50 % hohere Ausbeute (Mermelstein et
an Lésemitteln al., 1993).
Verhaltnis (Nair, et al.,
adhE - 8,7 (5,5) Alkohole/Aceton erhdht 1994)
- pSOL 0 (5,5) Erkenntnis: (Nair &
adhE pSOL 6,2 (5,5) adhE ist fur die Papoutsakis,
Butanolproduktion 1994)
verantwortlich
- pta 9,9 (9,7) Erkenntnis: Butyryl-P ist (Green &
- buk 10,8 (9,7) kritisch fur die Bennett, 1996)
Butanolproduktion
Verbesserte Ausbeuten,
- solR 17,8 (5,5) jedoch auch hohe (Nair et al.,
Ethanol-, 1999)
Acetonkonzentrationen
- buk 16,7 (5,5) und sehr hohe (Harris et al.,
adhE buk 16,7 (5,5) Butanolkonzentrationen 2000)
Regulator fur eine sehr
- solR 14,6 (11,4) hohe (Harris et al.,
adhE solR 17,6 (11,4) Butanolkonzentration 2001)
wurde gefunden
Hohe
adhE - 10 (10,4) Ethanolkonzentrationen  (Tummala et al.,
- ctfB 1,2 (10,4) mittels antisense RNA (4- 2003)
5g/L)
Losemitteltoleranter (Tomas et al.,
groESL - 17 (13) Stamm 2003)

Diese Tabelle wird auf der Folgeseite fortgefihrt.
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Butanol-
+ - konzentration Kommentar Quelle
g/L
45% weniger Aceton bei
adhE1l ctfA 13,2 (13) gleichbleibender (Tummala et al.,
Butanolkonzentration, 2003)
dazu schneller (Sillers et al.,
einsetzende 2009)
Butanolproduktion
Keine Acetonbildung: (Jiang et al.,
- adc 7,4 (13,6) Butanolproduktion sinkt 2009)

Im Jahr 1994 wurde von Nair et al. publiziert, dass das adhE Gen, kodierend fir die
Aldehyddehydrogenase, die zu den Alkoholen fuhrt, erfolgreich in Clostridium acetobutylicum
amplifiziert wurde. Das zeigte jedoch keinen Effekt auf die Hohe der Losemittelkonzentration.
Allerdings wurden im Vergleich zum Kontrollstamm mehr Alkohole produziert. Zusatzlich
wurde durch die Kultivierung eines pSOL-Plasmid defizienten Stamms, dem nahezu alle
solventogenen Gene fehlen, mit wiederhergestelltem adhE Gen gezeigt, dass die Fahigkeit
Butanol zu produzieren ebenfalls wiederhergestellt wurde (Nair & Papoutsakis, 1994). Aus
weiteren Versuchen wurde zudem deutlich, dass eine Uberexpression des Genes adhE
unter 10 g/L Butanol hauptsachlich zur Butanolproduktion fuhrt, dartiber hinaus jedoch auch
in hohem Male zur Ethanolbildung beitragt (Nair et al., 1994; Nair & Papoutsakis, 1994).
Green konnte 1996 zeigen, dass die Inaktivierung des Genes flr die Phosphotransacetylase
(pta) wie erwartet zu niedrigeren Acetatkonzentrationen flihrte. Es konnte auch festgestellt
werden, dass die Inaktivierung der Butyratkinase (buk) zu niedrigeren Werten fur Butyrat
fuhrt. Ziel dieser Inaktivierungen war es, den Kohlenstofffluss von den S&uren zu den
Alkoholen umzuleiten. Was hier Uberraschend auffiel war, dass wenn weniger Butyrat
produziert wurde, also mehr Butyryl-Phosphat vorlag, auch gleichzeitig mehr Butanol
produziert wurde. Das deutet darauf hin, dass die Butanolproduktion auch von dem Butyryl-
Phosphat-Level innerhalb der Zelle abhéngt. Weiter optimierte Bedingungen und die
gleichzeitige Uberexpression von adhE fuhrten zu Butanolkonzentrationen tber 16 g/L
(Harris et al., 2000).

Im Jahr 1999 wurde das erste Mal von einer erfolgreiche Repression mittels antisense RNA
(asRNA) berichtet. Die Repression lag jedoch nur bei 80 % (Desai & Papoutsakis, 1999). Mit
dieser Technik konnten weitere Erkenntnisse Uber den solventogenen Stoffwechsel

gewonnen oder bekannte untermauert werden. So konnte mit einer Phosphotransbutyrylase
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(ptb) und einer Butyratkinase (buk) asRNA Mutante gezeigt werden, dass das Butyryl-
Phosphat Level tatsachlich wichtig fir die Butanolbildung (Desai & Papoutsakis, 1999) ist.
Zudem konnte fir die Acetonbildung gezeigt werden, dass nicht die Decarboxylase adc,
sondern die CoA-Transferase der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist (Tummala et al.,
2003).

Die Repression des solR, eines Regulators fir die Gene, die fir die Solventogenese
zustandig sind, fuhrte 1999 ebenfalls zu einer erhdhten Butanolkonzentration (Nair et al.,
1999b). Der genaue Effekt, beziehungsweise das Zusammenspiel fur die Regulation ist
umstritten, da verschiedene Gene oder Repressoren, wie zum Beispiel SpoOA hierfur

verantwortlich zu sein scheinen (Thormann et al., 2002).

Alternative Ansatze zur Verbesserung der Butanolproduktivitat sind hauptsachlich darauf
ausgerichtet die Butanoltoleranz zu erhdéhen oder die Sporenbildung des
Produktionsorganismus zu vermindern. Die Butanoltoleranz konnte mit der Uberexpression
von der Heat Shock Proteine groES und groEL vermutlich dadurch erhéht werden (Tomas et
al., 2003), dass solventogene Enzyme stabilisiert und gegebenenfalls wieder richtig gefaltet
wurden. 2012 wurde von Mann gezeigt, dass eine Uberexpression diverser Heat Shock
Proteine zu einer besseren Adaption an hohe Butanolkonzentrationen fuhrt (Mann et al.,
2012).

Im Jahr 2009 wurde eine Anwendung eines Deletionssystems ,TargeTron* von Jiang et al.
publiziert. Hierbei konnte das adc Gen deletiert werden (Jiang et al., 2009). Das Ergebnis
zeigte, dass zwar die Acetonkonzentration wie erwartet gesenkt werden konnte, jedoch auch
die Butanolkonzentration des Produktionsstamms gravierend sank.

Neben den systematischen Ansatzen existiert auch noch die Mdoglichkeit der zufalligen
Mutagenese. Diese fihrte bei dem zu Clostridium acetobutylicum nahe verwandten
Clostridium beijerinckii zu einem rekombinanten Stamm namens Clostridium beijerinckii BA
101 (Formanek et al., 1997). Dieser Stamm ist in der Lage bereits wahrend der Acidogenese
Butanol zu produzieren. Das fuhrt zur Produktion von Butanolkonzentrationen um 18,6 g/L
(Ezeji et al., 2004).
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3.4 Ansatze mit anderen Mikroorgansimen

Es gibt weitere Ansatze mit anderen Mikroorganismen Butanol herzustellen. Da die Gene fur
die Produktion von Butanol nicht weit verbreitet sind, wurde der CoA-abhéngige Weg von
Clostridium  acetobutylicum in  einfacher  zugangliche oder butanoltolerantere
Mikroorganismen transformiert. So zum Beispiel in Escherichia coli (0,55 bis 1,20 g/L
Butanol; Atsumi et al., 2008; Inui et al., 2008), Saccharomyces cerevisiae (2,5 mg/L
Butanol) (Steen et al., 2008), Lactobacillus brevis (0,3 g/L Butanol) (Berezina et al., 2010),
Pseudomonas putida (~0,6 g/L) und Bacillus subtilis (~0,1 g/L) (Nielsen et al., 2009). Alle
in diese Richtung gehenden Versuche fihrten hier zu einer Butanolbildung weit unterhalb der
Wildtypproduktivitat.

Erst kirzlich wurde von erfolgsversprechenden Ergebnissen mit rekombinanten Escherichia
coli berichtet. Hier wurden allerdings nur teilweise Gene des Stoffwechselweges von
Clostridium acetobutylicum eingesetzt. So wurden von Butanolkonzentrationen von 4,6 g/L
(Bond-Waitts et al., 2011) und 30 g/L (Shen et al., 2011) berichtet. Bei letzterem Wert ist es
wichtig zu erwahnen, dass hier die Produktivitat verzehnfacht wurde, indem ein reversibel
funktionierendes Enzym von Clostridium acetobutylicum durch ein irreversibles eines
anderen Organismus ersetzt wurde. Dieses Potential wurde bei C. acetobutylicum noch nicht
ausgenutzt. Kombiniert mit der héheren Butanolvertraglichkeit von C. acetobutylicum kénnte

sich diese Erkenntnis als sehr niitzlich erweisen.

3.5 Substrate fur die ABE Fermentation

Bei den Substraten fur die ABE Fermentation zeigen Clostridien eine sehr grof3e Bandbreite.
Da sich die Substratkosten stark auf die Produktionskosten auswirken (Lee et al., 2008; Lenz
& Morelra, 1980) ist eine Flexibilitat des Produktionsorganismus ein weiterer Aspekt, der fur

Clostridien als Butanolproduzenten spricht.

Clostridium acetobutylicum ist in der Lage Arabinose, Xylose, Glucose, Sucrose, Maltose,
Cellobiose, Mannose, Mannitol und Lactose zu verstoffwechseln (Mes-Hartree & Saddler,
1982; Kanouni et al., 1998; Bahl et al., 1986; Lee et al., 2008; Tangney & Mitchell, 2000).
Diese Flexibilitdt lasst verschiedenste landwirtschaftliche Rohstoffe bzw. Reststoffe als
Substrat zu. So wurde die Fermentierung von Molkereiabfallen (Bahl et al., 1986),

Apfeltrester (Jones & Woods, 1986), Maniok (Gu et al.,, 2009) oder sogar organische
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Haushaltsabfélle (L6pez-Contreras et al., 2000) durchgefiihrt. Ebenso konnte minderwertiges

Glycerol zu Butanol fermentiert werden (Andrade & Vasconcelos, 2003).

Ein weiteres interessantes Argument ist, dass im Genom von Clostridium acetobutylicum
diverse Gene fir Cellulasen zu finden sind (N6lling et al., 2001). Allerdings weist Clostridium
acetobutylicum wahrend des Wachstums auf Xylose geringe cellolytische Aktivitat auf, die
bei einem Wachstum auf Glucose nicht vorhanden ist, was auf eine Substratinhibierung
deutet (LOpez-Contreras et al., 2004). Gelange es, diese vorhandenen Gene zu aktivieren,
so wirde sich zum Beispiel Lignocellulose direkt als ein sehr vielversprechendes Substrat

anbieten.

3.6 Prozessfuhrung und in-situ Produktabtrennung bei ABE

Fermentationen

Bis 1986 wurden alle industriell genutzten Verfahren in Standkulturen durchgeftihrt (Jones &
Woods, 1986). In Rihrkesseln ist die Stoffwechselaktitvitdt von Clostridium acetobutylicum
erhdht (Yerushalmi & Volesky, 1985). Eine Untersuchung des Einflusses der Riuhrerdrehzahl
auf den zentralen Stoffwechsel wird in dieser Verdffentlichung aufgezeigt. So nimmt die
Butanolproduktivitét bis zu einer Reynoldszahl von 4000 zu, bricht jedoch bei einer weiteren
Steigerung wieder ein, da solventogene Clostridien scherkraftempfindlich sind.

Seither werden jedoch viele Verotffentlichungen zum Thema Butanolproduktion mit
Mikroorganismen mit geriihrten Systemen publiziert. Allgemein lasst sich feststellen, dass
die bevorzugte Art der ABE Herstellung in der Bioindustrie das Satzverfahren ist, da eine
einfache Prozessfiihrung und eine geringe Gefahr der Kontamination damit einhergehen
(Lee et al.,, 2008). Im Satzverfahren sind alle Substrate und Supplements im Medium
vorgelegt, es werden also keine flissigen Komponenten, mit der Ausnahme von
Titrationsmitteln, mehr zugegeben. Im Hinblick auf die Flussigphase handelt es sich deshalb
um ein geschlossenes System. Trotz des konstanten Gasstromes durch das
Reaktionsmedium spricht man in der Bioverfahrenstechnik von einem Satzverfahren
(Chmiel, 2006). Problematisch bei Satzverfahren sind jedoch die Totzeiten fir die Reinigung
und Vorbereitung. Zusatzlich kénnen langere Verzégerungszeiten der Mikroorganismen zu
Buche schlagen. Bei Zulaufverfahren kann eine durch Substrat- oder Produktlimitation
auftretende Hemmung der Produktion teilweise umgangen werden. Wird ein kontinuierlicher
Prozess gewahlt, muss die Durchflussrate bei solventogenen Clostridien so gewéhlt werden,

dass inhibierende Konzentrationen von Butanol vermieden werden kdénnen. Bahl et al.
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beschrieb (1982) den Zusammenhang von Durchflussrate und Butanolkonzentration. Zudem
sind phosphatlimitierte Bedingungen zu wéhlen, da ansonsten das Risiko besteht, dass die
Zellen das Megaplasmid pSOL1 und somit die Fahigkeit Losemittel zu produzieren, verlieren
(Ezeji et al., 2005).

Ein direkter Vergleich der drei Betriebsweisen bei einer ABE Fermentation wurde 2011 von
Li et al. publiziert. Hierbei schnitt die kontinuierliche Betriebsweise mit der hdchsten
Butanolproduktivitdat wie -—selektivitait am besten ab. Der Nachteil des Satz- und
Zulaufverfahrens waren die oben beschriebenen Totzeiten, allerdings konnten im
Satzverfahren die hdchsten Butanolkonzentrationen erreicht werden (Li et al., 2011).

Bis in die 1960er wurden industrielle Prozesse im Satzverfahren durchgeftuihrt (Zverlov et al.,
2006). Zu dieser Zeit wurde in der USSR, einem der wenigen Lander die Butanol auf
mikrobiellem Weg herstellten, ein semikontinuierliches Verfahren eingesetzt.

Die Toxizitat von Butanol auf die Produktionsorganismen stellt ein gravierendes Problem fir
einen industriellen ABE Prozess dar. So verwundert es nicht, dass schon friihe Arbeiten auf
eine in-situ Abtrennung des Produktes abzielten. Drei der haufigsten situ Verfahren zur
Abtrennung von Butanol aus wassriger Losung sind im Folgenden kurz dargestellt:

Abbildung 3.7 zeigt schematisch das in-situ Strippen von Butanol mit Stickstoff. Dabei wird
durch eine aktive Begasung der Fermentationslésung die Verdunstung des Butanols zur
Abtrennung ausgenutzt. In einem anschlieBenden Kondensationsschritt wird das Losemittel
dann vom Gasstrom abgetrennt und kann gewonnen werden. Das Gas kann

wiederverwendet werden und direkt im Kreislauf geflihrt werden.
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung einer Produktabtrennung mittels Strippen von
Butanol aus einem Rihrkesselreaktor mit Stickstoff.

Anwendungsbeispiele fur das Strippen mit Gas sind in Tabelle 3.4 aufgelistet. Das Strippen
mit Gas ist eine geeignete Methode zur Produktabtrennung in der ABE Fermentation, da
nach einer Anreicherung durch das Verfahren, Butanol in Wasser ab etwa 70 g/L nicht mehr
l6slich ist und direkt in einer zweiten Phase vorliegt. Allerdings werden alle gebildeten
Lésemittel mit abgetrennt.

Eine weitere Mdglichkeit Butanol in-situ aus wassriger Lésung abzutrennen ist die flissig —
flissig Extraktion, schematisch dargestellt in Abbildung 3.8. Die Fermentationslésung wird,
nach Abtrennung der Zellen, durch einen Extraktor gefiihrt. Im Gegenstrom dazu lauft ein
Extraktionsmittel, welches Butanol absorbiert. Decanol kann zum Beispiel hierflir eingesetzt
werden (Evans & Wang, 1988). Um die meist toxischen Effekte des Extraktionsmittels auf die
Zellen zu minimieren, kann eine Membran verwendet werden (Pertraktion). Diese Methode
birgt den Nachteil, dass das Extraktionsmittel anschlielend wieder vom Butanol getrennt

werden muss und zum Teil auch in der Kulturldsung zu finden ist.
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Abbildung 3.8: Schematische Darstellung einer in-situ Produktabtrennung mittels
Pertraktion.

Eine der Pertraktion sehr &hnliche Methode ist die in Abbildung 3.9 dargestellte
Pervaporation. Hierbei wird kein Extraktionsmittel verwendet, sondern ein Unterdruck auf der
Permeatseite der Membran angelegt. Dadurch kann Butanol je nach Membrantyp mehr oder
weniger selektiv entfernt werden (siehe Tabelle 3.4). Eine portse Silikonschicht kann hier

verwendet werden.
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung einer in-situ Produktaufreinigung mittels
Pervaporation.

Als Membran flr die Pervaporation kann zum Beispiel eine pordse Silikonschicht, aber auch
ein nicht flichtiges und nicht in Wasser losliches Losemittel in einer pordsen Tragermembran
(z.B. Oleylalkohol) verwendet werden, die selektiv flir Butanol durchlassig ist (Matsumura et
al., 1988) (Qureshi & Blaschek, 2000). Butanol kann so durch diese Membran diffusiv
entfernt werden.

Mit diesen Abtrennungsschritten kann eine inhibierende Konzentration von Butanol auf die
Mikroorganismen umgangen werden. Die Kombination der Produktabtrennungen mit den
Produktionsprozessen im Satz-, Zulaufprozess oder mit einem kontinuierlich gefiihrten
Prozess fiuhrt zu einer Steigerung der Produktivititen und auch Ausbeuten. Eine
Zusammenfassung verschiedener Anwendungen ist in Tabelle 3.4 zu finden. Die
Vergleichbarkeit der absoluten Werte ist jedoch nicht gegeben, da verschiedene Stdmme

und Medien verwendet wurden.
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Tabelle 3.4: Ubersicht tiber die Ergebnisse diverser Prozesstypen mit verschiedenen in-situ
Abtrennungsverfahren (modifiziert aus Lee et al.,, 2008); Die Angaben sind auf die
Gesamtheit der produzierten Ldsemittel bezogen. * erfolgte mit Clostridium acetobutylicum
Stammen.

_ _ (aufsummierte)
Losemittel- Losemittel

Losemittel-
Prozess produktivitat  Ausbeute _ Referenz
@iLh) @/o) konzentration
g 9/9
(g/L)
Immobilisierte © hi I
ureshi et al.,
Zellen 15,8 0,38 7,9
(kontinuierlicher 2000)
Betrieb)
Membran
Reaktor mit 6,5 0,35 13 (Pierrot et al., 1986)
Zellruckhaltung
(kontinuierlich)*
034 0.42 42 (Evans & Wang,
*
Satzverfahren 1988)
Satzverfahren (Evans & Wang,
mit 05 0,42 328 1988
Pervaporation* )
Zulaufverfahren
mit 0,98 0,43 165,1 (Groot’ et al., 1984)
Pervaporation
Satzverfahren 0,61 0,47 75,9 (Ezeji et al., 2003)
mit Gasstrippen
Zulaufverfahren 1,16 0,47 233 (Ezeji et al., 2004)
mit Gasstrippen
Kon'FinuierIi.che 001 04 460 (Qureshi, &
Betriebsweise ! | Blaschek, 2004)
mit Gasstrippen
Kontinuierlich
betriebener (Eckert & Schugerl,
Bioreaktor mit 3,08 0.3 14,5

flussig-flussig 1987)

Extraktion*
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3.7 Parallele Kultivierungstechniken

Neben der Bereitstellung von hochproduktiven Stammen stellt die Optimierung von
Prozessbedingungen einen wesentlichen Bestandteil bei der Entwicklung von kommerziell
relevanten industriellen Bioprozessen dar. Um einen mdglichst optimalen Prozess gestalten
zu konnen, ist oft eine hohe Anzahl an Prozessvariablen, zum Beispiel diverse
Medienkomponenten in verschiedenen Konzentrationen und die damit verbundenen
Interaktionen, zu untersuchen. Die Zahl der damit verbundenen Experimente kann so sehr
rasch ansteigen (Weuster-Botz, 2000). Eine statistische Versuchsplanung kann die Anzahl
der Versuche zwar senken, jedoch sind die damit verbundenen Experimente im
Labormalstab immer noch sehr zeitintensiv. So liegt es nahe, dass die Versuche zum einen
mafstabsverkleinert und zum anderen parallelisiert durchgefuhrt werden.

Um die gewonnenen Daten erfolgreich verwenden zu kénnen muss eine Skalierung der
Versuche in den kleineren Maf3stab durchgeflhrt werden, das heil3t es muss gewahrleistet
werden, dass die Versuche im kleinen Mal3stab und im groRBen MalRstab vergleichbar
ablaufen. Dazu werden oftmals Charakteristika wie Leistungseintrag, Mischzeiten oder
dimensionslose Kennzahlen, wie zum Beispiel die Reynoldszahl, vergleichbar gestaltet.

Im Folgenden werden einige parallelisierte anaerobe und aerobe Verfahren in verschiedenen

Mal3staben vorgestellt.

Standkulturen in anaeroben Septumflaschen

Schuttelkolben stellen in der Bioverfahrenstechnik aufgrund der einfachen Handhabung,
einfacher Parallelisierung und gunstigen Verfugbarkeit die Mehrheit der benutzten
Reaktortypen dar (Weuster-Botz, 2000). Fir aerobe Prozesse ist der nur eingeschrankt
maogliche Sauerstoffeintrag, die praktische Begrenzung auf die Satzbetriebsweise, fehlende
Online  Analytik (pH, pO,), sowie die oftmals nur eingeschrankt mogliche
Mal3stabsvergrof3erung von Nachteil (Hortsch & Weuster-Botz, 2010a). Das anaerobe
Pendant dazu sind anaerobe Septumflaschen (siehe Abbildung 3.10). Ein Butylstopfen wird
verwendet um einen luftdichten Abschluss der Flasche zu garantieren und gleichzeitig eine
Probenahme mit Spritzen und Kanllen zu ermdglichen. Die Kontrolle des pH ist nur sehr
begrenzt moglich. Der anaerobe parallele Betrieb dieser Standkulturen ist jedoch problemlos

moglich.
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Abbildung 3.10: Mdglichkeiten fur parallele anaerobe Kultivierungen in Standkulturen: links:
Hungate Réhrchen (5 - 10 Milliliter Volumen); rechts: anaerobe Septumflasche (20 — 1000
Milliliter Volumen) die mit einem Butylstopfen verschlossen ist

In der Literatur sind weitere aerobe nicht gerihrte Reaktoren im Milliliter- und Mikroliter-
Mal3stab beschrieben (Betts & Baganz, 2006; Fernandes & Cabral, 2006; Schapper et al.,
2009). Deren Anwendung wurde jedoch bisher nicht fiir anaerobe Zwecke gezeigt.

Miniaturisierte Ruhrkesselreaktoren

Miniaturisierte Rihrkesselreaktoren bieten den Vorteil, dass eine Ubertragbarkeit von
Prozessen in groRere Malstdbe, aufgrund vergleichbarer Durchmischung leichter
durchfuihrbar ist. So wurden diverse miniaturisierte Rihrkesselreaktoren, entwickelt (Hortsch
& Weuster-Botz, 2010a). Hinsichtlich Automatisierung und Parallelisierung ist, nach
Micheletti & Lye (2006), eines der zum damaligen Zeitpunkt fortschrittlichsten Systeme, der
in (Puskeiler & Weuster-Botz, 2004; Puskeiler et al., 2005a; Puskeiler et al., 2005b; Weuster-
Botz et al., 2005) beschriebene 48-fach Parallelbioreaktorblock (siehe Abbildung 3.11, oben).
In diesem Reaktorblock sind 48 Einwegriihrkesselreaktoren mit einem Fullvolumen von
jeweils 8 - 14 Milliliter angeordnet. Uber eine sterile Gasabdeckung kann jeder Reaktor
begast werden. An dieser Gasabdeckung sind 48 Ruhrorgane an Hohlachsen gleitend
gelagert, die je in einen einzelnen Reaktor ragen. Die Rihrorgane kénnen magnetisch
induktiv betrieben werden. Der Reaktionsraum kann beheizt werden und der Kopfraum des
Reaktors kann gekihlt werden um die Verdunstung moglichst gering zu halten (siehe
Abbildung 3.11, unten).
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3. Theoretische Grundlagen

Begasung
Sterile
T T Gasabdeckung mit
Hohlachsen fiir die
Lagerung der
Ruhrorgane
v v Kopfraum- .
kiihlung
[ [ Reaktoreinheit
Temperierung

Rihrorgane
Magnetspulen

fiir den induktiven Reaktoren
Betrieb der Riihrérgane - mit
Strémungsbrecher

Abbildung 3.11: Oben: 48-facher Rihrkesselreaktorblock (Kusterer et al., 2008); unten:
Funktionsskizze des RuUhrkesselreaktorblocks (nach Puskeiler, 2005a; modifiziert von
Hortsch, 2011)

Der 48 Ruhrkesselreaktorblock wurde im Rahmen mehrerer Studien verwendet und/oder
weiterentwickelt (Knorr et al., 2007; Kusterer et al. 2008; Vester et al., 2009; Hortsch et al.,
2010; Hortsch & Weuster-Botz, 2010b; Hortsch & Weuster-Botz, 2011; Schmidt & Weuster-
Botz, 2012; Gebhardt et al., 2011; Hoefel, et al., 2012; Riedlberger & Weuster-Botz, 2012;
Dennewald et al., 2012). Die mafstabsverkleinerte Kultivierung von aeroben Kultivierungen
wurden mit diesem Bioreaktorblock ebenfalls publiziert (Hortsch & Weuster-Botz, 2010b). Die
Nutzung der Online-Messung von Prozessvariablen, wie pH oder pO,, ist mdglich. Alle bisher

publizierten Kultivierungen wurden mit aeroben Mikroorganismen durchgefuhrt.
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4. Material und Methoden

4.1 Rekombinante Stamme

Eine wichtige Grundlage fur Stamme die in dieser Arbeit charakterisiert werden wurde 2007
von der Forschungsgruppe um Professor Nigel Minton publiziert. Mit dem sogenannten
ClosTron-System lassen sich verschiedene stabile Clostridium acetobutylicum
Deletionsmutanten herstellen (Heap et al., 2007). Dieses wurde von dem
Kooperationspartner der Universitdt Rostock verwendet, um die in dieser Arbeit untersuchten
Deletionsmutanten zu generieren. Als Selektionsmarker fungierte eine Erythromycin
Resistenz. Bei Doppeldeletionsmutanten musste diese nach dem ersten Knock out wieder
entfernt werden, was dazu fihren kann, das die Doppeldeletionsmutanten aufgrund der
unterschiedlichen Lokalisierung der Resistenz auch unterschiedliche Phénotypen zeigen

konnen. Fur die Uberexpressionsstamme wurde der Vektor pT-HydA-C-Tag verwendet.

