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Einleitung 1

1 Einleitung

In Zeiten von globaler Erwarmung, der Begrenztheit fossiler Brennstoffe und des stetig
steigenden Energiebedarfes, auch aufgrund der immer weiter zunehmenden
Weltbevolkerung, sucht die Wissenschaft nach neuen Maoglichkeiten, diese
Herausforderungen zu bewaltigen. Eine Sparte, die an Lésungen dieser Probleme arbeitet,
ist die Biotechnologie. Die Biotechnologie ist eine interdisziplindre Sparte mit Einfliissen
und Methoden, die u.a. aus der Biochemie, Mikrobiologie, Molekularbiologie und
Verfahrenstechnik stammen (Soetaert und Vandamme, 2006). Die Biotechnologie kann
wiederum in verschiedene Sektoren aufgeteilt werden. Die bedeutendsten Sektoren sind
die sogenannte rote Biotechnologie (medizinischer Bereich, Herstellung von
Biopharmazeutika), die grine Biotechnologie (Landwirtschaft, gentechnische
Modifikation von Nutzpflanzen) und die weie Biotechnologie, die auch als industrielle
Biotechnologie bezeichnet wird (Soetaert und Vandamme, 2006). Manche Autoren
nehmen noch weitere Einteilungen mittels der Erweiterung des Farbcodes vor und
sprechen gar vom Regenbogencode der Biotechnologie (Kafarski, 2012). So ist neuerdings
auch die Rede von der blauen (verknipft mit marinen Gegenden), der braunen (verknipft
mit Wisten oder trockenen Regionen), der goldenen (Bioinformatik und
Computertechnologie), der violetten (beschaftigt sich mit ethischen und juristischen
Fragstellungen) und sogar der dunklen Biotechnologie (Bioterrorismus und biologische
Waffen) die Rede (Kafarski, 2012). Die Thematik und die Arbeiten dieser Dissertation sind
eindeutig der weillen, also der industriellen Biotechnologie, zuzuordnen. Die industrielle
Biotechnologie definiert sich durch eine nachhaltige Produktion (geringer Energiebedarf
und weniger Produktion von Abfallstoffen) von Chemikalien, Materialien und Treibstoffen
aus erneuerbaren Ressourcen, indem lebende Zellen (Hefe, Schimmelpilze, Bakterien und
Pflanzen) und/oder deren Enzyme genutzt werden (Frazzetto, 2003; Tang und Zhao,
2009).

In dieser Arbeit wurden speziell Bakterien genutzt, um durch Fermentationsprozesse
hochwertige Feinchemikalien zu produzieren. Die ausgewdhlte Bakteriengattung war die
der Clostridien. Clostridien sind Gram-positive, anaerobe, endosporen-bildende

Bakterien, deren Physiologie zumeist mit der Produktion von Sduren verbunden ist (Dirre,
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Abbildung 1: Schematischer Uberblick des Wood-Ljungdahl-Weges acetogener Bakterien. Zu
sehen ist auch eine Auswahl von Produkten, welche auf natiirlichen Wegen von verschiedenen
acetogenen Bakterien, ausgehend von Acetyl-CoA gebildet werden konnen. AuBere Linien
stellen die Zellmembran dar. Fdh, Formiat-Dehydrogenase; Fhs, Formyltetrahydrofolat-
Synthetase; Mtc, Formyltetrahydrofolat-Cyclohydrolase; Mtd, Methylentetrahydrofolat-
Dehydrogenase; Mtr, Methylentetrahydrofolat-Reduktase; Met, Methyltransferase; CoFeSP,
Corrinoid-Eisen-Schwefel-Protein; Fd, Ferredoxin.

2014). Clostridien besitzen eine hohe metabolische Diversitdt und kdnnen neben Zuckern
wie Glucose und Fructose u.a. auch Lactat, Succinat, verschiedene Alkohole und
Aminosauren als Substrat verwenden (Dirre, 2014). Von besonderem Interesse sind aber
Clostridienarten, deren Kohlenstoffquelle nicht nur ausschlieRlich aus organischen