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Stamme wurden von der Arbeitsgruppe um Frau
Dr. Lutke-Eversloh (Institut fir Biowissenschaften/Mikrobiologie, Universitdt Rostock,
Deutschland) zur Verfugung gestellt. Neben dem Wildtypstamm Clostridium acetobutylicum
ATCC 824 wurden die Deletionsstamme

Clostridium acetobutylicum hbd::int (Hydroxybutyryl-CoA- Integrant),
Clostridium acetobutylicum adhE::int (Alkohol/Aldehyddehydrogenase- Integrant),
Clostridium acetobutylicum pta::int (Phosphotransacetylase- Integrant),

Clostridium acetobutylicum adc::int (Acetoacetatdecarboxylase- Integrant),

die Doppeldeletionsstamme

Clostridium acetobutylicum pta::int ARAM-adc::int,

Clostridium acetobutylicum adc::int ARAM-pta::int,

Clostridium acetobutylicum pta::int ARAM- ctfA::int, (+CoA-Transfernase Integration)

sowie die Uberexpressionsstamme
Clostridium acetobutylicum UE-pT::crt (Uberexpression der Crotonase)
Clostridium acetobutylicum UE-pT::bcd (Uberexpression der Butyryl-CoA Dehydrogenase)

untersucht.
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4.2 Medien

Fir die Kultivierungen von Clostridium acetobutylicum wurde fir die Anzucht aus einer
Sporensuspension Clostridial Growth Medium (CGM) verwendet (siehe Tabelle 4.1). Die

Glucose wurde erst unmittelbar vor dem Animpfen zum Medium gegeben.

Tabelle 4.1: Zusammensetzung des Clostridial Growth Mediums (CGM).

KH,PO, 0,759
K;HPO, 0,759
MgSO, x 7 H,0 0449
MnSO, x H,O 0,0lg
FeSO, x 7 H,O 0,019

NaCl 19
(NH,4).SO, 29
Hefeextrakt 59
Asparagin 29

H,O ad 1000 mL

pH 6,6 (NH,OH)
anaerobisieren, autoklavieren
Glucose (50 g/L, wiv) 50 mL

Zur weiteren Kultivierung und Charakterisierung wurde ein definiertes Mineralsalzmedium
(modifiziert von Monot et al., 1982) verwendet (MS-MES Medium), siehe Tabelle 4.2. Als
Puffer wurde 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES) verwendet, da es sich hierbei um
einen synthetischen, von Clostridium acetobutylicum nicht zu verstoffwechselnden Puffer
handelt, der zugleich die Bestimmung der Biomasse nicht beeinflusst. Als Kohlenstoffquelle

wurde Glucose verwendet.
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Tabelle 4.2: Zusammensetzung des Mineralsalz MES Mediums (mod. nach Monot et al.,
1982).

Glucose 120 g
KH,PO, 11g
K;HPO, x 3 H,0 11g
MgSO,4 x 7 H,O 0,44 g
(NH,4)2S04 5,964 g
Eisessig 4.6 mL
FeSO, x 7 H,O 22 mg
H2Obigest ad 1700 mL
— pH 6,6 (KOH)
PABA 16 mg
Biotin 160 pL einer 1 mg/mL Lésung
MES 426
HO ad 2000 mL

— pH 5,5 (KOH)

anaerobisieren, autoklavieren

Zur Anaerobisierung wurde die Losung 20 Minuten gekocht und anschlieBend unter
Stickstoffbegasung auf Eis abgekuhlt. Die Medien fir die Kultivierung in Flaschen wurden in

der Anaerobarbeitsbank abgefullt.

Zur Uberprifung der anaeroben Verhdltnisse konnte der Redoxindikator Resazurin in der
Konzentration von 1 mg/L hinzugefiigt werden. Solange kein molekularer Sauerstoff im
Medium vorhanden war, war dieses farblos. Bei einer rosa Farbung war davon auszugehen,
dass Sauerstoff vorhanden war (Overmann, 2006). Dieser Indikator wurde nicht

standardmaRig eingesetzt, da er die HPLC-Analytik beeintrachtigt.

Zudem wurde ein Reinforced Clostridial Agar (RCA) von Thermo Scientific noch kauflich
erworben um eine Stammhaltung auf Agar-Platten zu ermdglichen. RCA konnte wie Ubliche
Agarplatten hergestellt werden, musste jedoch einen Tag vor der Verwendung in die

Anaerobwerkbank eingebracht werden um den Restsauerstoff diffusiv zu entfernen.

37



4, Material und Methoden

4.3 Kultivierung von Clostridium acetobutylicum

Als strikt anaerobes Bakterium wurde Clostridium acetobutylicum mit den von Hungate und
Macy entwickelten und 1973 beschriebenen (Macy et al.,, 1972; Hungate & Macy, 1973)
anaeroben Methoden und Techniken kultiviert. Neben der Medienherstellung und
Vorkulturbehandlung wurde auch unter einer Anaerobwerkbank aus Polyvinylchlorid
gearbeitet. Diese war ausgerustet mit einer HEPA Filtereinheit um keimfreie Bedingungen zu
erhalten (Speers et al., 2009). Palladium Katalysatoren sorgten bei einer
Stickstoff/Wasserstoffatmosphére (~95 / 5 %) dafir, dass diffusiv eindringender und mit
Schleusenvorgangen in niedrigen Konzentrationen eingebrachter Sauerstoff kalt zu Wasser
umgesetzt wurde. Die dabei entstehende Feuchtigkeit wurde durch Trockenmittel
aufgenommen, um ein Kondensieren an der Innenseite der Anaerobwerkbank zu verhindern.
Die Sauerstoff- und Wasserstoffkonzentrationen in der Anaerobwerkbank wurden im ppm
Bereich bestimmt um eine sauerstofffreie Atmosphare dauerhaft gewahrleisten zu kdénnen.
Bei einem Schleusenvorgang wurde das Gas in der Schleuse jeweils dreimal auf 0,3 bar
evakuiert und durch Formiergas (95 % Stickstoff, 5 % Wasserstoff; Airliquide, Minchen)

ersetzt.

4.3.1 Stammhaltung und Aktivierung von Clostridium acetobutylicum

Die Sporenbildung von Clostridium acetobutylicum wurde dazu genutzt, um eine dauerhafte
Stammbhaltung mittels Sporensuspensionen bei -20 °C in 1,5 mL Aliquoten durchzufihren.
Hierzu wurden die Mikroorgansimen in MS-MES Medium kultiviert und nach 3 - 7 Tagen,
sobald Sporenbildung mikroskopisch zu beobachten war, aliquotiert und bei - 20 °C

eingefroren. Die Sporensuspension konnte so aerob gelagert werden.

Rekombinante Stamme, die in flissigem Minimalmedium keine Sporenbildung zeigten,
wurden auf RCA-Platten bei anaeroben Bedingungen in der Anaerobwerkbank bei 37 °C
kultiviert. Nach 3 - 7 Tagen zeigten diese Stamme auch hier Sporenbildung oder mindestens
Koloniebildung. Die Sporen-Platten konnten fiir weitere Versuche drei Monate verwendet
werden. Bei Stdmmen, die keine Sporenbildung zeigten, mussten neue Agarplatten nach
zwei bis drei Wochen angesetzt werden. Ein Vorteil dieser Stammhaltung war, dass lediglich
eine einzelne Kultur von den Platten fur das Animpfen verwendet werden konnte (siehe
Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: links: Vereinzelungsausstrich von Clostridium acetobutylicum ATCC 824
auf einer Platte mit RCA-Medium. Rechts: Kulturform von Clostridium acetobutylicum ATCC
824, einen ausgepragten Hof mit einem Sporenschirm.

Die Vorgehensweise des Animpfens lief bei allen Stammen &hnlich ab. Nach der Glucose
Supplementierung der mit 5 mL CGM gefiliten Hungate-Rohrchen wurden 100 pL der
Sporensuspension, beziehungsweise die Sporen einer Kultur von den RCA-Platten
hinzugegeben. Flissige Sporensuspensionen wurden mit einer Kanule injiziert. Sporen von
RCA-Platten wurden unter der Anaerobwerkbank zugeflgt. Im Anschluss wurde die
inokulierte Kultur fir 10 Minuten bei 80 °C im Wasserbad aktiviert. Bei rekombinanten
Stdmmen wurde danach noch Erythromycin (20 pg/mL) als Selektionsmarker durch das
Septum hinzugegeben. Die so vorbereitete Kultur wuchs tber Nacht bei 37 °C an und konnte

so fiur weitere Versuche verwendet werden.

4.3.2 Kultivierung in anaeroben Septumflaschen

Die Kultivierung in anaeroben Septumflaschen erfolgte aus mehreren Griinden (siehe auch
Kapitel 3.7). Die Anzucht der Vorkulturen fir die Versuche im Rihrkesselreaktor war in den
Flaschen zuverlassig reproduzierbar. Zudem konnten in den Flaschen Vorversuche
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durchgefuhrt werden. Die Gewinnung der Sporen fur die Stammhaltung war dartber hinaus
hier gut durchfihrbar.

Die Vorbereitungen liefen dabei wie folgt ab: Die Flaschen wurden unter anaeroben
Bedingungen mit dem bereits anaerobisierten MS-MES Medium zu 20 % (maximal 50 %)
des Maximalvolumens der jeweiligen Flasche geflllt. Geschlossen und in Wasser stehend
wurden diese anschlielend thermisch sterilisiert.

Mit einer wie in 4.3.1 vorbereiteten Kultur konnte anschlieRend Uber das Septum mit Spritzen
angeimpft werden. Dazu wurde die vorgewarmte Septumflasche mit 96 %-igen Ethanol
abgeflammt und unter sterilen Bedingungen 10 % angeimpft. Probenahmen in
Septumflaschen wurden ebenfalls mit Spritzen durchgefuhrt. Zudem bildet sich bei der
Kultivierung von Clostridium acetobutylicum Uberdruck durch gebildeten Wasserstoff und
Kohlenstoffdioxid. Dieser musste, um ein Abplatzen der Septen zu verhindern, spatestens
alle zwei Tage mit einer Kanule abgelassen werden.

Zur Gewinnung von Zellmasse fur Versuche in den Rihrkesselreaktoren wurden die
Vorkulturen solange 10 % uberimpft bis ausreichend Volumen fir das Animpfen des

Ruhrkesselreaktors vorhanden war.

4.3.3 Satzkultivierungen im Ruhrkesselreaktor im Liter-Mal3stab

Anaerobe Satzkultivierungen im Liter-Mal3stab (L-Maf3stab) wurden in Rihrkesselreaktoren
(Labfors, Infors GmbH, Bottmingen, Schweiz) mit einem Gesamtvolumen von 3,2 bzw.
2,0 Litern durchgefiihrt. Ein Standardversuch ist in Abbildung 4.2 aufgebaut. Im Anhang in
Kapitel 12.2 sind die Geratespezifikationen aufgelistet.

Reaktoraufbau

Bei den Satzversuchen wurde eine standardmafige Ausriistung verwendet, das Schema ist
in Abbildung 4.2 zu erkennen. pH und Temperatur konnten tUber Sonden bestimmt und
kontrolliert werden. Fir die Probenahme waren ein verschlieBbares Rohr am Reaktor und
ein in den Deckel integriertes Septum angebracht. Die Temperierung erfolgte tber einen
Doppelmantel. Die Temperatur wurde, wenn nicht anders erwahnt auf 37 °C geregelt. Ein
Abgaskiihler wurde mit 16 — 18 °C betrieben und sollte die Verdunstung der fliichtigen
Komponenten reduzieren. Die Begasung wurde (Uber einen thermischen

Massendurchflussregler fur das 3,2 Liter Gefaf? auf 0,27 L/min und fur das 2 Liter Gefal3 auf
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0,17 L/min eingestellt und durch ein Tauchrohr in das Flissigvolumen eingebracht. Als Gas
wurde Stickstoff (Airliquide, Munchen) der Reinheit 5.0 (99,999 %) verwendet. Fur die
Durchmischung sorgten zwei Rushton Turbinen (Sechsblattscheibenrihrer) sowie ein
Stromungsbrecher mit 3 Blattern. Die Rihrerdrehzahl konnte zwischen 50 und
1200 Umdrehungen pro Minute (rpm) eingestellt werden. Fiir den Fall eines Uberschaumens
wurde eine Abgasfalle mit Antischaummittel und einem Fassungsvolumen von zwei Litern in
der Abgasstrecke installiert. Im Anschluss daran wurde ein Sterilfilter (0,45 um) angebracht.
Bei ausgewahlten Versuchen wurde die Kohlenstoffdioxidkonzentration direkt im Abgasstrom
bestimmt (siehe Abbildung 4.2). Fir die Bestimmung der Lésemittelkonzentration im Abgas,

wurde mit eine Pumpe in der GC direkt eine Probe aus dem Abgas gezogen.

: Probenahme- CO2- |
Stickstoffbegasun (:l Z':
o 9 g vorrichtung ) Sensor [
Temperatur- GC
fuhler

pH- | L—

] Ruhr-
— Meter

organ

Abgas-
kuhler

j

Schaumfalle

Abbildung 4. 2: Schematischer Aufbau des Ruhrkesselreaktors mit den Analysegeraten
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Betrieb des Ruhrkesselreaktors mit anaeroben Mikroorganismen

Ein Anaerobisieren des Mediums wurde direkt mit der thermischen Sterilisation verbunden.
Dazu wurde der mit Medium gefiilite Reaktor bei 121 °C fir 20 Minuten autoklaviert und im
Anschluss wahrend des Abkihlens bei tGber 90 °C aus dem Autoklaven genommen und
direkt mit 2 L/min Stickstoff und einer Ruhrerdrehzahl von 400 rpm fir 20 Minuten bei 70 °C
begast. Danach wurden die Temperatur, die Ruhrerdrehzahl und die Begasungsrate auf die
Betriebsbedingungen eingestellt. Die Inokulation erfolgte tber ein Septum im Deckel und
einem Adapter aus einem sterilen Silikonschlauch und zwei Kanilen. Durch die Verwendung
eines berechneten Volumens an Vorkultur wurde eine anfangliche
Biotrockenmassekonzentration von 0,09 bis 0,11 g/L eingestellt. Das Animpfen selbst wurde
durch den Uberdruck in den Septumflaschen mit der Vorkultur automatisch initiiert sobald die
Kanile in die kopfiiber stehende Flasche eingebracht wurde. Direkt im Anschluss an das
Animpfen wurde der pH mit 3 M Kaliumhydroxid auf 5,5 eingestellt. Da Clostridium
acetobutylicum scherkraftempfindlich ist (Yerushalmi & Volesky, 1985) wurde eine
Initialphase mit einer Drehzahl von 50 rpm zu Beginn jeder Kultivierung eingestellt. Sobald
der pH durch die einsetzende Saurebildung der Zellen auf unter 5,4 gefallen war, wurde
automatisch die Drehzahl auf 200 rpm erhoht. Fur Versuche die ,ohne Begasung®
durchgefuhrt wurden, wurde zu diesem Zeitpunkt auch die Begasung unterbrochen. Diese
Initialbegasung war noétig, da die Gasbildung durch die Zellen in der Verzdgerungsphase
nicht ausreichend war, um diffusiv eindringende Raumluft durch die Abgasstrecke zu
verdrangen. Die Probenahme erfolgte Uber ein Probenahmesystem (Labfors, Infors GmbH,
Bottmingen, Schweiz; siehe Abbildung 4.3) oder, wenn mdglich, direkt tber ein im Deckel
integriertes Septum. Die Proben wurde jeweils direkt im Anschluss fur die HPLC Analyse

vorbereitet und die Biotrockenmassekonzentration bestimmt.
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Dauerv:

"
: il
Abbildung 4.3: Aufbau des Ruhrkesselreaktors zur Kultivierung von Mikroorganismen:
1 Ruhrkesselreaktor (1 L); 2 Steuereinheit; 3 Abgasanalytik fir Kohlenstoffdioxid;
4 Probeentnahmestelle zur Bestimmung fliichtiger Losemittel.

Bilanzierung in einem idealen Riuhrkesselreaktor im Satzverfahren

Um ausschlief3en zu kénnen, dass nicht beschriebene Stoffwechselwege auch wahrend den
Fermentationen aktiv sind, wurden Kohlenstoffbilanzen durchgefiihrt. Fur die Berechnung

einer Kohlenstoffbilanz wurden zwei Annahmen getroffen:

Es gilt das ideale Gasgesetz.

2. Wahrend der Fermentation werden nur die Salze der Sauren Acetat, Butyrat und
Laktat, die Losemittel Aceton, Ethanol und Butanol, sowie Acetoin,
Kohlenstoffdioxid und Biomasse gebildet.
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Zu jedem Probenahmezeitpunkt wurde die Stoffmenge an Gesamtkohlenstoff bestimmt.
Dieser setzt sich, wie in Gleichung 4.1 beschrieben, zusammen. Neben dem sich im Reaktor
befindlichem Kohlenstoff wird die Summe an entwichenem Kohlenstoffdioxid, sowie der
durch alle bisherigen Probenahmen entfernte Kohlenstoff mit dem Uber die Ldsemittel

verdunsteten Kohlenstoff gebildet.

t t t
nt(Cgesamt) = n(Cg) + Zont(CCOZ) + ZO 1t (Cprope) + Zont(CLM,verd)

Gleichung 4.1
nt(Cgesamt) Gesamter Kohlenstoff zum Zeitpunkt t, mol
n:(Cr) Stoffmenge des Kohlenstoffs im Reaktor (Metabolite und Biomasse), mol
nt(CCOZ) Kohlenstoffmenge an entwichenem Kohlenstoffdioxid, mol
ne(Comvera) Kohlenstoffmenge an entwichenem Lésemittel, mol
Nn(Cprope) Kohlenstoffmenge, die mit den Probenahmen entnommen wurde, mol

Das Reaktorvolumen wurde gravimetrisch aufgezeichnet. So konnte die Verdunstung
bertcksichtigt werden (siehe Gleichung 4.2).

Vet = VRe, = Werdt — 2o Ve Gleichung 4.2
VR Volumen im Reaktor zum Zeitpunkt to L
Vverd.t Volumen, das bis zum Zeitpunkt t verdunstet ist, L
Vp Volumen, das bis zum Zeitpunkt t fir Probenahmen entnommen wurde, L
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Die Kohlenstoffmenge in den entnommenen Proben bzw. im Reaktor wurde nach Gleichung
4.3 Uber die HPLC-Analytik und das jeweilige Volumen berechnet.

n t(CR) = nt(CBiomasse) + 23 Cn(xt) ' VR,t T Qy GIeiChung 4.3
cn(x¢) Konzentration eines Stoffes X zum Zeitpunkt t im Reaktor, mol/L
Vri Reaktorvolumen zum Zeitpunkt t, L
ay Anzahl der Kohlenstoffe des Stoffes X, -

Nt (Cpiomasse) Stoffmenge der in Biomasse gebundenen Kohlenstoffatome zum Zeitpunkt

t, mol

Der Anteil des in der Biomasse fixierten Kohlenstoffs wird mit folgender Formel bestimmt:

nt(cBiomasse) = CB”:,I.OAG Gleichung 4.4
c
CpTM Biotrockenmasse, g/L
Mc Molare Masse Kohlenstoff; 12 g/mol

0,46 entspricht dem Gewichtsanteil an Kohlenstoff in Bakterien (Chmiel, 2006).

Der Anteil an Kohlenstoff, der als Kohlenstoffdioxid mit dem Abgas entwich, wurde Uber die
Abgasanalytik im 20 Sekunden Takt erfasst, Uber Intervalle von 30 Minuten berechnet und

anschlieRend aufsummiert:

Vico, = Sh - At - T . Paoaes Gleichung 4.5
Vico, CO,-Volumen, das der Fermentation bis zum Zeitpunkt t entwichen ist, L
% Volumenstrom, L/min
At Zeitintervall, Gber das gemittelt wurde, min
Anteil CO, Anteil an CO, im Abgas fur das jeweilige Intervall (direkter Wert aus der

Abgasanalytik), %
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Pabgas Druck im Detektor fir das jeweilige Intervall, bar
Po Umgebungsdruck, 1,013 bar

Mit Hilfe des idealen Gasgesetzes konnte aus diesem Wert die Stoffmenge berechnet

werden:
Yomn: (Cco,) = p.zt% Gleichung 4.6
p Druck, Pa
R Allgemeine Gaskonstante 8,314 J/(molK)
T Temperatur, K

Die Stoffmenge an Kohlenstoff, die als verdampftes Lésemittel entwich, wurde Uber den

Compact-GC bestimmt und wie folgt berechnet:

My |

26 nt(CLM,verd) = Zg(M_ ax) Gleichung 4.7

Mit den bis zu den entsprechenden Zeitpunkten aufsummierten verdunsteten Massen der

Losemittel:
my, = Yo p (Stickstoff) v - b, - At Gleichung 4.8
My ¢ Masse des verdampften Losemittels von Beginn der Fermentation bis zum
Zeitpunktt, g
X Aceton, Butanol oder Ethanol

p Stickstoff Dichte des Abgases (Stickstoff), g/L
by Uber Kalibrierung mit Hilfe der GC berechnete Beladung, gx/gangas

At Zeitintervall, min

46



4. Material und Methoden

Die Kalibrationsfaktoren [1/Flacheneinheit] wurden beispielhaft zu 0,00667 fur Aceton,
0,000323 fur Ethanol und 0,00106 fur Butanol bestimmt.

Die so ermittelte Stoffmenge an Kohlenstoff wurde auf die zum ersten Zeitpunkt eingesetzte
bezogen. Dieses Verhdltnis bezeichnet die Wiederfindungsrate. Eine Wiederfindungsrate
von 90 % - 100 % des vorgelegten Kohlenstoffs wurde im Rahmen der Messgenauigkeit der
kombinierten Verfahren zur Analyse als gut befunden.

Glucoseaufnahmerate

Die Glucoseaufnahmerate Qs wurde wie folgt definiert:

_ dc(Gluc) _ €y (Gluc) — ¢, (Gluc)

Qs it P— Gleichung 4.9
Qs Glucoseaufnahmerate, g/(L h)
Ctx(GluC) Glucosekonzentration zum Zeitpunkt t,, g/L
Produktivitat

Die Butanol Produktivitat wurde so definiert:

dc(But) _ n(Butg)+ n(But yerq)
dt t

Ppu: = Gleichung 4.10

Pgut Butanolproduktivitat, g/(L h)

Bei nicht begasten Versuchen konnte die verdunstete Menge an Wasser und Losemittel
wiederum vernachlassigt werden und somit direkt die Konzentrationen anstatt der
Stoffmengen zur Berechnung verwendet werden. Die Produktivitdt wurde nur flr Stimme
berechnet, die Uber 9 g/L Butanol produziert hatten. Dies diente dazu, Stamme effektiv

vergleichen zu kénnen.
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Selektivitat

Die Selektivitat von Butanol auf Glucose wurde wie folgt definiert:

__ dn(But) _ Ny (Butp)+ ney (But yerq)

Gleichung 4.11

dn(Gluc) 1y, (Gluc)— ng, (Gluc)

S Selektivitat, mol/mol

ng (Butg) Stoffmenge an Butanol im Reaktor zur Zeit t,, mol

ne, (Butyerq) Verdunstete Stoffmenge an Butanol bis zur Zeit t,, mol
ntx(GluC) Stoffmenge an Glucose zum Zeitpunkt t, im Reaktor, mol

Bei nicht begasten Versuchen wurde die verdunstete Menge an Wasser und Losemittel
vernachlassigt und somit konnten direkt die Konzentrationen anstatt der Stoffmengen zur
Berechnung verwendet werden. Zu Vergleichszwecken wurde die Selektivitat zum selben

Zeitpunkt wie die Produktivitat berechnet.

4.3.4 Parallele Satzkultivierungen in Ruhrkesselreaktoren im mL-Mal3stab

Fur parallele Ansatze wurde ein Reaktorblock mit 48 parallelen Rihrkesselreaktoren im
Milliliter-MaRRstab, der am Lehrstuhl flr Bioverfahrenstechnik entwickelt wurde (siehe
Kapitel 3.7; Geratespezifikationen sind im Anhang Kapitel 12.2), verwendet. Der
Ruhrkesselreaktorblock wurde bisher im Rahmen mehrerer Studien verwendet und/oder

weiterentwickelt, beispielsweise von Kusterer et al. (2008).

Aufbau des Bioreaktorblocks

Im Bioreaktorblock sind acht Reihen mit jeweils sechs Einwegreaktoren aus Polystyrol mit
jeweils einem Arbeitsvolumen von 8 - 14 Milliliter angeordnet (siehe Abbildung 4.4). Die
Temperaturkontrolle erfolgt Uber einen Thermostaten, der Uber einen Temperaturfihler, der
im Bioreaktorblock angebracht ist, die Temperatur auf den gewinschten Sollwert (37 °C)
regelt. Die magnetisch-induktiven Rudhrorgane wirken bei ausreichend hohen Drehzahlen
(ca. 1700 rpm) gasinduzierend (Hortsch, 2011). Die Ruhrorgane sind auf Hohlachsen, die
direkt an der autoklavierbaren Sterilgasabdeckung befestigt sind, gleitend gelagert und

kénnen Uber ein Steuergerat mit einer definierten Ruhrerdrehzahl zwischen 200 - 2800 rpm
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betrieben werden (siehe Abbildung 4.4, schematische Darstellung in Abbildung 3.11). Eine
Ruhrerausfallerkennung war im Einsatz um einem Ausfall einzelner Rihrorgane entgegen zu
wirken. Sobald ein Rulhrer als ausgefallen detektiert worden ist, wurden alle Rihrer
neugestartet. Fiel ein Rihrer o6fter als 3-mal nacheinander aus, so wurde er als nicht mehr
relevant gekennzeichnet und fir den weiteren Versuchsverlauf nicht weiter berlcksichtigt.
Eine Kopfraumkihlung wurde mit einem separaten Thermostat auf T =2 °C gekihlt und
dazu eingesetzt um das Verdunsten von hauptsachlich Losemittel zu vermindern (siehe
Abbildung 4.5). Das hier anfallende Kondensat lief zuriick in die einzelnen Reaktoren.
Steriles Stickstoff Gas (Airliquide, Minchen; 99,999 %) wurde mit einem zwischen 1 L/h und
99 L/h manuell regelbaren Massedurchflussmesser (Vogtlin Instruments, Aesch, Schweiz)
Uber die Sterilgasabdeckung gleichmafRig auf die Reaktoren verteilt. Zudem war die
Sterilgasabdeckung so konstruiert, dass Uber das ausstromende Gas eine Sterilbarriere
nach auf3en aufrechterhalten werden konnte. Eine Uber der Sterilgasabdeckung angebrachte
Gasabsaugung sorgte daftir, dass wahrend des Betriebs keine Aerosole aus dem
Bioreaktorblock entweichen konnten.

Abbildung 4.4: links: Ruhrorgan auf einer Hohlachse; rechts: Einwegbioreaktor aus
Polystyrol
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© 00 N O
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Abbildung 4.5: Aufbau des Bioreaktorblocks fir anaerobe Kultivierungen:
Links: 1 Steuereinheit; 2 48-fach Bioreaktorblock; 3 Pumpe fir die Gasabsaugung;
4 Kiuhlelement fur die Abgaskihlung; 5 Heizelement fur die  Kultivierung
Rechts: 6 Gasabsaugung; 7 Sterilgasabdeckung; 8 Warmetauscher fur die
Kopfraumkihlung; 9 Reaktoren; 10 Warmetauscher zur Temperierung des Mediums.

Anwendung des Bioreaktorblocks fur pH-unkontrollierte Satzkultivierungen anaerober
Mikroorganismen

Um eine sauerstofffreie Atmosphéare fir die Arbeiten mit den strikt anaeroben
Mikroorganismen zu gewahrleisten, wurden alle Vorbereitungen fir Kultivierungen mit dem
Ruhrkesselreaktorblock innerhalb der Anaerobwerkbank durchgefiihrt. Die Reaktoren aus
Polystyrol wurden vor dem Versuch Uber Nacht unter der Anaerobwerkbank gelagert. Dies
fuhrte dazu, dass in den Kunststoff eingelagerter Sauerstoff entfernt wurde. Die Medien
konnten bei der anaeroben Atmosphére offen gehandhabt werden. Animpfvorgange wurden
mit Pipetten, nicht mit Spritzen und Kanulen, direkt in, mit anaeroben Medium gefillten,
Septumflaschen durchgefiihrt, da das eine genauere Arbeitsweise gewahrleistete. Der
Schaumbildung wurde mit 100 uL/L Polypropylenglykol (PPG) als Antischaummittel
entgegengewirkt. PPG zeigte bei Vorversuchen keinen Effekt auf den Kultivierungen von
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Clostridium acetobutylicum. Wie im Liter-Maf3stab wurden die Reaktionsansatze mit 0,09 -
0,11 g/L Biomasse angeimpft und der Start-pH, falls nicht extra deklariert, mit 3 M KOH auf
5,5 eingestellt. Als weitere Startbedingungen wurden in allen Versuchen 12 mL Fullvolumen
bei einer Ruhrerdrehzahl von 400 rpm und einer Temperatur von 37 °C eingesetzt. Die
Kopfraumkihlung wurde auf 2 °C eingestellt. Nachdem der gesamte Bioreaktorblock
vollstandig zusammengebaut und ausgeschleust war, wurde er direkt an eine
Stickstoffbegasung angeschlossen (1 Stunde bei 48 L/h; 1 Stunde bei 24 L/h; anschlieRend
Betriebsbedingungen), um den Stickstofffluss innerhalb der Sterilgasabdeckung und
Gasabsaugung zu stabilisieren. Probenahmen wurden in regelméaRigen Abstanden manuell
mit Spritzen und langen Kantlen (120 mm) durchgefiihrt. Die Analyse der Kulturiiberstande
wurde mit einem Einstrahlphotometer und einem HPLC System durchgefiihrt. Alle Versuche
im  Milliliter-MaRRstab wurden standardmaRig im Dreifachansatz durchgefiihrt. Die
Bestimmung der Verdunstungsrate von Ldsemitteln in diesem System wurde Uber eine
Bilanzierung des eingesetzten und nach einer definierten Betriebszeit im Medium
wiedergefunden Lésemittel durchgefiihrt. Eine online Applikation einer Compact-GC war
aufgrund des niedrigen Volumenstromes durch die einzelnen Reaktoren hier nicht moglich.

4.3.5 Leistungseintrag in Ruhrkesselreaktoren

Fur die am Lehrstuhl fur Bioverfahrenstechnik vorhandenen Reaktortypen wurde diese
Charakteristik bereits erstellt und der Leistungseintrag experimentell bestimmt (Hortsch,
2011). In Abbildung 4.6 ist der volumetrische Leistungseintrag fur die Ruhrkesselreaktoren
im Bioreaktorblock sowie fir einen Rihrkessel im Liter-MaR3stab mit einer Rushton Turbine
Uber der Ruhrerdrehzahl dargestellt. Der Leistungseintrag kann fir eine
Mal3stabsibertragung in der Bioverfahrenstechnik einen kritischen Parameter darstellen. Vor
allem dann, wenn die Mikroorganismen scherkraftempfindlich sind, wie zum Beispiel

Saugerzellen (Chmiel, 2011) oder Clostridium acetobutylicum.
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Abbildung 4.6: Volumetrischer Leistungseintrag der gasinduzierenden RUhrorgane
(schwarze Kreise) und einer Standard Rushton Turbine im Liter-MaR3stab (weiRe Kreise)
(modifiziert von Hortsch, 2011).

4.4 Analysemethoden

4.4.1 Bestimmung der Zellkonzentration

Die Zellkonzentration wurde photometrisch Uber die optische Dichte bei 600 nm (OD) von,
mit Phosphatpuffersalzlésung (PBS) entsprechend verdiinnten, Zellsuspensionen gemessen.
Der lineare Messbereich lag zwischen 0,1 und 0,3. Die Absorption des Mediums selbst
wurde bei jedem Versuch von den Proben subtrahiert.

Zusatzlich wurden die Biotrockenmassekonzentrationen fir den Referenzprozess im Liter-
Mal3stab gravimetrisch bestimmt. Hierzu wurden 1,5 mL Eppendorfgefalie vorgetrocknet. Fur
jeden Messpunkt wurden im Dreifachansatz je 1,5 mL der Probe in die Eppendorfgefal3e
gegeben. Anschlielend wurden die Zellen durch Zentrifugation (15000 g, 10 min) vom
Uberstand getrennt, der Uberstand fur weitere Analysen verwendet und die Zellpellets in den
Eppendorfgefallen bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (80 °C, mindestens 48 h). Die durch
erneutes Wiegen bestimmte Gewichtsdifferenz entsprach der Gesamtbiotrockenmasse in

1,5 mL Volumen.
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Die optische Dichte ist linear zur Biotrockenmasse (Gleichung 4.12). Es konnte ein

Korrelationsfaktor von naherungsweise 0,44 experimentell bestimmt werden.

Cgrm = Ay X OD Gleichung 4.12
CeT™ Biotrockenmassekonzentration, g/L
ay Korrelationsfaktor, g/L
oD Optische Dichte (600 nm), -

Es gilt zu beachten, dass leichte Abweichungen fiir rekombinante Stamme maglich sind.

4.4.2 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

Die gefilterten (0,2 um; regenerierte Cellulose) Uberstandsproben wurden bis zur Analyse
bei 4 °C in Rollrandflaschen mit Mikroeinsatz (0,1 mL) gelagert.

Die HPLC Analytik wurde fir die Bestimmung der in Losung vorliegenden Konzentrationen
des Substrats Glucose sowie der Produkte Acetat, Butyrat, Aceton, Ethanol, Butanol, Laktat,
Acetoacetat und Acetoin verwendet.

Zur Trennung der verschiedenen Stoffe wurde die Methode von Buday et al. (1990)
weiterentwickelt um bei 40 °C mit einer Aminex HPX-87 H S&ule (300 x 7,8 mm) mit 5 mM
Schwefelsdure als mobile Phase bei einer FluBrate von 0,6 mL/min und einem
Injektionsvolumen von 10 pL zu quantifizieren.

Fur die Analyse wurde der Brechungsindex-Detektor fiir Glucose und die Alkohole Ethanol
und Butanol verwendet. Fir die Bestimmung der restlichen Metabolitkonzentrationen wurde
ein Diodenarraydetektor verwendet.

Aceton und Acetoin wurden bei einer Wellenlange von 269 nm und Acetat, Butyrat,
Acetoacetat und Lactat bei einer Wellenlange von 210 nm bestimmt. Die ungefahren

Retentionszeiten und der jeweils verwendete Detektor sind in Tabelle 4.3 aufgefihrt.
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Tabelle 4.3: Detektoren und Retentionszeiten der HPLC Analytik.

Metabolit Detektor Retentionszeit,
(Wellenlange) Minuten
Glucose RI 9,0
Ethanol RI 21,0
Butanol RI 36,0
Lactat DAD (210 nm) 13,5
Acetat DAD (210 nm)/RI 15/15,1
Acetoacetat DAD (210 nm) 14,5
Butyrat DAD (210 nm) 22,5
Acetoin DAD (269 nm) 18
Aceton DAD (269 nm) 22,5

Als zu Grunde liegender Standard wurden definierte Gemische verwendet und in vier

verschiedenen Konzentrationsstufen gemessen.

4.4.3 Bestimmung der Zusammensetzung des Abgases

Losemittel:

Zur Bestimmung der flichtigen Komponenten im Abgas wurde ein Compact-
Gaschromatograph der Firma Axel Semrau GmbH (Sprockhoéfel, Deutschland) mit einer
Dunnfilmkapillarsadule (FS-FFAP-CB-0.5 30 m, 0,44 mm) mit einer Filmdicke von 0,5 pym
verwendet. Der Anteil an Aceton, Ethanol und Butanol im Abgas wurde (ber eine
Kalibrierung ermittelt. Genaue Methoden und Betriebsparameter sind im Anhang zu finden
(Kapitel 12.1). Ein Flammenionisationsdetektor wurde fir die Detektion benutzt. Die fur die
Analyse notwendige Gasmenge wurde automatisch von einer Pumpe aus dem Abgasstrom

angesaugt.

Kohlenstoffdioxid:

Der fur die Kohlenstoffbilanzierung wichtige Anteil an Kohlenstoffdioxid im Abgas wurde
mittels Gasanalytik von BlueSens (Herten, Deutschland) bestimmt. Hier wurde ein Infrarot
Absorptionsdetektor verwendet. Das gesamte Abgas wurde direkt durch die Messkammer

geleitet. Zur Auswertung wurde das Programm FermVis verwendet.
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4.4.4 Bestimmung der Ammoniumkonzentration

Die Bestimmung der Ammoniumkonzentrationen erfolgte mit einem enzymatischen Test von
R-Biopharm (Ammoniak UV Test, Nr. 11112732035) photometrisch bei 340 nm. Bei der
Durchfiihrung wurde sich an die beiliegenden Angaben des Herstellers gehalten. Bei einer
erhdhten Zahl an Proben wurden die Messungen in Mikrotiterplatten durchgefuhrt. Hierzu

wurden die Volumina entsprechend kleiner gewahlt.

4.4.5 Bestimmung der Verdunstungsraten

Fur Verdunstungsmessungen an den Rihrkesselreaktoren wurden fur den Liter- und den
Milliliter-MaR3stab die gleichen Ausgangsbedingungen gewahlt. Dem Standard MS-MES
Medium wurden 8 g/L Butanol, 6 g/L Aceton und 2 g/L Ethanol zugefligt. Diese
Konzentrationen entsprechen den im realen Prozess zu erwartenden Maximalwerten. Die
Begasungsrate im 1 Liter-Mal3stab entsprach 170 mL/min. Die Begasungsrate fir den
Milliliter-MaRstab wurde von Versuch zu Versuch zwischen 2 mL/(mL Reaktor) und
16 mL/(min Reaktor), das entspricht insgesamt 6 L/h und 48 L/h, variiert um vergleichbare

Bedingungen zu finden.

Wahrend des Versuches bei 37 °C wurde Uber einen Zeitraum von 24 Stunden regelmafiig
die Losemittelkonzentration mittels HPLC analysiert. Die Rihrerdrehzahlen wurden nach
dem Leistungseintrag (~ 0,2 W/L) auf 200 rpm im Liter-Maf3stab und auf 400 rpm im Milliliter-
Mal3stab eingestellt.

Im Bioreaktorblock wurden hierbei jeweils im Dreifachansatz Proben von zufallig
ausgewahlten Reaktoren genommen. Die Versuche wurden in jedem System zweimal

unabhangig wiederholt.
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5. Referenzprozess zur ABE Herstellung mit Clostridium

acetobutylicum

Als Ausgangspunkt fur weitere Untersuchungen von Reaktionsbedingungen oder
rekombinanten Stammen wurde zunachst eine Referenzkultivierung mit dem Wildtypstamm
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 im Satzverfahren etabliert. Hierzu wurden die in

Kapitel 4.3.3 beschriebenen Standard Rihrkesselreaktoren im Liter-Maf3stab verwendet.

5.1 Reproduzierbarkeit

Far die Etablierung eines Referenzprozesses wurden unterschiedliche
Ausgangsbedingungen untersucht. Zundchst wird auf die Vorkultur und den Start-pH
eingegangen.

Vorkultur

Das Animpfen mit einer durch Zentrifugieren aufkonzentrierten Zellsuspension fihrte im
Vergleich zum Animpfen direkt aus einer anaeroben Septumflasche zu einer Verlangerung
der Verzdgerungszeit von Uber 24 Stunden (Daten nicht gezeigt). Ebenfalls konnte keine
Vorkultur mit einem Alter von Uber 20 Stunden verwendet werden, da die Zellen zum Teil
nicht mehr anwuchsen oder der Wechsel in die Solventogenese nicht mehr erfolgte. Aus
diesem Grund wurden die Vorkulturen des Wildtypstamms nach exakt 16 Stunden

verwendet.

pH

Bei den Kultivierungen von Clostridium acetobutylicum ATCC 824 mit einem Anfangs-pH von
pH 5,8 in MS-MES Medium trat nicht reproduzierbar ein sog. ,acid crash* auf (siehe Kap.
3.4.3). Der pH sank rapide, die Zellen stellten das Wachstum und die Aufnahme von Sauren
ein und der Prozess stagnierte (siehe Abb. 5.1). So konnte der Verlauf der
Butanolkonzentration im Rihrkessel nicht reproduziert werden. Dieses Problem trat bei
einem verringerten Anfangs-pH von pH 5,5 nicht mehr auf, deshalb wurde dieser als

Referenzbedingung gewabhilt.
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Abbildung 5.1: Zeitverlauf des pH (durchgangige Linien) bei Kultivierungen mit einem
Anfangs-pH von 5,8 mit den dazugehérigen Butanolkonzentrationen (Einzelmessungen). Die
zugehorigen Messwerte sind farblich identisch. Neben einer ,normalen® Kultivierung
(schwarz) ist eine Kultivierung mit einem sogenannten ,acid crash® zu erkennen (grau).
(2 L; T =37 °C; n = 200 rpm; Satzverfahren; MS-MES Medium; Clostridium acetobutylicum).

Eine weitere Auffalligkeit war, dass die Verzdgerungszeiten bei verschiedenen
Reaktionsansatzen stark unterschiedlich waren. Das fihrte dazu, dass der Zeitpunkt der
Erhéhung der Ruhrerdrehzahl von 50 rpm auf 200 rpm nicht zu einem festgelegten Zeitpunkt
durchfuhrbar war, da sich die Zellen sonst zum Zeitpunkt der Erhéhung in nicht
vergleichbaren Wachstumsstadien befanden. Um dieses Problem zu umgehen wurde die
Erhdhung der Ruhrerdrehzahl pH gesteuert durchgefuhrt. Als Grenzwert wurde pH 5,4
gewahlt, da bei diesem eine OD von 1 vorlag und sich die Kultur nicht mehr in der
Verzdgerungsphase befand. Sobald der pH im Reaktor diesen Wert unterschritt, wurde die
Ruhrerdrehzahl automatisch erhdht. Dieser Zeitpunkt wurde als Startzeitpunkt (t = 0 h)

definiert.

Abbildung 5.2 A zeigt den zeitlichen Verlauf der Biotrockenmassekonzentration sowie den
Verlauf der Glucosekonzentration wahrend der Referenzkultivierung im Ruhrkesselreaktor.
Gezeigt sind die Daten von unabhangigen Satzprozessen. Zum Ende der Fermentation
lagen noch gut 10 g/L Glucose im Reaktionsansatz. Die Biotrockenmassekonzentration
durchlief ein Maximum. Abbildung 5.2 B zeigt den pH Verlauf beim Referenzprozess. In den

Abbildungen 5.2 B und 5.3 A sind die beiden Phasen, Solventogenese und Acidogenese, gut
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zu erkennen. Bis zu einer Prozesszeit von 10 Stunden wurden S&uren gebildet und der pH
sank von pH 5,5 ausgehend auf pH 4,6. Wahrend der anschlieRenden Solventogenese
wurden bis t=30 Stunden Losemittel gebildet und Sauren wieder aufgenommen (siehe
Abb. 5.3).
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Abbildung 5.2: Referenzprozess, 2-fach durchgefiihrt (schwarze und wei3e Symbole stehen
jeweils fur einen separaten Versuch): (A) Glucose- (Quadrate) und Biotrockenmasse-
(Kreise) konzentrationen, sowie der (B) pH. Zum Zeitpunkt t = O wurde die Ruhrerdrehzahl
erhoht. (V=2 L; T = 37 °C; n = 200 rpm; MS-MES Medium; Satzverfahren; Clostridium
acetobutylicum).
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Butyrat, g/L

Aceton, Butanol, g/L

Saurebildung Lésemittelbildung Absterbephase
4
| 3
m O 0O m 3
OO O i
[ | 2 ‘é
<
: i
O @O
o' 8 1
S T o ®O
S 0
-10 0 10 20 30 40 50
Zeit, h
Saurebildung Losemittelbildung Absterbephase
® - 8
8
s
n
g o
0O
_o—oag ™
-10 0 10 20 30 40 50
Zeit, h

Abbildung 5.3: Referenzprozess, 2-fach durchgefiihrt (schwarze und wei3e Symbole stehen
jeweils fiur einen separaten Versuch): (A) Acetat- (Quadrate) und Butyrat- (Kreise)
konzentrationen und (B) Butanol- (Kreise) und Aceton- (Quadrate) konzentrationen. Zum
Zeitpunkt t = 0 wurde die Ruhrerdrehzahl erhoht. (V =2 L; T = 37 °C; n = 200 rpm; MS-MES

Medium; Clostridium acetobutylicum).
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Bis zum Zeitpunkt der hdchsten Butanolkonzentration von 7 g/L nach 31 Stunden wurden
40 g/L Glucose verbraucht. Der Abfall der Butanolkonzentration nach 31 Stunden resultiert
aus der Verdunstung, die zu diesem Zeitpunkt bereits héher als die Produktion ist. Die

Ethanolkonzentrationen lagen deutlich unter 1 g/L und wurden deshalb nicht eingetragen.

In Tabelle 5.1 sind die Variablen des Referenzprozesses zusammengefasst.

Tabelle 5.1: Bedingungen fir einen Referenzprozess

Medium MS-MES Medium

Temperatur 37 °C

Ruhrerdrehzahl 50 rpm; ab einem pH von 5,4: 200 rpm
Start-pH 5,5

Begasungsrate 2L; 1L-Riuhrkessel 0,265 L/min N ; 0,170 L/min N,

Inokulation mit einer 16 h alten Vorkultur auf eine OD

von 0,18-0,21 (~ Cgrm= 0,09-0,11 g/L)

Der so etablierte Referenzprozess wurde als Grundlage fur alle Untersuchungen genutzt.

Zusatzlich zum Referenzprozess mit einer Stickstoffoegasung wurde fiir einen spateren
Vergleich der maximal moglichen produzierten Menge an Butanol von verschiedenen
Stammen ein nicht begaster Referenzprozess durchgefuhrt. Das heil3t, dass zum Zeitpunkt
der Ruhrerdrehzahlerhéhung bei diesem Versuch gleichzeitig die Begasung abgebrochen

wurde. Bei diesen Bedingungen verdunstet kein Losemittel.

Abbildung 5.4 zeigt die Losemittelverlaufe bei dieser Kultivierung. Die Butanolkonzentration
stieg nach 90 Stunden auf 10,5 g/L. Vergleicht man den Verlauf der Butanolkonzentrationen
im begasten Referenzprozesses mit dem Prozess ohne Begasung (siehe Abbildung 5.5), so
wird deutlich, dass die Verdunstung bis zur maximalen Butanolkonzentration bei den
begasten Versuchen nur geringe Fehler (< 6 %) zeigte und erst in der darauffolgenden Zeit
einen grofReren Einfluss aufwies. Die Produktivitdt und die Ausbeute kann bei den nicht
begasten Reaktionsansétzen direkt aus den vorliegenden Konzentrationen errechnet

werden, da keine Lodsemittel verdunsten. Die volumetrische Produktivitait bei dem
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Referenzprozess ohne Begasung die zum Zeitpunkt t = 69 h (9 g/L Butanol) vorlag, betrug
0,13 g/(L h) und die Ausbeute 0,46 mol/mol Butanol aus Glucose.
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Abbildung 5.4: Verlauf der Ldsemittelkonzentrationen (Butanol schwarz, Aceton grau,
Ethanol weilR) bei einem Referenzprozess ohne aktive Begasung mit Stickstoff. (V = 1 L;
T =37 °C; n =200 rpm; MS-MES Medium; Clostridium acetobutylicum).
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Abbildung 5.5: Vergleich der Butanolkonzentrationen beim Referenzprozess im
Satzverfahren im Ruhrkesselreaktor mit (wei3e Symbole) und ohne (schwarze Symbole)
Stickstoff Begasung. (T= 37 °C; n = 200 rpm; MS-MES Medium; Clostridium

acetobutylicum).
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5.2 Kohlenstoffbilanz

Der Einsatz eines definierten Mediums ermoglichte eine Kohlenstoffbilanzierung der
Kultivierungen im Liter-MaRstab. Da fur die Abgasanalytik ein minimaler Abgasstrom von
6 L/h notwendig war, konnte die Bilanzierung nur bei mit Stickstoff begasten Versuchen
verwendet werden. Dazu wurde die CO,-Bildung und das durch Verdunstung entwichene
Lésemittel Uber die Abgasanalytik erfasst. Die Kohlenstoffbilanzen wurden nach Gleichungen
aus Kapitel 4.3.3 berechnet und waren in allen Kultivierungen im Laborreaktor zu mindestens
90 % geschlossen. In Abbildung 5.6 wird beispielhaft nur die Kohlenstoffbilanz des
Referenzprozesses gezeigt. Der Schluss der Kohlenstoffbilanz belegt, dass mit der

genutzten Analytik alle Hauptprodukte quantitativ bestimmt werden konnten.
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Abbildung 5.6: Integrale Kohlenstoffbilanzen des Referenzprozesses im definierten MS-
MES-Medium im Ruhrkesselreaktor Liter-Maf3stab. Die Zeitachse ist normiert auf die
Ruhrerdrehzahlerhéhung (V = 1 L; T = 37 °C; n = 200 rpm; MS-MES Medium; Clostridium
acetobutylicum).
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Diskussion

Der Referenzprozess mit dem Wildtypstamm von Clostridium acetobutylicum konnte
erfolgreich reproduziert werden. Der erreichte Maximalwert der Butanolkonzentration von
7 g/L ist mit Literaturwerten gut vergleichbar. Berlcksichtigt man, dass die auftretende
Verdunstung und das Fehlen von Komplexbestandteilen im Medium eine Minderung der
Maximalkonzentration verursachen konnen, ist der Wert sehr gut und kann als
Vergleichsbasis fur weitere Versuche verwendet werden. Bei den Versuchen ohne Begasung
wurde ein Maximalwert von tber 10 g/L Butanol erreicht. Die verwendete online Analytik ist
fur ABE Fermentationen gut einsetzbar. Dies konnte (ber die erfolgreiche

Kohlenstoffbilanzierung gezeigt werden.
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6. Mal3stabsverkleinerung der ABE Herstellung mit

Clostridium acetobutylicum

6.1 Anaerobe Septumflaschen

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Stamme wurden in anaeroben Septumflaschen kultiviert.
Fur die Sporen- oder Vorkulturgewinnung sind anaerobe Septumflaschen das Mittel der
Wahl. Gegen eine Parallelisierung sprechen jedoch zwei Aspekte: Die Kontrolle
verschiedener Prozessparameter kann kaum gewahrleistet werden, da in anaeroben
Septumflaschen keine online Erfassung von Messwerten erfolgen kann. Die im Nachhinein
durchgefuhrte Messung nach Probenahme kann sich als schwierig gestalten, da der pH
beispielsweise abhangig von der dariiberstehenden CO, Atmosphare ist. Zudem handelt es
sich bei den Septumflaschen um Standkulturen, bei denen keine Homogenisierung
stattfindet und hohere, nur langere und schwer reproduzierbare Verzdgerungszeiten

auftreten kénnen (siehe Abbildung 6.1).
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Abbildung 6.1: Vergleich der Verlaufe der Butanolkonzentrationen von ABE Fermentationen
mit Clostridium acetobutylicum in gertihrten und nicht geriihrten Bioreaktoren (weif3,
Ruhrkesselreaktor mit Begasung im Liter-Mal3stab; schwarz, Rihrkesselreaktor ohne
Begasung im Liter-Mal3stab; grau in anaeroben Septumflaschen).
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6.2 Anaerobe Ruhrkesselreaktoren im Milliliter-Maf3stab

6.2.1 MalRstabstibertragung des Referenzprozesses

Zur Mal3stabsverkleinerung des Referenzprozesses zur ABE Fermentation mit Clostridium
acetobutylicum stellten sich drei Kriterien als entscheidend heraus: Da die Mikroorganismen
sehr scherkraftempfindlich sind, wurde das Hauptaugenmerk auf den volumetrischen
Leistungseintrag gelegt. In der Bioverfahrenstechnik ist diese ProzessgrofRe neben der
Mischzeit eine Ubliche VergleichsgroRRe fur eine MalRstabsvergréfRerung oder —verkleinerung
(Junker et al., 2009; Palmqvist et al., 2011, Delvigne et al., 2009). Zudem musste eine aktive
Begasung gewahlt werden, da aufgrund der Kiirze der Abluftstrecke bei den parallelen
Ruhrkesselreaktoren ansonsten das diffusive Einstromen von Sauerstoff nicht zu verhindern
gewesen ware. Diese musste so gewahlt werden, dass die Verdunstungsraten im Milliliter-
Mal3stab vergleichbar mit den Raten aus dem 1 Liter Ruhrkesselreaktor waren. Au3erdem
musste der Gasstrom noch ausreichend grol3 sein, damit anaerobe Konditionen im

Bioreaktorblock vorherrschen.

- Vergleichbarer Leistungseintrag in beiden MalRstdben: Die Werte flr vergleichbare
volumenbezogene Leistungseintrage wurden der Literatur entnommen (Hortsch, 2011). Aus
dem im Referenzprozess verwendeten Leistungseintrag im Liter-Mal3stab (mit 200 rpm) von
0,2 W/L wurde eine Drehzahl von 400 rpm im Milliliter-Mal3stab abgeleitet.

- Ahnliche Verdunstungsraten im Liter- wie im Milliliter-MaRstab: Die verschiedenen
Verdunstungsraten der Losemittel im Milliliter-Maf3stab wurden unter Betriebsbedingungen
nach dem ,educated guess” Verfahren untersucht. Die Kopfraum-Begasungsrate wurde nach
und nach auf 6 L/h fir alle 48 Reaktoren reduziert. Dies entspricht einer Kopfraum-
Begasungsrate von 2,1 mL pro Reaktor und Minute. Abbildung 6.2 zeigt den Verlauf der
Konzentrationen der Losemittel Gber 24 Stunden bei 37 °C bei einer auf 2 °C eingestellten
Kopfraumkihlung. Bei dieser Rate war die Verdunstung der Losemittel vergleichbar mit der
beim  Referenzprozess im  Liter-Malistab. Die lineare  Approximation  der
Gelostkonzentrationen zeigt Verdunstungsraten fur Butanol von 0,06 g/(L h), fiir Aceton von
0,14 g/(L h) und fur Ethanol von 0,01 g/(L h) unter den eingestellten Betriebsbedingungen
(siehe Abbildung 6.3). Der Fakt, dass vergleichsweise mehr Butanol als Ethanol verdunstet
liegt an den Eigenschaften des Stoffgemischs Wasser - Butanol - Ethanol. Die Stoffgemische

Wasser-Ethanol und Wasser-Butanol besitzen jeweils ein Minimum Azeotrop, was bei dem
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6. MalR3stabsverkleinerung der ABE Herstellung mit Clostridium acetobutylicum

Dreistoffgemisch Wasser - Butanol - Ethanol zu einer Minimum-Grenzdestillationsline
zwischen diesen beiden Gemischen fiihrt. Diese fuhrt wiederum zu dem unerwarteten
Verhalten des Gemisches, dass, obwohl reines Ethanol einen niedrigeren Siedepunkt als

reines Butanol besitzt, mehr Butanol als Ethanol verdunstet (siehe Kapitel 3.1.1).
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Abbildung 6.2: Vergleichende Charakterisierung der Verdunstung in Rihrkesselreaktoren
im Liter- und Milliliter-MaR3stab bei Betriebsbedingungen von 37 °C und den Kopfraum-
Begasungsraten von 2,1 mL/min und Reaktor (im Milliliter-MaRstab) und 0,170 L/min (im
1 Liter-MaRstab). Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen von 3 unterschiedlichen
Reaktoren.

Die daraus resultierende volumetrische Begasungsrate ist mit 175 mL/(L min) um

5 mL/(L min) héher als beim Ruhrkesselreaktor im Liter-MafR3stab.
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- Aufrechterhaltung anaerober Betriebsbedingungen wahrend der Kultivierung: Diese
wurde mit dem Redoxindikator (Resazurin), wahrend der Satzprozesse im Milliliter-MaRstab

nachgewiesen.

Wie fur den Betrieb des Ruhrkesselreaktorblocks ublich wurde fur Reaktionsansatze im
Milliliter-MaRRstab Antischaummittel (0,01 % w/w Polypropylenglykol) verwendet. Es wurde
dabei weder ein negativer noch ein positiver Effekt auf die Kultivierung nachgewiesen.

Abbildungen 6.3 - 6.5 zeigen vergleichend die Konzentrationsverlaufe der verschiedenen

Metabolite im Milliliter-MaRstab und im Liter-Maf3stab.
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Abbildung 6.3: Biotrockenmasse- (Kreise) und Glucosekonzentration (Quadrate) wahrend
einer Satzkultivierung von Clostridium acetobutylicum in Milliliter-Ruhrkesselreaktoren
(schwarze Fillung) bei einer Begasung von 2,1 mL/(min Reaktor) im Vergleich zum
Referenzprozess im Liter-Mal3stab (weiRe Fillung). Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung von Dreifachansatzen.

Der Vergleich der Glucosekonzentrationen und der Biotrockenmassekonzentrationen
(Abbildung 6.3) zeigt eine gute Ubereinstimmung in beiden MaRstaben. Auffallig war, dass
bei der Kultivierung im Milliliter-Maf3stab keine bzw. nur eine sehr kurze Verzégerungsphase

auftrat.
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Abbildung 6.4: Acetat- (links) und Butyratkonzentrationen (rechts) wahrend einer
Kultivierung von Clostridium acetobutylicum in Milliliter-Rihrkesselreaktoren bei einer
Begasung von 2,1 mL/(min Reaktor) (schwarze Fillung) im Vergleich zum Referenzprozess
im Liter-Mal3stab (weil3e Fullung). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung
von Dreifachansatzen.

Vergleicht man die S&urekonzentrationsverlaufe (gezeigt in Abbildung 6.4), so waren fir
Acetat sehr &hnliche Verlaufe zu sehen. Die Butyratkonzentrationen waren im Milliliter-
Mal3stab zu Beginn unter dem des Referenzprozesses und ab t = 20 Stunden 1 g/L Gber den
Konzentrationen des Referenzprozesses Liter-Mal3stabes. Die Acidogenese war, wie die

Solventogenese, sehr gut zu sehen.
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Abbildung 6.5: Butanol- (Kreise) und Acetonkonzentration (Quadrate) wahrend einer
Kultivierung von Clostridium acetobutylicum ATCC 824 in Milliliter-Ruhrkesselreaktoren bei
einer Begasung von 2,1 mL/(min Reaktor) (schwarze Fullung) im Vergleich zum
Referenzprozess im Liter-Mal3stab (weiRe Fillung). Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung von Dreifachansatzen.
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In Abbildung 6.5 ist der Vergleich der Ldsemittelkonzentrationen in den Milliliter-
Ruhrkesselreaktoren zum Referenzprozess im Liter-Mal3stab aufgetragen. Der zeitliche
Verlauf von Ethanol, dessen Konzentrationen in beiden Maf3staben stets unter 1 g/L war,

wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet.
Diskussion

Die Skalierbarkeit des ABE Referenzprozesses vom Liter- zum Milliliter-MaR3stab konnte fur
alle bestimmten Metaboliten erfolgreich demonstriert werden. Als ausschlaggebende
Kriterien stellten sich der volumetrische Leistungseintrag, die Begasungsrate
beziehungsweise die daraus resultierende Verdunstungsrate und das Aufrechthalten der
anaeroben Zustande in den Milliliter-Ruhrkesselreaktoren heraus. Eine Auffalligkeit war,
dass der Referenzprozess im Milliliter-Mal3stab nahezu keine Verzogerungszeit aufwies. Das
kann daran liegen, dass die Animpfprozedur des Milliliter-Bioreaktorblocks vergleichsweise
schonend ablauft. Beim Animpfen im Rihrkesselreaktor werden die Clostridium
acetobutylicum Zellen durch zwei sehr kleine Kaniilen mit Hilfe des Uberdrucks in der
anaeroben Septumflasche in den Reaktor gedriickt. Dieser Vorgang dauert mehrere
Minuten. Beim Animpfen des Bioreaktorblocks wird die Vorkultur bei anaeroben
Bedingungen direkt von der anaeroben Septumflasche der Vorkultur in eine, mit dem neuen
Medium vorbereitete Flasche gekippt und damit vermischt. Das Animpfen findet dann Uber
eine 10 mL Pipette statt und dauert nur wenige Sekunden. Die schonende Animpfprozedur
ist wahrscheinlich auch der Grund dafir, dass fiir den Betrieb des Bioreaktorblocks keine

niedrigen Drehzahlen zum Beginn der Kultivierung notwendig waren.

6.2.2 Reproduzierbarkeit der ABE Fermentation

Um die Reproduzierbarkeit der Parallelprozesse zu Uberpriifen, wurde bei einem parallelen
Versuchsansatz jeder Ruhrkesselreaktor mit derselben Vorkultur angeimpft und bei den
Standardbedingungen (37 °C; 400 rpm; 2,1 mL/(min Reaktor) Stickstoff Begasung)
betrieben. Tabelle 6.1 zeigt die gemittelten Konzentrationen mit den zugehdrigen

Standardabweichungen, die 31 Stunden nach Inokulation gemessen wurden.
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Tabelle 6.1: Gemittelte  Stoffkonzentrationen von 48 identisch betriebenen
Ruhrkesselreaktoren im Milliliter-Maf3stab nach einer Kultivierungsdauer von 31 Stunden

Glucose Ethanol Butanol Acetat Butyrat Aceton Biotrocken-
masse
Mittelwerte, g/L 16,55 0,41 6,55 1,39 240 3,18 256
Standardabweichung, 1,82 0,02 0,28 0,14 0,26 0,21 0,37

g/L
Standardabweichung,

% 11,0% 5,3% 4,2% 9,8% 11,00 6,7% 14,5%
(1]

Die bei den jeweiligen Produkten erreichten Konzentrationen sind vergleichbar mit denen
des Referenzprozesses im Liter-Maf3stab und die niedrige Standardabweichung ist mit unter
7 % fir die Losemittel sehr gut. Die Standardabweichung von 15 % fir die Biotrockenmasse
liegt auch im Rahmen der gravimetrischen Bestimmungsgenauigkeit. Es ist eine sehr gute
Reproduzierbarkeit vorhanden.

6.2.3 Sterilitat und Kreuzkontamination im Parallelbioreaktorblock

Zur Uberpriifung des kontaminationsfreien Betriebs der Parallelreaktoren wurde ein Versuch
durchgefuihrt. Einige Reaktoren wurden mit sterilem Medium gefillt und ohne
Mikroorganismen bei den ublichen Bedingungen betrieben. Es wurde festgestellt, dass in
den Reaktoren die ohne Zellen betrieben wurden, kein Anstieg der OD zu beobachten war.
Somit sind Kreuzkontaminationen ausgeschlossen und eine parallele vergleichende

Kultivierung von verschiedenen Stammen ist moglich.
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7. Reaktionstechnische Charakterisierung von

rekombinanten Clostridium acetobutylicum

Alle im folgenden Kapitel vorgestellten rekombinanten Clostridium acetobutylicum Stamme
wurden von den Kooperationspartnern Frau Dr. Litke-Eversloh, Frau Lehmann und Frau
Mann am Institut fir Biowissenschaften / Mikrobiologie (Prof. Bahl) der Universitat Rostock
hergestellt und zur Verfligung gestellt.

Alle Stamme wurden in RUhrkesselreaktoren im 1 Liter-Maf3stab und im 12 Milliliter-MalR3stab
untersucht. Alle Versuche in diesem Kapitel wurden unter Referenzbedingungen (siehe
Kapitel 5 und 6) durchgefihrt.

7.1 Deletionsstamme

7.1.1 Deletionsmutante Clostridium acetobutylicum hbd::int

Bei dem Deletionsstamm C. acetobutylicum hbd::int ist das Gen fir die 3-Hydroxybutyryl-
CoA Dehydrogenase inaktiviert (vgl. Abbildung 7.1; rechts unten). Dieses Enzym katalysiert
die Umsetzung von Acetoacteyl-CoA zu 3-Hydroxybutyryl-CoA und verbraucht dabei ein
NADH. Als Konsequenz dieser Deletion sind die Reaktionswege zu den C,-Képern Butyrat
und Butanol abgeschnitten. Demzufolge sollten weder Butyrat noch Butanol von
C. acetobutylicum hbd::int gebildet werden kdnnen. Dazu gab es Untersuchungen, die vom
Kooperationspartner in anaeroben Septumflaschen durchgefihrt wurden. Ein Teil der
Ergebnisse aus Versuchen in anaeroben Septumflaschen wurde von den
Kooperationspartnern in Rostock bereits veroffentlicht. Diese zeigten, dass die Mutante sehr
gut Uberlebensfahig war und in grof3en Mengen Ethanol (ca. 16 g/L) bilden konnte (Lehmann
& Lutke-Eversloh, 2011).

In Abbildung 7.1 sind samtliche Konzentrationen der Fermentationsprozesse in den
Ruhrkesselreaktoren im Liter-Mal3stab, sowie im Milliliter-MalRstab gezeigt. Die Dauer der
Verzégerungsphase im Milliliter-Malstab konnte aufgrund der fehlenden pH Messung in den
Milliliter-RUhrkesselreaktoren nicht exakt bestimmt werden. Fir den Vergleich der
Konzentrationen aus beiden Mal3stdben wurden die Zeitachsen flr Konzentrationen im

Milliliter-Mal3stab um 5 Stunden verschoben. Zudem sind flir einen charakterisierenden
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Vergleich Konzentrationsverlaufe der Referenzkultivierung mit dem Wildtypstamm
aufgetragen.

Zunachst ist festzustellen, dass die Konzentrationsverlaufe in beiden MaRstdben sehr
ahnlich waren. Die Glucoseaufnahme lief im Vergleich zum Wildtyp sehr schnell ab. So war
nach 25 Stunden keine Glucose mehr im Medium vorhanden (Qs=2,2 g/(L h)), beim
Wildtypstamm waren es zu dieser Zeit noch 30 g/L, was einer Glucoseaufnahmerate von
1,2 g/(L h) entspricht. Gleichzeitig war das Wachstum der Zellen sehr ausgepragt. Statt einer
maximalen Biomassekonzentration von knapp 2,8 g/L nach 31 Stunden wie beim Wildtyp,
wies dieser Stamm nhach 25 Stunden eine Biotrockenmassekonzentration von 4,9 g/L auf.
Zum Ende des Satzverfahrens sank die Biotrockenmassekonzentration schlie3lich wieder
auf 3,7 g/L und war damit zu diesem Zeitpunkt, als bereits keine Glucose mehr vorlag,
doppelt so hoch wie die des Wildtypstamms, obwohl sich bei der Referenzkultivierung noch
Glucose im Medium befand. Die Acetatkonzentration verlief ahnlich zu der, der
Referenzkultivierung mit dem Wildtypstamm. Es wurde, wie erwartet, kein Butyrat gebildet.
Allerdings wurde mit 18 g/L nach 35 Stunden sehr viel Ethanol und kein Butanol produziert.
Im Vergleich mit der Referenzkultivierung wurde mit 2 g/L in etwa die Halfte der
Acetonkonzentration erreicht.

Diskussion:

Die Skalierbarkeit der Satzkultivierung des rekombinanten Stamms C. acetobutylicum
hbd::int in RUhrkesselreaktoren zwischen Liter- und Milliliter-MaRRstab, der vergleichsweise
hohe Zelldichten und Ethanolkonzentrationen erreichte, konnte sehr gut bestatigt werden. Es
konnte dartber hinaus bestatigt werden, dass der Stamm hohe Mengen an Ethanol
produziert, um NADH zu verbrauchen, da kein Butanol gebildet werden konnte. Die Mutation
war stabil und es wurde im gesamten Verlauf der Kultivierung weder Butanol noch Butyrat
nachgewiesen. Da die inhibierende Wirkung von Butanol und Butyrat ausblieb, konnte der
Organismus besser wachsen und die Biotrockenmassekonzentration nahm zum Ende des
Satzprozesses auch nicht so stark ab wie bei der Wildtypkultivierung.

Die Ethanolkonzentration konnte mit einem Glucosezulauf in einer separaten Kultivierung
noch auf Uber 35 g/L gesteigert werden (Daten nicht gezeigt). Als Ethanolproduzent ist
dieser Stamm jedoch nicht konkurrenzfahig zu Hefen, die Ethanol in einer Konzentration von
deutlich Gber 100 g/L bilden kénnen (Lin & Tanaka, 2006; Jarboe et al., 2007).
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Abbildung 7.1: Charakterisierung von C. acetobutylicum hbd::int im Satzverfahren im Liter-
(weil3e Kreise) und Milliliter-Riihrkesselreaktor (schwarze Kreise; Standardabweichung aus
drei Prozessen) im Vergleich zum Wildtyp (graue Linie). Aufgelistet sind die
Konzentrationsverlaufe aller Produkte und eine vereinfachte Darstellung der Deletion im
Stoffwechsel (rechts unten). Die Versuche fanden unter Referenzbedingungen statt.
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7.1.2 Deletionsmutante Clostridium acetobutylicum adhE::int

Das Gen adhE codiert fir die Aldehyd Dehydrogenase. Diese setzt unter Verbrauch von
einem NADH Acetyl-CoA und Butyryl-CoA zum jeweiligen Aldehyd um (siehe Abbildung 7.2,
rechts unten). Die Aldehyde sind die Vorstufen der jeweiligen Alkohole Ethanol und Butanol.
Bei einem Stamm mit deletiertem adhE Gen, sollte kein Alkohol gebildet werden. Es sollte
somit kaum eine solventogene Phase eintreten, da maximal eine geringe Menge S&ure
wieder aufgenommen werden kann und so Aceton gebildet werden kénnte. Da die Enzyme
fur die Stoffwechselwege zu den Alkoholen jedoch nicht exprimiert werden, sollte die
Reassimilation nur in sehr geringem Ausmal stattfinden. Ziel dieser Deletion war es, zu
erfahren wie der Organismus auf diese Verdnderung reagiert, also ob weitere
Stoffwechselwege bedient werden kénnen. Zudem wurde aus Vorversuchen mit anaeroben
Septumflaschen erwartet, dass diese Mutante vergleichsweise schlecht wachst.

Abbildung 7.2 zeigt alle Konzentrationen, die bei der Satzkultivierung von C. acetobutylicum
adhE::int in Ruhrkesselreaktoren gemessen wurden. Die Dauer der Verzdgerungsphase im
Milliliter-MaRstab konnte aufgrund der fehlenden pH Messung in den Milliliter-
Ruhrkesselreaktoren nicht exakt bestimmt werden. Fur den Vergleich der Konzentrationen
aus beiden Maf3stdben wurden die Zeitachsen der Konzentrationen im Milliliter-MaR3stab um
2 Stunden verschoben. Es ist zu erkennen, dass die Verlaufe im Milliliter-Maf3stab sehr
ahnlich zu den Verlaufen der Kultivierungen im Liter-Maf3stab sind.

Die Acidogenese (bis t = 12 Stunden) verlief &hnlich zum Wildtyp, mit der Ausnahme, dass
keine Losemittel gebildet wurden. Acetat und Butyrat wurden produziert und Glucose wurde
verstoffwechselt. Das Anwachsen des Stamms verlief etwas langsamer als das des
Wildtypstamms im Referenzprozess. Im Anschluss an die acidogene Phase wurde kaum
noch Glucose aufgenommen, 40 g/L verblieben im Medium. Die Biotrockenmasse-
konzentration stagnierte bei circa 1,8 g/L. Die Sauren wurden nicht wieder aufgenommen
und es kam zu einer Akkumulation von Acetat (knapp 4 g/L) und Butyrat (4,5 g/L) bevor der
Stoffwechsel eingestellt wurde und keine Anderungen mehr zu beobachten waren (siehe
Abbildung 7.2).
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Abbildung 7.2: Charakterisierung von C. acetobutylicum adhE::int im Satzverfahren im Liter-
(weil3e Kreise) und Milliliter-Riihrkesselreaktor (schwarze Kreise; Standardabweichung aus
drei Prozessen) im Vergleich zum Wildtyp (graue Linie). Aufgelistet sind die
Konzentrationsverlaufe aller Produkte und eine vereinfachte Darstellung der Deletion im
Stoffwechsel (rechts unten). Die Versuche fanden unter Referenzbedingungen statt.
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Diskussion:

Wie erwartet, verhielt sich dieser Stamm wahrend der acidogenen Phase sehr ahnlich zum
Wildtypstamm. Im Anschluss bildete er jedoch keine Ldsemittel und konnte auch die Sauren
nicht wieder aufnehmen Diese akkumulierten im Medium. Der Stoffwechsel endete dann in
einem ,acid crash®. Dass kein Aceton gebildet wurde, war ein Resultat aus der nicht
vollzogenen Wiederaufnahme der Sauren und entsprach daher den Erwartungen.

Die Skalierbarkeit der Satzkultivierung eines vergleichsweise schlecht wachsenden

Clostridium acetobutylicum Stamms konnte hiermit auch bestatigt werden.
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7.1.3 Deletionsmutante Clostridium acetobutylicum adc::int

Bei der Deletionsmutante C. acetobutylicum adc::int wurde das Gen fur die Acetoacetat
Decarboxylase deletiert (vgl. Abbildung 7.3, rechts unten). Daher kann dieser rekombinante
Stamm Acetoacetat nicht zu Aceton decarboxylieren. Ziel dieser Modifikation im
Zentralstoffwechsel war es, die Produktselektivitat fir Butanol zu erh6éhen indem das
Nebenprodukt Aceton nicht mehr produziert werden kann.

Abbildung 7.3 zeigt den Verlauf der Produktkonzentrationen wéahrend Satzkultivierungen von
Clostridium acetobutylicum adc::int in RUhrkesselreaktoren im Liter- und im Milliliter-MafR3stab
im Vergleich zu den jeweiligen Konzentrationen wahrend des Referenzlaufs mit dem
Wildtypstamm. Die Dauer der Verzégerungsphase im Milliliter-Maf3stab konnte aufgrund der
fehlenden pH Messung in den Milliliter-Ruhrkesselreaktoren nicht exakt bestimmt werden.
Fur den Vergleich der Konzentrationen aus beiden MaR3stdben wurden die Zeitachsen der
Konzentrationen im Milliliter-MaRRstab um 5 Stunden verschoben. Zun&chst ist festzuhalten,
dass sich die Konzentrationen in beiden Malf3staben wieder sehr &hneln. Glucose wurde
wahrend der Acidogenese in einem, der Referenzkultivierung &hnlichen, Umfang
verstoffwechselt und Wachstum fand auch vergleichbar statt. Auch die Sdurekonzentrationen
verliefen bis t = 15 Stunden gleich. Im anschlielenden Wechsel in die solventogene Phase
wurde weniger Glucose als beim Referenzprozess verstoffwechselt (Restkonzentration von
knapp 40 g/L) und das Zellwachstum stagnierte ebenfalls.

Es fand kein Absterben der Zellen zum Ende der Satzkultivierung hin statt. Acetat
akkumulierte wie erwartet bis zu einem Endwert von 5,5 g/L. Buttersdure wurde hingegen
fast vollstandig wieder aufgenommen (< 1 g/L zum Ende der Fermentation). Ethanol wurde,
wie bei der Referenzkultivierung kaum gebildet und Butanol wurde tber 60 % vermindert
gebildet. Wurden bei der Wildtyp Referenzkultivierung noch 7 g/L Butanol gebildet, waren es
bei Clostridium acetobutylicum adc:int nur noch knappe 3 g/L. Aceton wurde in
Konzentrationen unter 0,2 g/L gebildet. Acetoacetat akkumulierte nicht (Daten nicht gezeigt)

und war nur in Konzentrationen von unter 0,2 g/L nachzuweisen.
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Abbildung 7.3: Charakterisierung von C. acetobutylicum adc::int im Satzverfahren im Liter-
(weil3e Kreise) und Milliliter-Riihrkesselreaktor (schwarze Kreise; Standardabweichung aus
drei Prozessen) im Vergleich zum Wildtyp (graue Linie). Aufgelistet sind die
Konzentrationsverlaufe aller Produkte und eine vereinfachte Darstellung der Deletion im
Stoffwechsel (rechts unten). Die Versuche fanden unter Referenzbedingungen statt.
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Diskussion:

Arbeiten mit einem zu Clostridium acetobutylicum ATCC 824 ahnlichen und adc defizienten
Stamm wurden bereits von Jiang et al. (2009) veréffentlicht. Es konnte gezeigt werden, dass
kaum Aceton produziert und so die Selektivitat fir Butanol erhdht wurde. Dabei sank
allerdings die Menge an produziertem Butanol um tber 40 %.

Ausgehend davon, dass der Abbau von Acetoacetat eine treibende Kraft der
Wiederaufnahme der Sauren und somit auch der Solventogenese ist (Gheshlaghi et al.,
2009; Jones & Woods, 1986), war von diesem Stamm zu erwarten, dass generell weniger
Lésemittel und kaum Aceton produziert wird. Geringe Spuren an Aceton kdénnen jedoch
anfallen, da Acetoacetat nicht stabil ist und umso schneller zu Aceton und Kohlenstoffdioxid
zerfallt, je niedriger der pH ist (Lehmann et al., 2012). Es ist davon auszugehen, dass Acetat
und Butyrat nicht wieder aufgenommen werden, da Acetoacetat nicht abgebaut werden kann
und so eine Produktinhibierung der Wiederaufnahmereaktion der Séauren hervorruft (Jiang et
al., 2009). Diese Annahme gilt nur sofern Acetoacetat nicht ins Medium sekretiert wird. Als
Resultat sollten Acetat und Butyrat im Medium akkumulieren.

Die Skalierbarkeit der Satzkultivierung des rekombinanten Clostridium acetobutylicum
adc::int in den Ruhrkesselreaktor im Milliliter- und Liter-MaRRstab konnte erfolgreich bestétigt
werden. Wie erwartet wurde Aceton nur in sehr geringen Mengen produziert, was aus dem
Zerfall des Acetoacetats resultierte. Acetat akkumulierte wie erwartet, wohingegen Butyrat
wieder aufgenommen wurde, was sehr Uberraschend war. Berlicksichtigt man den Fakt,
dass kein Acetoacetat akkumulierte, bleibt nur der Schluss, dass die Wiederaufnahme Uber
eine Reversibilitat der Enzyme zu Butyrat hin (also ptb und buk) oder einen unbekannten
Stoffwechselweg ablaufen musste. Diese Beobachtung wurde zusammen mit den
Kooperationspartnern wahrend der Durchfiihrung dieser Dissertation vertffentlicht (Lehmann
et al.,, 2012). Die verminderte Produktion von Butanol konnte ebenfalls bestatigt werden.
Deshalb und weil kaum Butyrat im Medium vorhanden war, nahm die Konzentration der
Biotrockenmasse gegen Ende der Kultivierung nicht ab.

Der Einbruch der Butanolkonzentration spricht im GrofBen und Ganzen gegen eine
Verwendung einer alleinigen Deletion des adc Genes bei der Konstruktion eines
Produktionsstamms. Viel eher sollte eine Deletion der Acetatbildung versucht werden, da
dieses nicht wieder in den Stoffwechsel aufgenommen werden kann, ohne dass als

Nebenprodukt Aceton produziert wird.
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7.1.4 Deletionsmutante Clostridium acetobutylicum pta::int

Im Stamm C. acetobutylicum pta::int wurde das Gen pta, das fur die Phosphotransacetylase
codiert, Uber Integration deletiert. Die Phosphotransacetylase phosphoryliert unter
Abspaltung der CoA-Gruppe Acetyl-CoA zu Acetylphosphat, welches anschliel3end von
Acetatkinase zu Acetat verstoffwechselt wird (siehe Abbildung 7.4 rechts unten). Die
Phosphotransacetylase ist vor allem in der acidogenen Phase von C. acetobutylicum aktiv.
Da die Phosphotransacetylase ausschlaggebend bei der Produktion von Acetat ist sollte
durch deren Deletion bei der Kultivierung von C. acetobutylicum pta::int keine Acetatbildung

beobachtet werden kénnen.

In Abbildung 7.4 sind sdmtliche Konzentrationen bei Satzkultivierungen im Rihrkesselreaktor
im Liter-MaRstab, sowie im Milliliter-MaRstab in MS-MES Medium gezeigt. Zudem sind fur
einen charakterisierenden Vergleich Konzentrationen der Referenzkultivierung mit dem
Wildtyp aufgetragen. Die Dauer der Verzdgerungsphase im Milliliter-Maf3stab konnte
aufgrund der fehlenden pH Messung in den Milliliter-Rihrkesselreaktoren nicht exakt
bestimmt werden. Fir den Vergleich der Konzentrationen aus beiden Mal3staben wurden die
Zeitachsen der Konzentrationen im Milliliter-MalRstab um 8 Stunden verschoben. Zunéchst
ist festzuhalten, dass die Konzentrationen bei den Satzkultivierungen in beiden Mafstaben
wie erwartet vergleichbar sind. Die Konzentrationen von Glucose sind bis kurz vor dem
Prozessende nahezu identisch, nehmen aber dann, verglichen mit dem Referenzstamm,
etwas weiter ab (auf 5 g/L statt 10 g/L bei der Wildtypreferenz). Die Biomassekonzentration
verlief ebenfalls &hnlich, allerdings lagen in der Schlussphase mit 3 g/L deutlich hohere
Konzentrationen vor als bei der Referenzkultivierung mit 1,7 g/L. Eine Abnahme der
Biotrockenmassekonzentration ist jedoch zum Ende der Satzkultivierung auch deutlich zu
sehen (siehe Abbildung 7.4). Zu Beginn des Prozesses war ein kleiner Anstieg der
Acetatkonzentration zu verzeichnen, ansonsten nahm diese nur ab und lag durchgehend
unter der Acetatkonzentration des Wildtypprozesses, zum Ende hin unter 1 g/L. Der
Konzentrationsverlauf von Butyrat war dem des Referenzprozesses sehr éhnlich. Es wurde
Butyrat wahrend der Acidogenese gebildet und wahrend der Solventogenese wieder

aufgenommen.
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Abbildung 7.4: Charakterisierung von C. acetobutylicum pta::int im Satzverfahren im Liter-
(weil3e Kreise) und Milliliter-Riihrkesselreaktor (schwarze Kreise; Standardabweichung aus
drei Prozessen) im Vergleich zum Wildtyp (graue Linie). Aufgelistet sind die
Konzentrationsverlaufe aller Produkte und eine vereinfachte Darstellung der Deletion im
Stoffwechsel (rechts unten). Die Versuche fanden unter Referenzbedingungen statt.
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Zum Schluss des Satzprozesses fand jedoch im Gegensatz zum Referenzprozess keine
acidogene Phase mehr statt und Butyrat wurde nahezu vollstandig wieder aufgenommen.
Ethanol wurde wie beim Wildtyp kaum produziert. Die Butanolbildung setzte bei C.
acetobutylicum pta::int um 5 Stunden verspétet ein, war aber qualitativ bis kurz vor dem

Ende der Kultivierung vergleichbar mit der des Wildtypstammes.

Lediglich am Ende wurde im Reaktor tber 8,5 g/L Butanol und damit circa 1,5 g/L mehr
Produkt als bei dem Referenzprozess festgestellt. Die Acetonbildung war auch leicht
verzdgert und zum Schluss der Kultivierung wurden geringfligig héhere Konzentrationen

gemessen als beim Referenzprozess mit dem Wildtypstamm.
Diskussion:

Im Rahmen der Veroffentlichung mit den Kooperationspartnern (Lehmann et al., 2012) wurde
auch die Kultivierung dieses rekombinanten Stamms beschrieben, allerdings ohne die
Vorlage von Acetat im Medium. Die Versuche, die hier beschrieben sind, wurden jedoch mit
dem standardisierten MS-MES Medium durchgefihrt, indem sich 2,3 g/L Acetat befinden.
Bei den Versuchen ohne im Medium vorgelegten Acetat verhielt sich der Stamm sehr &hnlich
zu dem Wildtypstamm mit der Ausnahme, dass weniger Acetat produziert wurde.

Die Deletion der Phosphotransacetylase hatte im Satzverfahren kaum Auswirkungen auf den
Konzentrationsverlauf von Glucose. Das Zellwachstum war zu Beginn der Satzkultivierung
auch nicht beeintrachtigt, allerdings lagen zum Ende des Prozesses mit einer
Biotrockenmassekonzentration von 3 g/L deutlich mehr Zellen vor als beim Wildtyp mit
1,6 g/L. Das lag sehr wahrscheinlich daran, dass Butanol erst spater produziert wurde und
somit der inhibierende Effekt auch erst spater zum Tragen kam. Zu Beginn wurde etwas
Acetat produziert, was daran liegen kann, dass das Enzym Phosphotransbutyrylase auch
Aktivitat mit Acetyl-CoA als Substrat aufweist (Wiesenborn et al., 1989). Dass zum Schluss
des Prozesses hin mehr Butanol gebildet wurde, liegt wahrscheinlich daran, dass bei
C. acetobutylicum pta::int keine zweite Acidogenese eingeleitet wurde. Das kann aus der
Deletion des Enzymes resultieren. Dieser Zusammenhang konnte jedoch nicht belegt
werden. Es ist festzuhalten, dass eine leichte Steigerung der Butanolkonzentration mit Hilfe
dieser Deletion erreicht werden konnte und dass das Nebenprodukt Acetat deutlich
vermindert produziert wurde. Die Butanolproduktion setzte allerdings im Vergleich zum

Wildtypstamm circa funf Stunden verspétet ein.
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7.1.5 Doppeldeletion: Clostridium acetobutylicum adc::intARAM-pta::int

In dem Stamm Clostridium acetobutylicum adc::intARAM-pta::int war zunéchst das Gen adc
deletiert. Um einen effektiven Selektionsmarker in Form einer Erythromycin Resistenz zu
erhalten, musste die Erythromycin-Resistenz-Kassette (RAM) der ersten Deletion inaktiviert
werden. Die darauf erfolgende Deletion des Genes pta brachte dann wieder eine Resistenz
ein. Die gleichzeitige Deletion von pta und adc sollte eine starke Inhibierung der Acetat- und
Acetonproduktion zur Folge haben (siehe Abb. 7.5, rechts unten). Butyrat kénnte Uber den,

unter Kapitel 7.1.3 beschriebenen Stoffwechselweg wieder aufgenommen werden.

Abbildung 7.5 zeigt die Produktkonzentrationen wahrend der Satzkultivierungen von
Clostridium acetobutylicum adc::intARAM-pta::int in Rihrkesselreaktoren im Liter- und im
Milliliter-MaRstab im Vergleich zu den jeweiligen Konzentrationen wahrend des
Referenzlaufes mit dem Wildtypstamm. Die Dauer der Verzbgerungsphase im Milliliter-
Malstab konnte aufgrund der fehlenden pH Messung in den Milliliter-Riuhrkesselreaktoren
nicht exakt bestimmt werden. Fir den Vergleich der Konzentrationen aus beiden Maf3staben
wurden die Zeitachsen der Konzentrationen im Milliliter-Maf3stab um 5 Stunden verschoben.
Die Konzentrationen ahneln sich in beiden MaRR3stdben sehr. Im Vergleich zum Wildtyp (mit
1,2 g/(L h)) zeigte C. acetobutylicum adc::intARAM-pta::int mit 0,9 g/(L h) eine geringere
Aufnahmerate von Glucose und ein leicht eingeschréanktes Wachstum, vor allem wahrend
der Solventogenese. So lagen zum Schluss noch 30 g/L Glucose im Medium vor. Da kein
Absterben der Zellen zum Ende der Kultivierung stattfand, stieg die Konzentration der
Biotrockenmasse stetig bis auf einen Endwert von 2 g/L. Acetat wurde aktiv produziert und
akkumulierte schlie3lich bis zu 4,5 g/L. Butyrat wurde zunachst bis zu 2 g/L produziert und
im Anschluss fast vollstandig wieder aufgenommen. Mit 2,5 g/L wurde deutlich mehr Ethanol
als beim Wildtyp gebildet. Butanol hingegen wurde nur vermindert bis zu 3,5 g/L produziert.
Aceton und Acetoacetat wurde nur in Spuren produziert.

Diskussion:

Es zeigte sich, dass die Unterbindung der Acetonproduktion durch die Deletion des Gens
adc die Unterbrechung der Reassimilation von Acetat, nicht jedoch von Butyrat zur Folge
hatte und kein Acetoacetat akkumulierte. Die geringe Konzentration von Aceton resultierte
aus dem Zerfall des Acetoacetats. Von diesem Stamm wurde mehr Acetat gebildet, was auf
der Aktivitdit des Enzyms Phosphotransbutyrylase mit dem Substrat Acetyl-CoA begriindet
werden kann (Wiesenborn et al., 1989). Die Akkumulation beruht auf der Deletion des adc

Genes, somit war die Wiederaufnahme unterbrochen.
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Abbildung 7.5: Charakterisierung von C. acetobutylicum adc:intARAM-pta::iint im
Satzverfahren im Liter- (weil3e Kreise) und Milliliter-Rihrkesselreaktor (schwarze Kreise;
Standardabweichung aus drei Prozessen) im Vergleich zum Wildtyp (graue Linie). Aufgelistet
sind die Konzentrationsverlaufe aller Produkte und eine vereinfachte Darstellung der
Deletion im Stoffwechsel (rechts unten). Die Versuche fanden unter Referenzbedingungen
statt.
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7.1.6 Doppeldeletion: Clostridium acetobutylicum pta::intARAM-adc::int

Im Stamm C. acetobutylicum pta::intARAM-adc::int wurden, ahnlich wie in C. acetobutylicum
adc::intARAM-pta::int die Gene pta und adc abgeschaltet, jedoch in umgekehrter
Reihenfolge. Das bedeutet, dass auch die Lage der Erythromycin Resistenz im Genom eine
andere ist und zudem die inaktivierte Erythromycin Resistenz an einer anderen Position im
Genom liegt. Es kann trotzdem vermutet werden, dass keine phanotypischen Unterschiede
auftreten, ebenfalls keine Acetonproduktion und eine dem anderen Stamm C. acetobutylicum

adc::intARAM-pta::int &hnliche Acetatproduktion zu beobachten sein sollte.

In Abbildung 7.6 sind samtliche Konzentrationen bei Satzkultivierungen in
RuUhrkesselreaktoren im Liter-Maf3stab, sowie im Milliliter-MaRstab in MS-MES Medium
gezeigt. Zudem sind fir einen charakterisierenden Vergleich Konzentrationsverlaufe der
Referenzkultivierung mit dem Wildtyp aufgetragen. Zunachst ist wieder festzuhalten, dass
die Konzentrationen wahrend der Satzkultivierung in RuUhrkesselreaktoren in beiden

Mal3staben sehr gut vergleichbar sind.

Die Glucoseaufnahme sowie das Wachstum von C. acetobutylicum pta::intARAM-adc::int
waren deutlich gehemmt gegeniiber dem Wildtyp. Am Ende der Satzkultivierung lagen noch
circa 40 g/L Glucose vor und insgesamt wurde eine Biotrockenmassekonzentration von
1,5 g/L nicht Gberschritten. Es wurde kein Acetat gebildet, da die Acetatkonzentration auf der
Anfangskonzentration stagnierte. Butyrat wurde bis zu 4 g/L gebildet und dann ansatzweise
wieder aufgenommen. Im Verlauf der Kultivierung wurde kein Ethanol produziert, Butanol
wurde, im Vergleich mit dem Wildtypstamm, nur in sehr geringem Umfang von 2 g/L
produziert. Aceton wurde ebenfalls kaum gebildet. Alle gemessenen Konzentrationen lagen
hier unter 0,3 g/L.

85



7. Reaktionstechnische Charakterisierung von rekombinanten Clostridium acetobutylicum

80 ., 6
2 @ g
% 60 Jo— 5 3
a %0 4 é 4
o
S 40 T 884000 £ 3
20 5 N
RN S 1 ,/ ] é! __________ Q.o-gy-
] 00?
0 0 o Sl
6 6
5 5
= )
% 4 3 4 00 g
E 3 ’,/\O(%ié 5O @ "6;? 3 / \ i ?
g 2 P00 > 2 5 A
< —— 5
1 0 1 / O \—
0 0 s °
20 12
- 10
= 16 ﬁ) g
g O 6 A
g 8 & /.
£ 5 4 .4
Woog 8 o g0
0 L—E—0——0-0-00=@=@—=-O=O=@D= 0 lo——tp=a-0-0% 8
-10 0 10 20 30 40 50
Zeit (Liter-MaRstab), h
6 0 10 20 30 40 50
5 Zeit (Milliliter-MaRstab), h
S 4
Gl
s 3 /’\‘\ ucose
.3 2 / lthTP,zNADH
o ~ Eyqumon
Acetat«—-+43€ A l-CoA Ethanol
0 cel >< cety‘ 0,
-10 0 10 20 30 40 50 Aceton Acetoacetyl-CoA
Zeit (Liter-MaRstab), h r NADH
L I I I I '] '
rNADH
0 10 20 30 40 50 ATP
: e NADH NADH
Zeit (Milliliter-MaRBstab), h Butyrat «‘-‘-4-—Butyry|~<:oA \ . Butanl

Abbildung 7.6: Charakterisierung von C. acetobutylicum pta:intARAM-:adc::int im
Satzverfahren im Liter- (weil3e Kreise) und Milliliter-Ruhrkesselreaktor (schwarze Kreise;
Standardabweichung aus drei Prozessen) im Vergleich zum Wildtyp (graue Linie). Aufgelistet
sind die Konzentrationsverlaufe aller Produkte und eine vereinfachte Darstellung der
Deletion im Stoffwechsel (rechts unten). Die Versuche fanden unter Referenzbedingungen
statt.
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Diskussion:

Es fallt auf, dass die rekombinanten Stamme Clostridium acetobutylicum pta::intARAM-
adc::int (kurz: pta_adc Integrante in dieser Diskussion), sowie Clostridium acetobutylicum
adc::intARAM-pta::int (kurz: adc_pta Integrante in dieser Diskussion) zwar beide kein Aceton
produzieren, ansonsten jedoch gro3e Unterschiede aufweisen. Da die adc_pta Integrante in
eine solventogene Phase eintritt, zu erkennen an der ausgepragten Aufnahme von Butyrat
und signifikanten Produktion von Butanol, und die pta_adc Integrante nicht in eine
solventogene Phase eintritt, kann der Unterschied an dem Fortschritt der jeweiligen
Kultivierung liegen. Dafir spricht auch, dass die pta_adc Integrante vergleichsweise langsam
anwachst und nur eine sehr geringe Biotrockenmassekonzentration von unter 1,5 g/L
erreicht. Damit lassen sich auch die niedrigen Ethanol- und Butanolkonzentrationen von

pta_adc Integrante im Vergleich zur adc_pta Integrante im Verlauf der Kultivierung erklaren.

Von den beiden Stammen konnten keine Sporensuspension erhalten und eingefroren
werden. Die Stammbhaltung erfolgte daher auf anaeroben Agarplatten. Eine mdogliche
Ursache daflr sind die wenig ausgepragten solventogenen Phasen und somit auch eine

fehlende Sporulation.

Festzuhalten ist, dass die Richtung der Doppeldeletion starke Auswirkungen auf die

jeweiligen rekombinanten Stamme haben kann.

Da die Doppeldeletion von adc und pta zu keiner Erhéhung der Butanolkonzentration fihrte,
wurde eine weitere Doppeldeletionsmutante untersucht. Aus den Erkenntnissen, dass eine
einfache Deletionsmutante von pta in einer leichten Erhéhung der Butanolkonzentration
resultierte, die von adc jedoch in einer niedrigeren, wurde versucht, den Stoffwechselweg zu

Aceton uber das davor stehende Enzym ctfAB zu verhindern.
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7.1.7 Doppeldeletion: Clostridium acetobutylicum pta::intARAM-ctfA::int

Im Stamm C. acetobutylicum pta:intARAM-ctfA::int war sowohl die Expression von
Phosphotransacetylase Uber eine Deletion von pta als auch die Expression von Coenzym A
Transferase (ctfAB) Uber eine Deletion der ctfA unterbrochen. ctfA ist Teil des Sol-Operons,
das fur Enzyme der solventogenen Phase von C. acetobutylicum codiert und auf dem
Megaplasmid pSOL1 liegt. ctfAB katalysiert die Bildung von Acetoacetat unter Ubertragung
der CoA-Gruppe auf Butyrat oder Acetat (siehe Abbildung 7.7, rechts unten). CtfAB ist
essentiell fur die Bildung von Aceton, verbunden mit der Aufnahme von Acetat und Butyrat
wahrend der solventogenen Phase. Durch die gleichzeitige Ausschaltung von pta und ctfA
sollte nach dem bekannten Stoffwechselschema (siehe auch Abbildung 7.7) eine
Einschrankung der Aceton- und Acetatproduktion vorliegen. Butyrat sollte nach den bisher

gewonnenen Ergebnissen aus Kapitel 7.1.3 wieder aufgenommen werden kénnen.

Abbildung 7.7 zeigt alle Konzentrationen bei der Satzkultivierung von C. acetobutylicum
pta:intARAM-ctfA::int. Es ist zu erkennen, dass die Ergebnisse der Fermentation in
Ruhrkesselreaktoren im Milliliter-Maf3stab sehr @hnlich zu den Ergebnissen im Liter-Mal3stab
sind.

Die Glucoseaufnahme ist, ebenso wie das Wachstum im Vergleich zum Wildtyp, sehr
eingeschrankt. Zum Ende der Satzkultivierung verblieben noch 40 g/L Glucose im Medium
und eine Biotrockenmassekonzentration von 1,5 g/L wurde nicht tberschritten. Acetat wurde
wahrend der Satzkultivierung des Stamms weder gebildet noch aufgenommen und die
Konzentration blieb konstant. Butyrat hingegen wurde bis zu 4 g/L produziert, jedoch nicht
wieder aufgenommen. Es war kein Ubergang in eine solventogene Phase zu erkennen, da
weder Ethanol noch Aceton produziert wurden und Butanol auch nur in sehr geringen
Konzentrationen von unter 1 g/L vorlag. Acetoacetat konnte im Fermentationsuberstand

ebenfalls nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 7.7: Charakterisierung von C. acetobutylicum pta:intARAM-:ctfA::int im
Satzverfahren im Liter- (weil3e Kreise) und Milliliter-Ruhrkesselreaktor (schwarze Kreise;
Standardabweichung aus drei Prozessen) im Vergleich zum Wildtyp (graue Linie). Aufgelistet
sind die Konzentrationsverlaufe aller Produkte und eine vereinfachte Darstellung der
Deletion im Stoffwechsel (rechts unten). Die Versuche fanden bei Referenzbedingungen statt
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Diskussion:

Die Ausschaltung der Produktion mehrerer Nebenprodukte auf genetischem Wege, war auf
diese Weise nicht moglich. Zwar zeigte der rekombinante Stamm Clostridium acetobutylicum
pta::intARAM-ctfA::int die verminderte Produktion von Acetat und Aceton, jedoch brach damit
verbunden auch die produzierte Butanolkonzentration ein. Das schlechte Wachstum des
Stamms kann als Grund dafir gesehen werden. Dass der Stamm nicht aktiv in die
solventogene Phase eingetreten ist, kann aus dem beobachteten Wachstumsverhalten

geschlossen werden.

Dieser Stamm bildete, wie auch die anderen beiden Doppeldeletionsmutanten (C.
acetobutylicum pta::iintARAM-adc::int und C. acetobutylicum adc::intARAM-pta::int), unter
den standardisierten Bedingungen keine Sporen und die Stammbhaltung musste daher auf
Agarplatten erfolgen. Dass keine Sporulation initilert wurde kann wiederum ein Resultat aus
der fehlenden solventogenen Phase sein.
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7.2 Uberexpressionsstamme

7.2.1 Uberexpressionsstamm Clostridium acetobutylicum UE-pT::bcd

Im Stamm C. acetobutylicum UE-pT:bcd war die Expression der Butyryl-CoA
Dehydrogenase (bcd) erhéht. Das Gen bced ist neben crt, ctfAB und hbd ein Teil des BCS
Operons (Boynton et al., 1996). Das von dem Gen bcd codierte Enzym ist die Butyryl-CoA
Dehydrogenase (bcd). Diese katalysiert die Reaktion von Crotonyl-CoA zu Butyryl-CoA.
Diese Reaktion ist tUber den ETF (Electronen Transfer Flavoprotein) gekoppelt mit der
Reduktion von NADPH oder FADH, (Gheshlaghi et al., 2009). Als Ergebnis dieser
Uberexpression kénnte theoretisch ein verstarkter Fluss von Kohlenstoff in die Produktion
von C,;-Korpern erfolgen. Also wurde eine erhohte Produktion von Butyrat wahrend der
Acidogenese als auch von Butanol wéhrend der Solventogenese erwartet.

Abbildung 7.8 zeigt alle Produktkonzentrationen wahrend der Satzfermentation in
Ruhrkesselreaktoren von C. acetobutylicum UE-pT::bcd im Vergleich zum Wildtyp. Die
Dauer der Verzdgerungsphase im Milliliter-MaRR3stab konnte aufgrund der fehlenden pH
Messung in den Milliliter-Rihrkesselreaktoren nicht exakt bestimmt werden. Fir den
Vergleich der Konzentrationen aus beiden Malistdben wurden die Zeitachsen der
Konzentrationen im Milliliter-Ma3stab um 10 Stunden verschoben. Die Konzentrationen
waren wieder in allen Maf3stdben vergleichbar. Die vorhandene Glucose wurde bereits nach
20 Stunden komplett verstoffwechselt, was einer Glucoseaufnahmerate von 2,4 g/(L h)
entspricht. Beim Wildtypstamm war diese Rate 0,9 g/(L h) bei 20 Stunden und nach knapp
50 Stunden lag noch ein Rest von 10 g/L vor. Die maximale Biotrockenkonzentration von C.
acetobutylicum UE-pT::bcd lag mit ungefahr 4 g/L nach 15 Stunden vor, war damit ungefahr
35 % hdher als beim Wildtyp und lag 10 Stunden vor dem Maximum des Wildtypstamms vor.
Die maximalen Saurekonzentrationen wurden nicht aufgezeichnet, allerdings sind die
gualitativen Verlaufe etwas niedriger als beim Wildtypstamm, was fiir eine verbesserte
Reassimilation spricht. Ethanol wurde mit 1 g/L etwas mehr als bei der Referenzkultivierung

mit dem Wildtypstamm produziert.
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Abbildung 7.8: Charakterisierung von C. acetobutylicum UE-pT::bcd im Satzverfahren im
Liter- (weilRe Kreise) und Milliliter-Rihrkesselreaktor (schwarze Kreise; Standardabweichung
aus drei Prozessen) im Vergleich zum Wildtyp (graue Linie). Aufgelistet sind die
Konzentrationsverlaufe aller Produkte und eine vereinfachte Darstellung der Uberexpression
im Stoffwechsel (rechts unten). Die Versuche fanden unter Referenzbedingungen statt.
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Es war auch zu beobachten, dass die Butanolproduktion signifikant friiher einsetzte und in
einem hdheren Maximalwert resultierte. So lagen nach circa 13 Stunden bereits 6 g/L
Butanol bei dem Uberexpressionsstamm vor, wahrend bei einer Wildtypkultivierung noch
unter 2 g/L produziert wurde. Die maximale Butanolkonzentration betrug 9 g/L nach
20 Stunden. Die Acetonkonzentration verlief qualitativ &hnlich. Die Produktion setzte friher
ein und das Maximum lag nach bereits 20 Stunden bei 4,4 g/L. Mit dem Wildtypstamm
wurden knapp 4 g/L nach 31 Stunden erreicht. Aufféllig ist der, dem Wildtypstamm ahnliche,

Abfall der Zellkonzentration (cgrv) ab dem Erreichen der maximalen Butanolkonzentration.
Diskussion

Die Uberexpression des Gens bcd in Clostridium acetobutylicum resultierte in einer
Beschleunigung des Wachstums und einer schnelleren Losemittelproduktion, vor allem von
Butanol. Eine hohere Konzentration bei nicht begasten Kultivierungen kann nicht unbedingt
erwartet werden, da bei dem Erreichen der maximalen Butanolkonzentration bereits keine
Glucose mehr im Medium vorlag. Der starke Abfall der Biotrockenmassekonzentration ab
dem Maximum der Butanolkonzentration deutet auf ein plétzliches Ende der Produktion hin.

Ein beschleunigter Stofffluss in C4-Produkte konnte jedoch eindeutig bestatigt werden.
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7.2.2 Uberexpressionsstamm Clostridium acetobutylicum UE-pT::crt

Im Stamm C. acetobutylicum UE-pT::crt war das Gen crt Uberexprimiert. Das Gen crt codiert
fur Crotonase. crt ist das erste Gen des postulierten Transkriptionsstartpunkts im BCS-
Operon (Boynton et al., 1996). Das Enzym katalysiert unter Abspaltung von Wasser die

Umwandlung von 3-Hydroxbutyryl-CoA zu Crotonyl-CoA (Gheshlaghi et al., 2009).

Wie auch bei dem in Kapitel 7.2.1 beschriebenen Stamm C. acetobutylicum UE-pT::bcd
konnte diese Uberexpression in einem verstarkten Kohlenstofffluss hin zu den C,-Korpern
resultieren, der sich in einer erhdhten Butyrat- und Butanol Produktion zeigen kdnnte.

Abbildung 7.9 zeigt die Konzentrationen wahrend der Satzfermentation in
Ruhrkesselreaktoren von C. acetobutylicum UE-pT::crt im Vergleich zum Wildtyp. Die Dauer
der Verzogerungsphase im Milliliter-MaR3stab konnte aufgrund der fehlenden pH Messung in
den Milliliter-Ruhrkesselreaktoren nicht exakt bestimmt werden. Fir den Vergleich der
Konzentrationen aus beiden Mafistdben wurden die Zeitachsen der Konzentrationen im
Milliliter-MaRRstab um 7 Stunden verschoben. Die vorgelegte Glucose wurde im Gegensatz
zum UE-pT::bcd Stamm nach circa 20 Stunden nicht ganzlich verstoffwechselt, jedoch lagen
zu dieser Zeit nur noch 6 g/L Glucose vor und damit deutlich weniger als beim Wildtypstamm
mit 35 g/L. Die Glucoseaufnahmerate in den ersten 20 Stunden war bei diesem Stamm mit
2,3 g/(L h) um 250 % hoher als die des Wildtypstamms. Der Stamm erreichte wahrend der
Satzkultivierung in Rihrkesselreaktoren eine maximale Biotrockenmassekonzentration von
4 g/L nach 20 Stunden und wuchs somit deutlich schneller und héher als der Wildtypstamm
(knapp 3 g/L nach 30 Stunden). Die maximale Butyratkonzentration lag, vergleichbar mit
dem Wildtypstamm, bei knapp 3 g/L bevor die Wiederaufnahme begann. Ein Unterschied ist
die deutlich erhdhte Acetatkonzentration mit 5 g/L statt 3 g/L bevor die Wiederaufnahme in

der solventogenen Phase begann.

Die Solventogenese lief vergleichbar mit dem anderen Uberexpressionsstamm ab. So wurde
bis zu 1 g/L Ethanol produziert und verbunden mit einer friihen Butanolproduktion resultierte
ein Maximalwert von 9 g/L Butanol nach 20 Stunden. Zu derselben Zeit lagen etwa 4,3 g/L

Aceton in der Fermentationslésung vor.
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Abbildung 7.9: Charakterisierung von C. acetobutylicum UE-pT:crt im Satzverfahren im
Liter- (wei3e Kreise) und Milliliter-Ruhrkesselreaktor (schwarze Kreise; Standardabweichung

aus drei

Prozessen)

im Vergleich zum Wildtyp (graue Linie). Aufgelistet sind die

Konzentrationsverlaufe aller Produkte und eine vereinfachte Darstellung der Uberexpression
im Stoffwechsel (rechts unten). Die Versuche fanden unter Referenzbedingungen statt.
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Diskussion:

Die Uberexpression des Genes crt in Clostridium acetobutylicum resultierte, ahnlich zu der
Uberexpression des bcd Genes, in einer Beschleunigung des Wachstums und einer
schnelleren Losemittelproduktion. Der beschleunigte Stofffluss hin zu C, Produkten konnte
hier eindeutig bestétigt werden.

Die Skalierbarkeit der Kultivierung konnte anhand der gemessenen Konzentrationen in
Abbildung 7.9 bestatigt werden. Lediglich eine Abweichung der Saurekonzentrationen zum
Ende der Kultivierung hin wurde beobachtet. Diese resultiert sehr wahrscheinlich aus einem
Unterschied der Glucosekonzentration von ungefahr 3 g/L nach 25 Stunden. Die
verbleibende Glucose konnte noch zu Sauren umgesetzt werden bevor der Prozess zum

Erliegen kam.

7.3 Zusammenfassung und Diskussion

Es wurden sieben Deletionsmutanten, darunter zwei Doppeldeletionsmutanten,
reaktionstechnisch charakterisiert. Alle vorgenommenen Deletionen waren stabil und zeigten
typische Charakteristika bei der Satzkultivierung des jeweiligen Stamms. Eine Erhéhung der
maximalen Butanolkonzentration konnte nur bei einem Stamm, namlich Clostridium
acetobutylicum pta::int, gezeigt werden. Allerdings war die erreichte Steigerung, von 7 g/L
(Wildtyp) auf 8,5g/L, vergleichsweise gering und zusatzlich verbunden mit einer
Verzdogerung des Maximums der Butanolkonzentration um funf Stunden. Das fihrte dazu,
dass dieser Ansatz nur bedingt weiter verfolgt wurde. Bei der Einfihrung weiterer Deletionen

brach die Butanolproduktion bei jedem Stamm ein.

Die Uberexpressionsmutanten hingegen zeigten eine weitaus schnellere Produktion von
Butanol, mit einer Erhéhung der maximalen Butanolkonzentration von 7 g/L auf knapp 10 g/L
und das bei einer Verkirzung der Prozesszeit bis zum Erreichen des Maximums um 30 %.

Diese Stamme wurden als vielversprechend eingestuft.

Die Skalierbarkeit der Satzkultivierungen in Ruhrkesselreaktoren konnte fiir alle sieben
Deletionsstamme, sowie fiir die beiden Uberexpressionsstamme sehr gut gezeigt werden.
Damit ist belegt, dass der Bioreaktorblock sehr gut fiir eine Charakterisierung von anaeroben

Clostridium acetobutylicum Stdmmen zu verwenden ist.
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8. Reaktionstechnische Charakterisierung der

Anfangsreaktionsbedingungen

Reaktionstechnische Analysen wurden mit dem Wildtypstamm durchgefuhrt, um positive
Effekte, vor allem von Medienkomponenten, auf den Verlauf der Kultivierung ausfindig zu
machen. Diese Erkenntnisse sollten im Anschluss auf den oder die besten rekombinanten
Stamme im Satzverfahren angewendet werden. FiUr die reaktionstechnischen
Untersuchungen wurde in den meisten Fallen der unter Kapitel 6 validierte und etablierte

Bioreaktorblock mit 48 parallelen Riihrkesselreaktoren im Milliliter-Maf3stab verwendet.

8.1 Anfangs-pH

Da der pH das Einleiten der Solventogenese beeinflusst wurde der Anfangs-pH variiert.
Ausgehend von dem definierten MS-MES Standardmedium wurde untersucht, welcher pH zu
der schnellsten und besten Losemittelproduktion fuhrt. Hierzu wurden die gleich angeimpften
Medien mit Schwefelsdure und Kaliumhydroxid auf den gewiinschten pH zwischen pH 4,75
und pH 6,00 in Schritten von pH 0,25 eingestellt. AnschlieRend wurden zu verschiedenen

Prozesszeiten Proben genommen und analysiert.

Abbildung 8.1 zeigt die Glucosekonzentrationen, die nach 0 h, 28 h, 34 h und 46 h in den
Ruhrkesselreaktoren bestimmt wurden. Zunachst war die Aufnahme des Zuckers relativ
ahnlich, nur die Ansétze mit niedrigen Anfangs-pH zeigten eine leicht verléangerte
Verzégerungsphase. Die meiste Glucose wurde im Standardansatz mit einem Start-pH von
pH 5,5 verstoffwechselt (Qs = 0,85 g/(L h) in den ersten 28 Stunden). Die Werte nach 34 und
46 Stunden verhielten sich ahnlich zu den jeweiligen vorherigen. Auffallig war, dass bei
hohen Start-pH, ab pH 5,75, zum Ende der Satzkultivierung weniger Glucose
verstoffwechselt wurde. Der Ansatz mit pH 5,5 zeigte den ausgepragtesten Verbrauch von
Glucose mit einer durchschnittlichen Glucoseaufnahmerate von 1 g/(L h). Die Anséatze mit
den Anfangs-pH 5,00 und pH 5,25 kamen dieser Rate mit 0,93 g/(L h) noch nahe, alle

anderen waren deutlich geringer.
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Abbildung 8.1: Glucosekonzentration nach 0 h, 28 h, 34 h und 46 h bei
ABE Fermentationen in Milliliter-Rlhrkesselreaktoren im Satzverfahren bei verschiedenen
eingestellten pH zu Versuchsbeginn. Alle anderen ProzessgroRen entsprechen dem
Referenzversuch. Die Standardabweichung von 46 Stunden wurde aus der Bestimmung von
drei Reaktoren durchgefiihrt. Alle anderen Werte sind Mittelwerte aus Zweifachansatzen.

Die zu den gleichen Zeitpunkten bestimmten Butanolkonzentrationen sind in Abbildung 8.2
dargestellt. Es ist zu sehen, dass die schnellste Produktion von Butanol ebenfalls im Ansatz
mit einem Start-pH von 5,5 erfolgte. Bei htheren pH fand nahezu kaum Butanolproduktion
statt und die erreichten Endkonzentrationen lagen auch jeweils unter 3 g/L. Bei den
niedrigeren Anfangs-pH lagen die Endkonzentrationen relativ ahnlich bei ungefahr 6 g/L. Der
hochste Wert der Butanolkonzentration wurde bei einem Anfangs-pH von 5,0 gemessen.
Allerdings zeigte dieser Ansatz, wie auch der von pH 4,75, eine grol3e Zunahme an Butanol

zwischen t = 34 Stunden und t = 46 Stunden im Gegensatz zu dem mit pH 5,5.
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Abbildung 8.2: Auftragung der gebildeten Butanolkonzentrationen nach O h, 28 h, 34 h und
46 h bei ABE Fermentationen in Milliliter-RUhrkesselreaktoren im Satzverfahren bei
verschiedenen eingestellten pH zu Versuchsbeginn. Alle anderen Prozessgrofien
entsprechen dem Referenzversuch. Die Standardabweichung von 46 Stunden wurde aus der
Bestimmung von drei Reaktoren durchgefiihrt. Alle anderen Werte sind Mittelwerte aus
Zweifachansatzen.

Diskussion:

Es konnte nachgewiesen werden, dass ein Anfangs-pH Uber pH 5,5 zu einer sehr geringen
Losemittelproduktion fihrt. Das lag daran, dass unter diesen Bedingungen keine
Solventogenese initiiert wurde, sondern hauptsachlich Sauren gebildet (nicht gezeigt) und
kaum Glucose aufgenommen wurde. In der Literatur ist beschrieben, dass bei einer
entsprechend hohen Vorlage von Acetat und Butyrat die Solventogenese auch bei neutralem
pH initiiert werden kann (Holt et al., 1984), jedoch niedrige pH zwischen pH 4,5 und pH 5,5
zu weit hoheren Lésemittelkonzentrationen fiihren. Bei niedrigeren Start-pH als pH 5,5 war
der Wechsel in die Solventogenese gut sichtbar. Aufféllig war, dass die Verzégerungsphase
umso langer war, je niedriger der Anfangs-pH gewahlt wurde. Sowohl die Glucoseaufnahme
als auch die Butanolproduktion waren beim Ansatz mit einem Anfangs-pH von pH 5,5 zu
Beginn am schnellsten. Lediglich bei dem Produktendwert waren die niedrigeren Anséatze
etwas besser. Aus dieser Charakterisierung wurde der beste Anfangs-pH fir den

Satzprozess mit pH 5,5 bestatigt.
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8.2 Ammonium

Ammonium stellt in MS-MES Medium die einzig vorhandene Stickstoffquelle dar. Stickstoff
ist in allen Mikroorganismen ein essentielles Element fur das Wachstum und den
Stoffwechsel. Bei Clostridium acetobutylicum funktioniert die Aufnahme, wie bei den meisten
anderen Mikroorganismen, die keinen molekularen Stickstoff aufnehmen kdnnen Uber
anorganische Stickstoffquellen, wie z.B. Ammonium- oder Nitratverbindungen.

Deshalb wurde mit dem Bioreaktorblock der Einsatz verschiedener Anfangs Ammonium-
konzentrationen im Medium auf das Wachstumsverhalten und die Losemittelproduktion mit
Clostridium acetobutylicum im Satzverfahren untersucht. Hierzu wurde Ammoniumsulfat
verwendet, da sich Sulfationen bereits im Medium befanden. Alle genannten
Konzentrationen bezogen sich rein auf Ammonium. Bei dem Versuch wurden die
Konzentrationen von 0,1 g/L; 0,5 g/L; 0,9 g/L (entspricht in etwa dem Standard MS-MES
Medium mit 0,8 g/L); 1,1 g/L; 1,7 g/L; 2,5 g/L; 3,3 g/L und 4,4 g/L Ammonium eingesetzt. Um
den genauen Wert der Anfangskonzentration zu erhalten wurde eine Ammoniumbestimmung
durchgefihrt.

Abbildung 8.3 A zeigt die Glucose- und Butanolkonzentrationen nach 48 Stunden in den
verschiedenen Ansatzen. Es ist erkennbar, dass in den Ansatzen zwischen 0,5 g/L und
1,1 g/L Ammonium mit circa 6 g¢g/L am meisten Butanol produziert und Glucose
aufgenommen wurde. In héher konzentrierten Ansatzen fiel die Butanolkonzentration ab. Bei
der niedrigsten Ammoniumkonzentration wurde nur unter 1 g/L Butanol produziert. Die
Glucosekonzentrationen verliefen reziprok. Je mehr Butanol produziert wurde, desto mehr
Glucose wurde aufgenommen. Abbildung 8.3 B zeigt die bei dem Versuch bestimmten
Saurekonzentrationen nach 48 Stunden. Im Ansatz mit dem wenigsten vorgelegten
Ammonium, waren mit circa 3 g/L Acetat und Butyrat vergleichsweise hohe
Saurekonzentrationen im Medium vorhanden. Bei den Anséatzen bis 1,7 g/L waren die
Konzentrationen nahezu vergleichbar mit etwa 2 g/L Buttersdure und 1 g/L Acetat. In den
weiteren Anséatzen stiegen mit der Konzentration des vorgelegten Ammoniums beide

Saurekonzentrationen stetig bis 2,5 g/L an.
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Abbildung 8.3: Auftragung der Butanol-, Glucose- (A) sowie Butyrat- und
Acetatkonzentrationen (B) nach 48 Stunden von ABE Fermentationen im Satzprozess in
Milliliter-RUhrkesselreaktoren bei verschiedenen Anfangs Ammoniakkonzentrationen. Die
anderen Prozessparameter entsprachen dem Referenzprozess. Die Fehlerbalken
entsprechen den Standardabweichungen der Konzentrationen aus jeweils drei
verschiedenen Reaktoren.
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Diskussion:

Wie bereits bei Acetat in Kapitel 8.4 beschrieben, wird in der Literatur meist der Einfluss von
Ammoniumacetat untersucht. Hierbei wurde gezeigt, dass das Verhéltnis von Ammonium zu
Glucose einen Einfluss auf die Kultivierung hat. Es hat sich gezeigt, dass umso mehr S&uren
gebildet werden, desto hoher dieses Verhdltnis ist (Roos et al., 1985). Diese Versuche
wurden allerdings nur mit niedrigen Glucosekonzentrationen und unter Einsatz von
Komplexmedienbestandteilen durchgefuhrt. Eine direkte Vergleichbarkeit war somit nicht
gegeben. Gu beschreibt, dass Ammoniumacetat einen positiven Einfluss auf die
Losemittelproduktion in Clostridium acetobutylicum EA2018, einem dem Wildtyp sehr
ahnlichen Stamm, besitzt (Gu et al., 2009). Hierbei wurden nur Untersuchungen bis 1,1 g/L
Ammonium durchgefuhrt und der Einsatz von Ammoniumacetat brachte zusatzlich Acetat ins
Medium ein.

Am schlechten Ergebnis, bezogen auf die Butanolkonzentration, fur die niedrigste
eingesetzte Ammoniumkonzentration war erkennbar, dass eine gewisse Mindestmenge an
Ammonium notwendig fir die Zellen ist. Aufgrund der hohen Saurekonzentrationen und der
hohen Glucosekonzentration in der Fermentationslésung war davon auszugehen, dass flr
die Zellen mitten in der Acidogenese eine Stickstofflimitation auftrat und der Stoffwechsel
eingestellt wurde. Ein Optimum fur die Butanolkonzentration konnte von 0,5 g/L bis 1,1 g/L
Anfangs Ammoniumkonzentration ausgemacht werden. Bei hoéheren Ammonium-
konzentrationen setzte eine vermehrte S&ureproduktion ein und eine Verminderung der
Produktion von Losemitteln konnte beobachtet werden. Auch konnte die Ammonium

Konzentration des Standard MS-MES Mediums, also 0,8 g/L, bestétigt werden.

8.3 Zusatzliche Spurenelemente und Ergdnzungsstoffe

Bei allen weiteren untersuchten Anfangskonzentrationen von Medienkomponenten,
beispielsweise Glucose, Eisensulfat Heptahydrat oder Acetat, die untersucht wurden, stellte
sich heraus, dass die im Standardmedium eingesetzten Konzentrationen optimal waren.
Auch die Untersuchung des volumetrischen Leistungseintrags ergab, dass bereits der

optimale Wert eingesetzt wurde.

Deshalb wurde nicht weiter nach Verbesserungsansatzen, sondern nach dem Einfluss von

zusatzlichen Spurenelementen, Zusatzen oder Substraten gesucht. Hierzu wurde in diversen
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Anaerobiermedien nach weiteren Zusétzen und die eingesetzten Konzentrationen fiir das
MS-MES Medium recherchiert.

So wurden folgende Zusatzstoffe und Spurenelemente dem Standard MS-MES Medium

hinzugefugt:

Tabelle 8.1: Spurenelemente und Zusatze (beispielsweise aus dem DSMZ Medium 135
(Wolin et al., 1963) oder dem DSMZ Medium 141)

Zusatzstoff c, g/L | Zusatzstoff c, g/L Zusatzstoff c, g/L
Hefeextrakt 4 CoCl,-6 H,O 0,01 NaCl 0,011 g/L
Na,MoO,-2 H,O 0,001 | CaCl,-2 H,O 0,01 MnSO,4-H,0O 0,05 g/L
Pepton 10 Natriumthiosulfat 0,035 Asparagin-H,O 2,273 g/L
CuSO45 H,O 0,001 | Liponséaure 0,0005 | Pantothenat 0,0005 g/L
ZnS0,4-7 H,O 0,018

Die nach 30 und 48 Stunden im Satzverfahren im Milliliter-Rihrkesselreaktor bestimmten
Butanolkonzentrationen sind in  Abbildung 8.4 aufgetragen. Die niedrige
Butanolkonzentration von nur gut 5 g/L, die der Wildtypstamm in der Zeit produzierte, lag an
der sehr langen Vorbereitungszeit. Einen signifikant negativen Effekt, also niedrigere
Butanolkonzentrationen, zeigten Pepton und Asparagin bei den verwendeten Bedingungen.
Zudem wurde bei diesen beiden Zuséatzen eine starke Saureakkumulation beobachtet (Daten
nicht gezeigt). Da diese beiden Stoffe vergleichsweise viel Stickstoff in organisch
gebundener Form enthalten, wurde geschlussfolgert, dass derselbe Effekt wie bei zu hohen
Ammoniumkonzentration aufgetreten war (siehe Kapitel 8.2). Im Medium wurden
standardmaRig 0,8 g/L Ammoniumionen vorgelegt. Diese beiden Zusatzstoffe steigern den
Stickstoffgehalt darliber hinaus betrachtlich. CacCl,-2H,O und MnSO4-H,O zeigten bei den
angewendeten Konzentrationen einen leicht negativen Effekt auf die Butanolproduktion.
Kupfer ist dafir bekannt, in héheren Konzentrationen antibakteriell zu wirken. In der
verwendeten Konzentration zeigte sich kein Effekt, ebenso wie bei der Liponsaure und
Natriumchlorid. Cobaltchlorid zeigte einen leicht positiven Effekt, was vermutlich daher

stammt, dass Cobalt ein wichtiger Bestandteil von Vitamin B ist.
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Abbildung 8.4: Vergleich der erreichten Butanolkonzentrationen bei einer Satzkultivierung
von C. acetobutylicum in Ruhrkesselreaktoren im Milliliter-Maf3stab nach 30 Stunden und
nach 48 Stunden. Dem Standard MS-MES Medium wurden zuséatzliche Medienkomponenten
hinzugefiigt. Die weiteren Prozessparameter wurden dem Referenzprozess entsprechend
gewahlt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der Konzentrationen aus drei
verschiedenen Reaktoren dar.

Zu einem &hnlich positiven Effekt fuhrte die Zugabe von Na,MoQO,-2 H,O, Natriumthiosulfat
und Pantothenat, das ein Bestandteil von Coenzym A ist. Mit einem Blick auf die
Standardabweichung aus einem Dreifachansatz ist festzustellen, dass diese Effekte nicht
signifikant waren. Signifikante Verbesserungen wurden mit Hefeextrakt (Uber 7 g/L Butanol
nach 48 Stunden) und Zinksulfat (Uber 7,5 g/L nach 48 Stunden) in den verwendeten
Konzentrationen erzielt. Es wurde in beiden Ansatzen nicht nur mehr, sondern auch deutlich

schneller Butanol produziert, was an den Vergleichswerten nach 30 Stunden zu erkennen ist.
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Diskussion:

Der Effekt, den Hefeextrakt hervorruft, beruht wahrscheinlich auf der universellen Erhéhung
von Fettsduren, Aminosauren und diversen Vitaminen, die darin enthalten sind. Da
Hefeextrakt im Vergleich zum Produkt Butanol teuer ist, wurde die Zugabe dieses Stoffs
nicht weiter untersucht. Der Effekt, den Zinksulfat hervorruft, wurde in der Literatur bisher
noch nicht beschrieben. Es ist bekannt, dass Zinksulfat eine positive Auswirkung auf
Hydrolysereaktionen haben kann (Coleman, 1998). Aulerdem sind Zinkionen in
verschiedenen DNA-bindenden Enzymen zu finden (Nies, 1999). Zusatzlich wurde gezeigt,
dass Stamme von Clostridium beijerinckii, die zu C. acetobutylicum nah verwandt sind,
Zinkionen als aktive Zentren in deren Alkoholdehydrogenasen enthalten (Ismaiel et al.,

1993). Welcher Effekt schlussendlich zum Tragen kommt, konnte nicht bestimmt werden.

Zur Validierung dieses Effekts und zur Untersuchung weiterer potentiell interessanter
Spurenelemente wurde ein weiterer Versuch mit dem Parallelbioreaktorblock durchgefuhrt.

Tabelle 8.2: Weitere Spurenelemente und Konzentrationsstufen (beispielsweise aus dem
DSMZ Medium 141)

Zusatzstoff c, g/L Zusatzstoff c, g/L Zusatzstoff c, g/L
Thiamin 0,0005 | Nicotinsaure 0,0005 | KAI(SOy)2-12 H,0 0,002
NiCl,-6H,0 0,0004 | Borsaure 0,001 NaCl 0,1
Pyridoxin-HCI 0,001 FeCl;-6 H,O 0,008 Na,SeO, 0,0002
NaHCO; 10

ZnS0,4-7 H,O 0,006 ZnS0,4-7 H,O 0,018 ZnS0,4-7 H,O 0,054

Der Effekt weiterer Spurenelemente und verschiedener Konzentrationsstufen (siehe
Tabelle 8.2), sowie der Effekt einer Kombination aus den vielversprechenden
Spurenelementen (CoCl,-6 H,O [0,01 g/L], Na,MoO,-2 H,O [0,001 g/L], Natriumthiosulfat
[0,035 g/L], Pantothenat [0,0005¢/L], ZnSO,4-7 H,O [0,018 g/L]) wurden auf deren Einfluss

auf die Butanolproduktion von Clostridium acetobutylicum untersucht.

Die Butanolkonzentrationen nach 30 sowie 48 Stunden sind in Abbildung 8.5 gezeigt. Es trat

eine verlangerte Verzogerungszeit auf, wahrscheinlich wieder aufgrund der langen
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Vorbereitungszeit fur den Parallelansatz. Deshalb wuchsen alle Ansatze, inklusive der

Referenz im MS-MES Medium langsamer.
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Abbildung 8.5: Vergleich der erzielten Butanolkonzentrationen bei Satzkultivierungen von
C. acetobutylicum in Milliliter-Rihrkesselreaktoren nach 30 Stunden und nach 48 Stunden.
Dem Standard MS-MES Medium wurden zusatzliche Medienkomponenten hinzugefiigt. Alle
anderen Parameter wurden identisch zum Referenzprozess gehalten. Die Fehlerbalken
stellen die Standardabweichung der Konzentrationen aus drei verschiedenen Reaktoren dar.

Alle zusatzlich untersuchten Spurenelemente zeigten keine Verbesserung beziglich der
Butanolproduktion. Die Zugabe von Zinksulfat zum MS-MES Medium zeigte in den drei
verwendeten Konzentrationsstufen erneut eine deutliche Erhéhung der Butanolkonzentration
(knapp 7 g/L) im Vergleich zum Standardmedium mit 5,5 g/L nach 48 Stunden. Die
Produktion setzte auch schneller ein, erkennbar am Wert nach 30 Stunden der mit knapp
6 g/L Uber dem Wert von 3 g/L im MS-MES Medium liegt. Alle drei eingesetzten
Konzentrationen von Zinksulfat zwischen 6 und 54 mg/L resultierten in denselben

Butanolkonzentrationen. Die Kombination aus den verschiedenen Spurenelementen brachte
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ahnlich gute Ergebnisse wie die alleinige Addition von Zinksulfat zum MS-MES Medium,
lediglich der Wert nach 30 Stunden ist etwas hoher. Unter Berlcksichtigung der
Standardabweichung wurde diese Verbesserung jedoch vernachlassigt.

Daraus wurde geschlossen, dass Zinksulfat hauptsachlich fir den positiven
beschleunigenden Effekt verantwortlich war. Im Produktspektrum konnten bei den positiv
auffallenden Spurenelementen keine weiteren Effekte auller einer Beschleunigung

ausgemacht werden.

8.4 Validierung der Zinksulfatzugabe im Liter-Maf3stab

8.4.1 Clostridium acetobutylicum ATCC 824

Der positive Effekt, der aus der Zugabe von ZnSO47 H,O zum MS-MES Medium bei der
Satzkultivierung von Clostridium acetobutylicum resultiert, sollte durch eine Bestatigung im
Ruhrkessel im Liter-Maf3stab validiert werden. Hierzu wurden dieselben Bedingungen wie bei
dem Referenzprozess verwendet. Zusatzlich wurden 18 mg/L ZnSO,-7 H,O ins MS-MES
Medium gegeben. Da diese Untersuchung im Hinblick auf realistische Prozessbedingungen
erfolgen sollte, wurde der Versuch ohne Begasung durchgefihrt und anschlieend auch mit
der Referenzkultivierung ohne Begasung verglichen.

Abbildung 8.6 zeigt den Verlauf der Glucosekonzentrationen bei diesem Vergleich. In beiden
Ansatzen waren knapp 60 g/L Glucose vorgelegt worden. Die Glucoseaufnahme lief bei der
Kultivierung mit dem Additiv Zinksulfat etwas schneller ab. Die finale Konzentration nach
65 Stunden  war  jedoch  vergleichbar  bei 10 g/L. Der  Verlauf  der
Biotrockenmassekonzentration bestatigt das. Die Zellen im Ansatz mit Zinksulfat wuchsen
schneller an, erreichten dasselbe Maximum von 2,4 g/L und starben friiher ab. Nach
130 Stunden lag in beiden Ansatzen die gleiche Biotrockenmassekonzentration von 0,6 g/L

vor (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 8.6: Verlauf der Glucosekonzentration (links) und der Biotrockenmasse-
konzentration (rechts) bei dem nicht begasten ABE Referenzprozess mit Clostridium
acetobutylicum (weil3e Kreise) im Vergleich zum Versuch mit 18 mg/L Zinksulfat Heptahydrat
im Medium (schwarze Kreise). Alle anderen Parameter wurden gleich gehalten. Die Zeit ist
normiert auf die Erhéhung der Rihrerdrehzahl.
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Abbildung 8.7: Verlauf der Butanolkonzentration bei dem nicht begasten ABE

Referenzprozess mit Clostridium acetobutylicum (weil3e Kreise) im Vergleich zum Versuch
mit 18 mg/L Zinksulfat Heptahydrat im Medium (schwarze Kreise). Alle anderen Parameter
wurden gleich gehalten. Die Zeit ist normiert auf die Erhéhung der Ruhrerdrehzahl.
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Abbildung 8.7 zeigt den Vergleich der Verlaufe der Butanolkonzentration bei diesen
Kultivierungen. Es ist deutlich erkennbar, dass im Ansatz mit vorgelegtem Zinksulfat
schneller Butanol produziert wurde und auf den Zeitpunkt t = 65 Stunden bezogen auch
0,5 g/L mehr Produkt vorlag. Das schnellere Absterben der Zellen kann mit der friher
ansteigenden Butanolkonzentration im Ansatz mit Zinksulfat begrindet werden. Die jeweilige
Produktivitdt zu den Zeitpunkten, an denen 9 g/L vorlagen, waren im Referenzprozess
0,13 g/(L h) und im Ansatz mit Zinksulfat 0,15 g/(L h) bei jeweils einer gleichen Selektivitat

von 0,46 mol/mol.

8.4.2 Clostridium acetobutylicum UE-pT::bcd

Zusatzlich wurde der Effekt von Zinksulfat auf die Kultivierung des vielversprechenden
Uberexpressionstamms Clostridium acetobutylicum UE-pT::bcd untersucht. Der Versuch
verlief vergleichbar zu den begasten Prozessen im Liter-MaRRstab (analog zu Kapitel 7.2.1)
mit dem Unterschied, dass fir die Vergleichskultivierung 18 mg/L Zinksulfat Heptahydrat
zusatzlich ins MS-MES Medium gegeben wurde.

Abbildung 8.8 zeigt den Vergleich der Glucose- und der Butanolkonzentrationen der

jeweiligen Ansatze.
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Abbildung 8.8: Darstellung des Effektes von Zinksulfat auf die Satzkultivierung des
Uberexpressionsstamms C. acetobutylicum UE-pT::bcd. Aufgezeigt sind die Verlaufe der
Glucosekonzentration (links) und der Butanolkonzentration (rechts) von Satzkultivierungen in
Ruhrkesselreaktoren bei Referenzbedingungen (weilRe Kreise) im Vergleich zu
Kultivierungen mit zusatzlichen 18 mg/L Zinksulfat Heptahydrat (schwarze Kreise) im MS-
MES Medium im Liter-Maf3stab.
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Bei dem Vergleich der Satzkultivierungen des Stamms Clostridium acetobutylicum UE-
pT::bcd mit und ohne Zinksulfat féallt bei der Glucosekonzentration auf, dass beide Verlaufe
ahnlich sind (Abbildung 8.8, links). Der einzige Unterschied war, dass bei dem Ansatz mit
Zinksulfat nach 30 Stunden noch 0,5 g/L Glucose im Medium waren, wahrend bei dem
Ansatz ohne Zinksulfat nach knapp 40 Stunden knapp 2 g/L Glucose im Medium vorlagen.
Bei der Betrachtung der Butanolkonzentration (siehe Abbildung 8.8 rechts) war auffallig,
dass bei dem Ansatz mit Zinksulfat zwar eine hohere Butanolkonzentration erreicht wurde,

eine beschleunigte Produktion war jedoch nicht zu beobachten.
Diskussion:

Derselbe beschleunigende Effekt wie beim Wildtypstamm, beschrieben unter Kapitel 8.4.1,
war nicht zu beobachten. Allerdings produzierte der Uberexpressionsstamm Clostridium
acetobutylicum UE-pT::bcd in der Anwesenheit von Zinksulfat auch eine leicht erhohte
Konzentration an Butanol von 10 g/L statt 9 g/L in dem beobachteten Zeitraum. Der positive
Effekt von Zinksulfat hangt deshalb wahrscheinlich mit der verbesserten Glucoseaufnahme

zusammen. Das konnte jedoch nicht sicher belegt werden.

8.4.3 Clostridium acetobutylicum UE-pT::crt

Der Effekt von Zinksulfat auf die Kultivierung des zweiten Uberexpressionstamms
Clostridium acetobutylicum UE-pT:crt wurde ebenfalls untersucht. Der Versuch verlief
vergleichbar zu den begasten Prozessen im Liter-Mal3stab (analog zu Kapitel 7.2.2) mit dem
Unterschied, dass fur die Vergleichskultivierung 18 mg/L Zinksulfat Heptahydrat zusatzlich
im MS-MES Medium vorgelegt wurde.

Abbildung 8.9 zeigt den Vergleich der Glucose- und der Butanolkonzentrationsverlaufe der

jeweiligen Ansatze.
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Abbildung 8.9: Darstellung des Effektes von Zinksulfat auf die Satzkultivierung des
Uberexpressionsstamms Clostridium acetobutylicum UE-pT:crt im Rihrkessel. Aufgezeigt
sind die Verlaufe der Glucosekonzentration (links) und der Butanolkonzentration (rechts) von
Satzkultivierungen bei Referenzbedingungen (weil3e Kreise) im Vergleich zu
Satzkultivierungen mit zusatzlichen 18 mg/L Zinksulfat Heptahydrat (schwarze Kreise) im
MS-MES Medium im Liter-Mal3stab.

Auch bei diesem Uberexpressionsstamm war keine schnellere Glucoseaufnahme oder
Butanolproduktion zu erkennen. Beide Kultivierungen waren vergleichbar (siehe Abbildung
8.9). Auffallig war erneut, dass im Ansatz ohne Zinksulfat zwischen 20 und 27 Stunden noch
5 g/L Glucose im Medium nahezu stationar vorlagen, bevor diese auch noch verstoffwechselt
wurden. Im Ansatz mit Zinksulfat wurde die Glucose auf Anhieb ohne eine Zwischenphase
verstoffwechselt. Der Verlauf der Butanolkonzentrationen war ebenfalls &ahnlich. Zwar
produzierten die Zellen im Ansatz ohne Zinksulfat minimal schneller (siehe Abbildung 8.9),
doch wurden die Maximalkonzentrationen nach 20 Stunden gleichzeitig erreicht. Bei diesem
Stamm war weder eine Verbesserung, noch eine Verschlechterung der Butanolproduktion zu

erkennen.
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8.5 Zusammenfassung und Diskussion

Es wurde keine signifikante Verbesserung der Butanolproduktion durch die Anderung der
Ausgangskonzentrationen im Medium und der Prozessparameter wie Ruhrerdrehzahl oder
Anfangs-pH gefunden. Das war keine Uberraschung, da dieses Medium bereits seit 1982
bekannt ist und stetig verbessert wurde. Deshalb wurde der Effekt von Spurenelementen und
weiteren Medienkomponenten im Satzverfahren untersucht (ebenfalls
Anfangsreaktionsbedingungen). So wurden 23 verschiedene Spurenelemente und
Zusatzstoffe aus diversen Anaerobiermedien zum Teil in verschiedenen Konzentrationen auf

deren Effekte auf die Kultivierung des Wildtypstamms hin untersucht.

Es zeigte sich, dass lediglich Zinksulfat und Hefeextrakt, welches industriell jedoch nicht
rentabel bei der ABE Fermentation einsetzbar ist, einen deutlichen positiven Effekt auf die
Kultivierung des Wildtypstamms Clostridium acetobutylicum ATCC 824 aufwies (siehe
Abbildung 8.8 und 8.9). Der Effekt von Zinksulfat wurde im Liter-Mal3stab bestétigt (siehe
Abbildung 8.7). Die Produktivitat zu dem Zeitpunkt an dem 9 g/L Butanol vorlagen, konnte
bei gleichbleibender Selektivitat von ca. 0,13 auf 0,15 g/(L h) erhdht werden, allerdings war
die erreichte Maximalkonzentration nahezu gleich, was vermutlich an der Inhibierung der

Mikroorganismen durch Butanol liegt.

Der Effekt von Zinksulfat auf die Uberexpressionsstamme wurde ebenfalls untersucht. Der
Einfluss von Zinksulfat auf die Kultivierung des Stamms Clostridium acetobutylicum UE-
pT::bcd zeigte sich nicht in einer Beschleunigung der Produktion, jedoch wurde eine leichte
Erhdhung der Butanolkonzentration bei begasten Versuchen verzeichnet, was auf eine
Verlangerung der Produktion hindeutet. Das konnte auch durch die aufgenommene Glucose
bestatigt werden. Auf den Stamm Clostridium acetobutylicum UE-pT::crt zeigte die Zugabe

von Zinksulfat keinen Effekt.

Es zeigte sich, dass flr jeden Stamm eigens eine Prozessanalyse durchgefiihrt werden
sollte, da sich die positiven Effekte von zusétzlichen Spurenelementen nicht pauschal von

einem Stamm auf einen anderen Stamm Ubertragen liel3en.
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8.6 Vergleichende Butanolproduktion im Liter-Mal3stab

Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen zu den rekombinanten Stammen (Kapitel 7)
und der reaktionstechnischen Prozessanalysen (Kapitel 8) wurden die beiden
Uberexpressionsstamme im Vergleich zum Wildtypstamm mit Zusatz von Zinksulfat im

Medium ohne Begasung vergleichend untersucht.

Abbildung 8.10 zeigt den Vergleich der Butanolkonzentrationen des Referenzstamms mit
den Uberexpressionsstammen Clostridium acetobutylicum UE-pT::crt und Clostridium
acetobutylicum UE-pT::bcd mit Zugabe von 18 mg/L ZnSO,-7H.0.

Es ist zu erkennen, dass beide Uberexpressionsstamme deutlich schneller Glucose
aufnahmen (siehe Abbildung 8.10 A). Fur Clostridium acetobutylicum UE-pT::crt wurde eine
Glucoseaufnahmerate von 2,65 g/(L h) und fiir Clostridium acetobutylicum UE-pT::bcd wurde
eine Glucoseaufnahmerate von 2,5 g/(Lh) nach 20 Stunden bestimmt. Bei dem
Wildtypstamm Clostridium acetobutylicum wurde die Rate zu 0,95 g/(L h) bestimmt. Auch die
Butanolproduktion setzte bei den beiden Uberexpressionsstimmen deutlich friiher ein. Die
maximalen Butanolkonzentrationen wurden bereits nach circa 30 Stunden erreicht (siehe
Abbildung 8.10 B).
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Abbildung 8.10: Vergleich der Verlaufe der Glucose- (A) und Butanolkonzentrationen (B)
bei nicht begasten Satzkultivierungen von Clostridium acetobutylicum (Referenzprozess;
weilRe Kreise), Clostridium acetobutylicum UE-pT::crt (schwarze Kreise) und Clostridium
acetobutylicum UE-pT::bcd (graue Kreise) im Ruhrkesselreaktor Liter-MaRstab. Die
Zeitachse wurde auf den Zeitpunkt der Ruhrerdrehzahlerhéhung normiert.
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Es konnte keine signifikante Erhdhung der maximalen Konzentration an Butanol mit dem
Uberexpressionsstamm erreicht werden, allerdings wurde die volumetrische Produktivitat
deutlich erhoht (siehe Tabelle 8.3).

Tabelle 8.3: Vergleich von volumetrischer Produktivitéat, Selektivitdit und maximaler
Butanolkonzentration bei Satzprozessen mit unterschiedlichen C. acetobutylicum Stammen
(ohne Begasung). Volumetrische Produktivitat und Selektivitat wurden bis zu dem Zeitpunkt
bestimmt, an dem 9 g/L Butanol im Satzverfahren im Medium gemessen wurden.

Stamm Produktivitats,  Selektivitat, Cmax,Butanol, 9/L
9/(L h) molsuon/mole (Zeit h)

C. acetobutylicum (wt) 0,13 0,46 10,5 (90)

C. acetobutylicum 0,56 0,50 10,4 (21)

UE-pT::bcd +ZnS0O,
C. acetobutylicum 0,53 0,54 11 (35)

UE-pT::crt +ZnS0O,

Verglichen werden die volumetrischen Produktivitaten, Selektivitaten und
Maximalkonzentrationen der besten Stamme mit dem Referenzstamm bis zu dem Zeitpunkt
an dem 9 g/L Butanol im Satzverfahren im Medium gemessen wurden (ohne Begasung). Die
volumetrische Produktivitat konnte mit Hilfe der Stamme Clostridium acetobutylicum UE-
pT:crt und Clostridium acetobutylicum UE-pT::bcd nahezu verfunffacht werden. Die
Selektivitdt wurde leicht verbessert von 0,46 auf 0,50. Die Ursachen fir die verbesserten
Produktivitaten sind hauptséchlich in den rekombinanten Stammen mit Uberexpressionen zu
suchen, die sich bei der Charakterisierung auch schon gezeigt hatten (Kapitel 7.2). Die
Verbesserung der Selektivitaten resultiert aus der besseren Wiederaufnahme der Sauren.
Zum Ende der Versuche mit den Uberexpressionsstammen Clostridium acetobutylicum UE-
pT:crt und Clostridium acetobutylicum UE-pT:crt lagen Acetat und Butyrat jeweils unter
1,0 g/L vor. Eine weitere Erhéhung der Glucosekonzentration zu Beginn der Kultivierung von
Clostridium acetobutylicum UE-pT::crt auf 80 g/L resultierte ebenfalls bei einer maximalen
Butanolkonzentration von knapp 11 g/L und eine erh6hte Produktivitdt konnte nicht bestimmt

werden (Daten nicht gezeigt).
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9. Zusammenfassung und Ausblick

Butanol stellt einen vielversprechenden Biokraftstoff dar. Die positiven Stoffeigenschaften,
die Butanol im Vergleich zum derzeitig wichtigsten Biokraftstoff Ethanol mit sich bringt, waren
ein deutlicher Fortschritt auf dem Gebiet der Biokraftstoffe. Die Nachteile der
mikrobiologischen Herstellung von Butanol sind ungentgende Ausbeuten, niedrige
volumetrische Produktivitédten, geringe erzielbare Butanolkonzentrationen und die Bildung
vieler Nebenprodukte. Erst seit kurzem sind die molekularbiologischen Werkzeuge zur
gezielten Veranderung des Stoffwechsels (,metabolic engineering’) von Clostridien
verfligbar, so dass aktuell versucht wird, einige dieser Nachteile durch die Stoffwechsel

optimierte Produktionsstamme zu Gberwinden.

Zur vergleichenden Charakterisierung der Stoffwechseleigenschaften von rekombinanten
Clostridien wurden bisher Uberwiegend anaerobe Septumflaschen im Parallelansatz
eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen in anaeroben Septumflaschen zeigen allerdings nur
wenig Relevanz fur technische Prozesse. Daher mussen letztendlich Labor-
Ruhrkesselreaktoren zur technisch relevanten Prozesscharakterisierung eingesetzt werden.
Ein zentrales Problem stellt hierbei die haufig zu beobachtende fehlende Reproduzierbarkeit
der Satzverfahren dar. Als wesentliche Ursache fir diese fehlende Reproduzierbarkeit
wurden unterschiedliche Verzdgerungszeiten identifiziert. Daher wurde zun&chst, sobald die
Zellen nicht mehr in der Verzogerungsphase waren, der Leistungseintrag im
Ruhrkesselreaktor definiert erhéht. Das Ende der Verzdgerungsphase wurde tber den pH
Verlauf der saurebildenden Zellen definiert. Sobald der pH, ausgehend von pH 5,5 nach der
Inokulation auf pH 5,4 gefallen war, wurde der volumetrische Leistungseintrag von 0,05 W/L
auf 0,2 W/L erhdht. Der Zeitpunkt der Erh6hung des Leistungseintrags wurde als Beginn (t =
0 h) der sequentiell durchgeflinrten Fermentationen festgelegt. Damit konnte eine exakte
sequentielle Reproduzierbarkeit der Satzverfahren im Rihrkesselreaktor erzielt werden. Der
so etablierte ‘Referenzprozess‘ zeigte mit Clostridium acetobutylicum ATCC 824 eine
maximale  Butanolkonzentration von 7g/L nach 31 Stunden. Aufgrund der
Losemittelverdunstung durch die zur Aufrechterhaltung anaerober Verhéltnisse eingefiihrte

kontinuierliche Stickstoffoegasung sank die Butanolkonzentration im weiteren Verlauf der
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Fermentation wieder ab. Unter Bertcksichtigung der Verdunstungsraten konnte die integrale
Kohlenstoffbilanz am Ende des Prozesses zu 92 % geschlossen werden.

Eine direkte vergleichende Charakterisierung unterschiedlicher Stamme bei variierenden
Reaktionsbedingungen erfordert jedoch den Einsatz vieler parallel betreibbarer
Ruhrkesselreaktoren. Bei dem am TUM - Lehrstuhl fir Bioverfahrenstechnik entwickelten
Bioreaktorblock mit 48 parallelen Ruhrkesselreaktoren im 12 Milliliter-Maf3stab werden
Einwegreaktionsgefalie aus gasdurchlassigem Kunststoff eingesetzt und der Kopfraum der
parallelen Rihrkesselreaktoren steht in direktem Kontakt mit der Aufenluft. Um die
parallelen Ruhrkesselreaktoren auch zur reaktionstechnischen Charakterisierung von strikt
anaeroben Mikroorganismen in aerober Laborumgebung nutzen zu kdnnen, wurden die
Kopfraume aller Parallelreaktoren mit einem kontinuierlichen Stickstoffstrom tberlagert. Es
zeigte sich, dass ein Stickstoffstrom von 2,1 mL/min pro Reaktor ausreichend war, um
ausreichend anaerobe Reaktionsbedingungen fir Clostridium acetobutylicum im
Bioreaktorblock aufrecht erhalten zu konnen.

Die Malstabsverkleinerung des zuvor im Litermal3stab zur Herstellung von Butanol mit
Clostridium acetobutylicum etablierten Satzverfahrens (‘Referenzprozess’) gelang, indem die
Stickstoffoegasungsrate im  Millilitermaldstab so  eingestellt  wurde, das die
volumenbezogenen Ldsemittelverdunstungsraten in beiden MalRstdben identisch waren.
Die Verdunstungsraten im Liter-Maf3stab wurden zu 0,14 g/(L h) fur Aceton, 0,06 g/(L h) fir
Butanol und 0,01 g/(L h) fir Ethanol bestimmt und konnten mit einer Begasungsrate von
2,1 mL/min in jedem Ruhrkesselreaktor im Milliliter-MaR3stab erreicht werden. Aufgrund der
hohen Scherkraftempfindlichkeit von Clostridium acetobutylicum stellte sich der
volumetrische Leistungseintrag als ein weiteres Skalierungskriterium heraus. Wahrend beim
Referenzprozess im 1 Liter-Ruhrkesselreaktor bei einer Drehzahl von 200 rpm ein
Leistungseintrag von 0,2 W/L erreicht wurde, musste die Rihrerdrehzahl im Milliliter-
Mal3stab auf 400 rpm erhdht werden, um denselben Leistungseintrag zu erzielen. Unter
diesen Skalierungsbedingungen (Stickstoffbegasung zur Anaerobisierung, konstanten
Verdunstungsraten und konstantem Leistungseintrag gelang die Mal3stabsverkleinerung der
ABE-Fermentation mit Clostridium acetobutylicum (siehe Abbildung 9.1) (Schmidt &
Weuster-Botz, 2012). Anaerobe Parallelexperimente konnten damit problemlos auf3erhalb

der Anaerobarbeitsbank durchgefiihrt werden, was vor allem die Probenahme vereinfachte.
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Abbildung 9.1: Butanol- (Kreise) und Acetonkonzentration (Quadrate) wahrend eines
Satzprozesses in Ruhrkesselreaktoren mit Clostridium acetobutylicum ATCC 824 im Milliliter-
Malstab (schwarze Fllung) im Vergleich zum Referenzprozess im Liter-MaR3stab (weil3e
Fullung). Die Zeitachse wurde auf die Erhohung der Ruhrerdrehzahl im Liter-Mal3stab
normiert um die Verzogerungszeit auszublenden. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung von Dreifachansatzen.

Um Einblicke in den Stoffwechsel von Clostridium acetobutylicum unter technisch relevanten
Bedingungen zu erhalten wurden neun rekombinante Stamme, die von den
Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt wurden, reaktionstechnisch in den
Ruhrkesselreaktoren im Liter- und im Milliliter-MalRstab untersucht. Unter den neun
rekombinanten Stammen befanden sich sieben Deletionsstamme, bei denen gezielt Gene
ausgeschaltet waren, die im Stoffwechsel zur Bildung von Nebenprodukten, wie Acetat und
Aceton, fuhren. Im Vergleich zum Wildtyp unter Referenzprozessbedingungen zeigte keiner
dieser Stamme eine signifikant erhohte Butanolproduktivitat. Alle Deletionsstamme,
ausgenommen des pta-Deletionsstamms, bei dem ein Gen ausgeschaltet wurde, welches
einen Zwischenschritt im Metabolismus zur Produktion von Acetat darstellt, produzierten im
Gegensatz zum Wildtyp deutlich weniger Butanol. Mit jeder Deletionsmutante konnte
allerdings die Bildung des entsprechenden Nebenprodukts signifikant verringert werden.

Bei der reaktionstechnischen Charakterisierung des Deletionsstamms Clostridium
acetobutylicum adc::int konnte uUberraschenderweise festgestellt werden, dass bei der
Wiederaufnahme von Butyrat wahrend der solventogenen Phase ein alternativer

Stoffwechselweg genutzt wird, da Butyrat ohne die Bildung von Aceton wieder aufgenommen
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wurde. Dies entspricht nicht den bislang in der Literatur beschriebenen

Stoffwechselschemen von Clostridium acetobutylicum.

Bei den beiden Uberexpressionsstammen (Clostridium acetobutylicum UE-pt::bcd und
Clostridium acetobutylicum UE-pt::crt) wurde jeweils ein Gen des Hauptstoffwechsels
verstarkt exprimiert. Daraus resultierte eine fast funffach erhdhte Produktivitat von Butanol
bei leicht erhohter molarer Selektivitat (siehe auch Tabelle 9.1). Beide Uberexpressionen
fuhrten zu einer generellen Beschleunigung des Stoffwechsels.

Um die Anfangsreaktionsbedingungen, vor allem die Zusammensetzung des
Reaktionsmediums, zu untersuchen wurden mit dem Bioreaktorblock Prozessanalysen mit
dem Wildtypstamm Clostridium acetobutylicum durchgefiihrt. Da durch Variation der
Konzentrationen der ursprunglichen Medienkomponenten keine Verbesserung der
Butanolproduktion beobachtet werden konnte, wurden zusatzlich 23 Spurenelemente und
Zusatze, die in anderen Medien fir die Kultivierung anaerober Mikroorganismen verwendet
werden, auf positive Einfliisse auf die Butanolproduktion untersucht. Hierbei zeigte sich, dass
die Zugabe von 18 mg/L Zinksulfat-Heptahydrat zu einer 15 %-igen Erhtéhung der
Butanolproduktivitat von 0,13 g/(L h) auf 0,15 g/(L h) bei gleichbleibender Selektivitat und
gleicher maximaler Butanolkonzentration flUhrte. In Kombination mit den optimalen
Bedingungen fir den Wildtypstamm mit 18 mg/L Zinksulfat Heptahydrat im Medium wurde
abschliel3end eine Satzkultivierung ohne Begasung mit den beiden
Uberexpressionsstammen durchgefiihrt. In Tabelle 9.1 ist der Vergleich der volumetrischen
Produktivitaten, Selektivitdten und Maximalkonzentrationen der Stamme flir den Satzprozess
im Rihrkesselreaktor im Liter-Maf3stab jeweils ohne Begasung gezeigt. Die volumetrische
Produktivitat konnte mit den Stammen Clostridium acetobutylicum UE-pT::crt und Clostridium
acetobutylicum UE-pT::bcd nahezu verfiinffacht werden (siehe Tabelle 9.1). Die Selektivitat
wurde von 0,46 auf 0,50 bzw. 0,54 mol/mol leicht verbessert, was vorrangig in der besseren
Wiederaufnahme der Sauren begriindet ist, die dem Hauptstoffwechsel zugefihrt wurden
und zu Butanol weiter verarbeitet werden konnten. Eine signifikante Erhdhung der

maximalen Butanolkonzentration konnte hingegen nicht erzielt werden.
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Tabelle 9.1: Vergleich von volumetrischer Produktivitat, Selektivitat und maximaler
Butanolkonzentration bei Satzprozessen in Ruhrkesselreaktoren im Liter-Mal3stab mit
unterschiedlichen C. acetobutylicum Stdmmen (ohne Begasung). Volumetrische Produktivitat
und Selektivitat wurden zu dem Zeitpunkt bestimmt, an dem 9 g/L Butanol in der
Reaktionsldsung vorlag.

Stamm Produktivitat, Selektivitat, Cmax.Butanol, 9/L
g/(L h) molgyon/Molgy  (Zeit,h)

C. acetobutylicum (wt) 0,13 0,46 10,5 (90)

C. acetobutylicum 0,56 0,50 10,4 (21)

UE-pT::bcd +ZnS0O,
C. acetobutylicum 0,53 0,54 11 (35)

UE-pT::crt +ZnS0,

Ausblick

Die mikrobielle Produktion von Butanol wird mit steigenden Kosten fir fossile
Energien/Brennstoffen und neuen Verbesserungsanséatzen fur Produktionsstamme
(Stichwort ,,metabolic engineering’) zunehmend attraktiver. Solche Stamme sollten zum
einen eine schnellere Produktion oder hoher Selektivitat aufweisen, denkbar waren hier zum
Beispiel die Deletion der Phosphotransacetylase (pta) und die Uberexpressionen, der
Butyryl-CoA-Dehydrogenase (bcd) oder einer Alkoholdehydrogenase (bdhAB). Zum anderen
sollte das Substratspektrum der Produktionsstimme auf diverse Bioabfédlle oder
Lignocellulose ausgeweitet werden. Des Weiteren sollte die Butanoltoleranz der Stamme

verbessert werden, um hohere Butanolkonzentrationen zu erreichen.

Bei der Prozessflihrung sollten verschiedene Moglichkeiten fur eine in-situ Abtrennung im
Zusammenhang mit neuen Produktionsstammen untersucht werden. Geldnge es, einen
Produktionsstamm, durch geeignete Zulaufstrategien andauernd in der Phase der hdchsten
Produktivitdt zu halten indem gebildetes Butanol in-situ abgetrennt wirde, konnte die

Leistung des Prozesses enorm verbessert werden.
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11. Symbol- und Abklrzungsverzeichnis

11. Symbol- und Abkirzungsverzeichnis

Tabelle 11.1: Symbol- und Abkiurzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung Einheit (falls vorhanden)

asRNA Antisense RNA

ATP Adenosintriphosphat

C,-Zucker Zucker mit x Kohlenstoffatomen

CGM Clostridial Growt Medium

Clostridium Clostridium acetobutylicum Stamm mit
?J(I:Ee_to_lt_)'l.ﬂyhcum einer Uberexpression des Genes y

d Durchmesser m

DAD Diodenarray Detektor
(auch Polyarray Detektor)

GC Gaschromatographie

MES 2-(N-orpholino)ethansulfonsaure

My ¢ Masse von x zum Zeitpunkt t kg

Ne Newtonzahl
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11. Symbol- und Abklrzungsverzeichnis

oD Optische Dichte (in dieser Arbeit immer -
bei 600 nm bestimmt)

p Druck Pa

pH Negativer dekadischer Logarithmus der -

Konzentration der Hydroxidionen

Qs Glucoseaufhnahmerate g/(L h)

RCA Reinforced Clostridial Agar

RI Detector Brechungsindexdetektor

S Selektivitat mol/mol

T Temperatur K oder °C

v Volumenstrom L/min

136



adhE Acet-/Butyraldehyd Dehydrogenase

bdhAB Butanoldehydrogenase

bk Butyratkinase

crt Crotonase

hbd 3-Hydroxybutyryl-CoA Dehydrogenase

pta Phosphotransacetylase

thi Thiolase
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12. Anhang

12.1. Compact GC

12.1.1 Einstellungen

Der Compcat-GC wurde mit den folgenden Einstellungen, in der Compact GC eigenen
Software (GC-Chromatogramm-Analyse EZ Chrome) einzutragen, betrieben:
Saulenofen: 80 °C

Ventilofen: 80 °C
FID Temperatur: 150 °C
Wasserstoff Fluss,

- wahrend der Messung: 35 mL/min;

- zum Entzinden 50 mL/min
Synthetische Luft Flow: 300 mL/min
Druck: 40 kPa
Split Flow: 10.1 mL/min
Ansaugzeit: 15 s
Entspannungszeit: 2 s

Zur Uberwachung der Dichtigkeit der Wasserstoffleitung wurde ein Single Gas Monitor
iTrans H, UEG (7814635-1C210) verwendet.

12.1.2 Kalibrierung

Korrelationsfaktoren, die den Zusammenhang zwischen der von der GC gemessenen Flache

zu der Verdampften Masse an Losemittel beschreiben waren experimentell zu bestimmen.

Es wurden die Annahmen getroffen, dass der Abgasvolumenstrom konstant ist und zur

Vereinfachung der Rechnung nur aus Stickstoff besteht.
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Die Gleichung 12.1 wurde zur Bestimmung der Faktoren verwendet:

My = 2o p (Stickstoff) v - by At Gleichung 12.1
mit
b, =k-A(3.2) Gleichung 12.2
Mit
p (Stickstoff) -v - b, - At
Myt Entwichene Masse des Losemittels x im Zetabschnitt t, g
p (Stickstoff) Dichte des Abgases (Stickstoff)
v Volumenstrom, L/min
At Zeitabschnitt, Minuten
b, Beladung der Luft mit dem Losemittel x, g/g
A Mittlere Peakflache Uber einen Zeitraum At [-]
k Korrelationsfaktor der betrachteten Komponente [g/g]

Diese Faktoren wurden Uber Verdunstungsexperimente ermittelt. Dazu wurden Versuche bei
Betriebsbedingungen mit angeschlossener Abgasanalytik durchgefiihrt. Eine Bilanzierung
(mittels HPLC) Uber jedes einzelne LOsungsmittel ergab die verdunstete Menge an
Losungsmittel. Die aufgezeichneten Daten des Compact GC wurden anschlieBend mit den

verdunsteten Massen an Losungsmittel korreliert.
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12.2 Gerate
Tabelle 12.1: Allgemeine Geréte

Gerat Hersteller/Vertrieb
Analytische Waage Explorer 5 g - 32 kg Ohaus

Analytische Waage Explorer 10 mg — 210g Ohaus

Autoklav Varioklav Dampfsterilisatoren H+P

Autoklav Varioklav Zyklondampf H+P
Brutschrank/Inkubator Serie BD 240 L Binder
Brutschrank/Inkubator INB 200 (30 °C) Memmert

Durchflussmesser

Einstrahl-Spektrophotometer GenesysTM 20

Flowmeter, diverse

Heizpilz U2/2000 2L
Magnetrihrer

MTP-Photometer EL808 Bio-
pH-Elektrode BlueLine

pH-Meter PCE-PHD2 (mobil)
pH-Elektrode HI 1330 B
pH-Meter CG 843

Pipetten 0,020 - 10,000 mL
Standzentrifuge Rotixa 50 RS
Sauerstoff- und Wasserstoffanalyzer
Ultraschallbad Ultrasonic cleaner
Vakuumpumpe

Wasserbad

Intelligent Digital
ThermoSpectronic
Varian Inc/Vogtlin
Heraeus-Wittman
Variomag

Tek Instruments
Schott

PCE Group
HANNA Instruments
Schott

Brand

Hettich

COY-Laboratory Products

VWR
Gast
GFL
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Tabelle 12.2: Gerate zum Betrieb der Anaerobwerkbank.

Gerat

Hersteller / Verkaufer

Anaerobe Kammer aus Vinyl, mit 2 manuell

betriebenen Rundschleusen & gasdichten

Durchfihrungen von Gas-, Kuhl- und
Elektroleitungen Typ A

Vakuumpumpe fur Betrieb der
Rundschleusen G608NGX
HEPA-Filtereinheit

Gasmessgerat far Sauerstoff und
Wasserstoff

Liftergehduse, unbeheizt mit Trockenmittel
und Palladiumkatalysatoren (StakPak)
Trockenofen zum Ausheizen

der Katalysatoren UNB 100 (bis 200 °C)

Cultura Mini-Inkubationsschrank

Coy Laboratory Products,

Vertrieb Toepffer Laborsysteme GmbH,

Goppingen

Memmert, Schwabach

Vertrieb tiber www.mibius.de

Tabelle 12.3: Rihrkesselreaktorsystem im Liter-Maf3stab.

Gerat

Hersteller/Vertrieb

CO2-Abgasanalyse

Compact GC
ReaktorgefaR mit Glasdoppelmantel zur
Temperierung  (Totalvolumen 3,2 L),

Schikanenkorb mit drei Stromungsbrechern,

drei 6-Blattscheibenriihrern, mechanischer
Gleitringdichtung, Obenantrieb, Abluftkihler
sowie Begasung uber ein Begasungsrohr
ReaktorgefaR mit Glasdoppelmantel zur
Temperierung (Totalvolumen 2 L), s.o.
pH-Prozesselektrode

Reaktorwaage

Blue Sense Blue Sense gas sensor GmbH
Axel Semrau, Sprockhdvel

Infors, Einsbach

Infors, Einsbach

Mettler-Toledo, GielRen

Sartorius, Gottingen
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Peristaltische Pumpe

Standard mit Pumpenkopf

Software IrisNT Pro Balance Version 4.11
BACVis Software zur CO2-Analyse

Ismatec, Wertheim

Infors, Einsbach

BlueSense, Herten

Tabelle 12.4: Gerate zum Betrieb des Parallelbioreaktorblocks

Gerat

Hersteller / Verkaufer

mL-Bioreaktorblock bioREACTOR
Sterilgasabdeckung mit Hohlachsen und

RuUhrern aus PEEK

Reaktorabdeckung zur Absaugung der
Reaktorabluft Prototyp

Vakuumpumpe Laboport SD
N842.3FT.40.18, 20 L/min

Steuergerat zZur Ansteuerung des
Bioreaktorblocks mit integrierter

Ruhrerausfallerkennung Prototyp
MassFlow fur Stickstoff/Luft
Umwaélzthermostat ME-12
Durchlaufkihlaggregat DLK-402

Software:

Fedbatch-XP v.1.0.248
FBXServer
Geminiv.4.2.17.304
Magellan v.6.1
LabVIEW,

2mag AG, Minchen
2mag AG, Minchen

2mag AG, Miinchen

KNF Neuberger, Freiburg

2mag AG, Miinchen

Vogtlin, Aesch, Schweiz
Julabo, Seelbach
-10 bis +40 °C G. Heinemann

DASGIP AG, Jiilich
DASGIP AG, Jiilich
Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim

National Instruments. Minchen
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Tabelle 12.5: HPLC und Spezifikationen

Gerat

Hersteller

Autosampler, Finnigan Surveyor Plus
PDA Detecktor, Finnigan Surveyor Plus
RI Detektor, Finnigan Surveyor Plus
HPLC Surveyor Plus

Saulenofen

Hauptsaule Bio Rad HPX-87H
Vorséule Micro-Guard Cation H

Cartridge

Thermo Scientific, Dreieich
Thermo Scientific, Dreieich
Thermo Scientific, Dreieich
Thermo Scientific, Dreieich
Thermo Scientific, Dreieich
Bio Rad, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

12.3 Chemikalien, Verbrauchsmaterial, Gase

Tabelle 12.6: Chemikalien

Chemikalie Hersteller
1-Butanol Carl Roth
4-Aminobenzoeséaure Carl Roth
Acetat (Eisessig) Merck
Acetoin Merck
Aceton Carl Roth
Acetonitril (HPLC Grade) J.T. Baker
Ammoniumsulfat Carl Roth
Asparagin * H,O SERVA
Biotin Carl Roth

Biozidal ZF, Desinfektionsmittel fir die
Anaerobwerkbank

Borsaure

Butanol, zur Analyse

Butyrat (Buttersaure)

Calciumchlorid 2H,0O
Calcium-D(+)-pantothenat

Calciumsulfat * 2H,0

WAK Chemie Medical

Merck
Carl Roth
Merck
Merck
Carl Roth
Carl Roth
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D-(+)-Glucose * H,0 Merck

di- Natriumhydrogencarbonat Merck

Eisenchlorid * 6H,0O Merck

Ethanol Carl Roth

Glycerin Merck

Kaliumaluminiumsulfat 12H,O Carl Roth

Kaliumhydroxid Carl Roth

Lithiumacetoacetat Applichem Lifescience

Mangansulfat * H,O Merck

Natriumchlorid Carl Roth

Natriumdihydrogencarbonat Merck

Natriumselenit Sigma Aldrich

Nickelsulfat * 6H,0O Merck

Nitrilotriessigsaure Merck

pH-Kalibrierlosung pH 4, 7, 9 Carl Roth

Pyridoxinhydrochlorid Carl Roth Carl Roth
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Resazurin, Natriumsalz
Schwefelsédure 95-97 %
Struktol
Thiaminhydrochlorid
Zinksulfat * 7H,O

Alfa Aesar

Merck
Schiller+Seilacher
Sigma Aldrich
Merck

Tabelle 12.7: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller / Verkaufer

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

Butylstopfen fur Laborflaschen fir Gewinde
GL 45

Diverse Einmalkantlen und Einwegspritzen

Einwegkulvetten Ratiolab Kivetten

HPLC Probeflaschchen Rollrandflasche
ND11 mit Aluminium-Bordelkappe und
Septum, 1,5 mL

Zentrifugenréhrchen Falcon-Typ, 15 und
50 mL

Laborglasflaschen, beschichtet Duran
protect mit DIN Gewinde GL45, PU-

ummantelt, 250, 500, 1000 und 2000 mL
Lochkappen fur Laborflaschen fur Gewinde
GL 45

HPLC Mikroeinsatze 0,1 mL
Mikrozentrifugiergefase 1,5 und 2 mL
Mikrotiterplatte Deepwell, diverse
mL-Bioreaktoren ohne Sensoren
Pipettenspitzen, diverse
HPLC-zertifiziert,

Spritzenvorsatzfilter RC,

diverse GrolRen

Dunn Labortechnik

Glasgeratebau Ochs

Braun Melsungen/VWR/div.
Halbmikro Ratiolab
VWR

Greiner Bio-One

Sigma Aldrich

Glasgeratebau Ochs

VWR

Greiner Bio-One; Eppendorf
Nunc

2mag AG

Gilson/VWR/div.

Whatman/ Thermo Scientific/ div.
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Zu-/Abluftfilter AcroR 37 TF, PTFEO,2 VM

Pall Corporation

Tabelle 12.8: Gase:

Gas

Bestellnummer (AirLiquide)

Formiergas (ARCAL F5), 50 L, 200 bar
Kohlenstoffdioxid 4.5, 50 L, 37,5 kg
Stickstoff 5.0, 50 L, 200 bar

Stickstoff N50, 10L, 200 bar
Synthethische Luft, (5.0), 10L, FD 200 bar
Wasserstoff 5.0, 50 L, 300 bar
Wasserstoff N50, 10L, 200 bar

12513L50R2A001

PO760L50R0A001
P1709L50R2R001
P1709S10R2A001
P1711S10R2A001
P1713L50R3A001
P1713S10R2A001
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