Substraten besteht. So sind im Genus der Clostridien verhadltnismaRig viele Arten zu
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finden, die befdhigt sind, Acetyl-CoA, ausgehend von zwei Molekiilen Kohlendioxid (bzw.
Kohlenmonoxid), mittels des nach dessen Entdeckern benannten Wood-Ljungdahl-Weges
zu bilden (Schuchmann und Miiller, 2014). Bakterien, die diese Fahigkeit besitzen, werden
als Acetogene bezeichnet (Schuchmann und Miiller, 2014). Diese acetogenen Bakterien
sind somit auch in der Lage, sogenanntes Synthesegas (=Syngas) als Substrat zu nutzen,
ein Gas, dessen Bestandteile u.a. auch Kohlendioxid und Kohlenmonoxid sind. Somit kann
das Treibhausgas Kohlendioxid und das toxische Kohlenmonoxid flir Fermentationen mit
acetogenen Bakterien verwendet werden, um eine nachhaltige Produktion (ohne Nutzung
fossiler Brennstoffe) von Feinchemikalien zu erreichen. Eine Ubersicht des Modells der
Fixierung von Kohlendioxid und Kohlenmonoxid mittels des Wood-Ljungdahl-Weges ist in
Abbildung 1 sehen. Der Wood-Ljungdahl-Weg wird auch als reduktiver Acetyl-CoA Weg
bezeichnet und dessen Funktionsweise wurde bereits in einigen Publikationen
aufgeschlisselt (Ljungdahl, 1986; Wood et al., 1986; Ragsdale und Pierce, 2008;
Schuchmann und Miiller, 2014). Der Wood-Ljungdahl-Weg wird in zwei Zweige eingeteilt,
zum einen in den Carbonyl- (Reduktion von Kohlendioxid zu einer Carbonylgruppe) und
zum anderen in den Methyl-Zweig (Reduktion von Kohlendioxid zu einer Methylgruppe).
Im Carbonyl-Zweig wird extrazellulares Kohlendioxid aufgenommen und zu
Kohlenmonoxid reduziert. Der Methyl-Zweig stellt sich im Vergleich dazu komplizierter
dar. Hier wird aufgenommenes Kohlendioxid mittels der Formiat-Dehydrogenase zu
Formiat reduziert. Im nachsten Schritt wird Tetrahydrofolat (=THF) mittels der Formyl-
THF-Syntethase unter ATP-Verbrauch an Formiat gebunden und es entsteht Formyl-THF.
Formyl-THF wird durch die Formyl-THF-Cyclohydrolase unter der Abspaltung von Wasser
zu Methenyl-THF umgewandelt. Die Methylen-THF-Dehydrogenase reduziert Methenyl-
THF zu Methylen-THF, welches wiederum durch die Methylen-THF-Reduktase zu Metyhl-
THF reduziert wird. Eine Methyltransferase Ubertragt im letzten Schritt des Methyl-
Zweiges die Methylgruppe auf ein Corrinoid-Eisen-Schwefel-Protein. Das Corrinoid-Eisen-
Schwefel-Protein lagert sich an eine Untereinheit der CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-
Synthase an. An diesem Enzym laufen beide Zweige des Wood-Ljungdahl-Weges
zusammen. So wird mittels der Methylgruppe aus dem Methyl-Zweig und mittels des
Kohlenmonoxids aus dem Carbonyl-Zweig durch die CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-
Synthase das Acetyl-CoA gebildet. Acetyl-CoA ist Ausgangstoff fir weitere Produkte. In
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einer Mehrheit der acetogenen Bakterien wird Acetyl-CoA weiter zu Acetat umgewandelt,
was die Generierung von ATP ermoglicht (Schuchmann und Miiller, 2016). Im Rahmen der
Energierkonservierung ist eine in acetogenen Bakterien zusatzliche beschriebene
Moglichkeit erwahnenswert (Bengelsdorf et al., 2013; Schuchmann und Miiller, 2014). Im
Falle der Anwesenheit von molekularem Wasserstoff werden in einem Prozess, der als
Elektronenbifurkation bezeichnet wird, die Elektronen durch eine Hydrogenase auf
Ferredoxin Ubertragen und dieses damit reduziert. Das reduzierte Ferredoxin wird
wiederum vom sogenannten RNF-Komplex (Enzymkomplex mit mehreren
Untereinheiten, welcher sich in der Zellmembran befindet) genutzt, um einen
Protonengradienten zwischen intra- und extrazellularem Raum zu erstellen. Im Falle von
Clostridien wird dieser Protonengradient mittels Wasserstoffionen gebildet. Moéglich ist
aber auch ein Gradient gebildet mittels Natriumionen, wie im Falle von Acetobacterium
wooodi (Schuchmann und Miiller, 2014). Der (Protonen-)Gradient ist die Grundlage fiir
die Aktivitat einer ATPase, welche sich ebenfalls in der Membran verankert befindet, um
ATP zu generieren und damit Energie zu konservieren.

Das zuvor genannte Acetyl-CoA ist Ausgangstoff flr weitere Produkte. In einer Mehrheit
der acetogenen Bakterien wird Acetyl-CoA weiter zu Acetat umgewandelt (Schuchmann
und Miller, 2016). Ein weiteres natiirliches Produkt einiger acetogener Bakterien ist
Ethanol. Die Bildung von Ethanol ist im Rahmen der Clostridien fiir Clostridium
autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium carboxidivorans, Clostridium
ragsdalei und Clostridium drakei beschrieben (Abrini et al., 1994, Liou et al., 2005; Kopke
et al., 2010; Kundiyana et al., 2011). Die Produktion von Ethanol mittels acetogener
Bakterien hat eine biotechnologische Relevanz, da es somit moglich ist, Ethanol auf einem
nachhaltigen Weg ausgehend von Kohlendioxid zu produzieren. Ein Teil der oben
genannten ethanolproduzierenden Clostridien ist ebenfalls in der Lage, langerkettige
Kohlenwasserstoffverbindungen zu synthetisieren. Im Falle von C. carboxidivorans und
C. drakei ist auch eine Bildung von Butyrat und Butanol vorzufinden (Liou et al., 2005).
C. carboxidivorans ist sogar in der Lage, diese aus vier Kohlenstoffatomen bestehenden
Substanzen weiter zu verldngern und bildet davon ausgehend die aus sechs
Kohlenstoffatomen bestehenden Substanzen Hexanol und Capronat (Phillips et al., 2015).

Die industrielle Bedeutung und Nutzbarkeit von Butanol, Hexanol und Capronat wird im
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weiteren noch erortert. Ein anderes bedeutsames natirliches Produkt bestimmter
acetogener Bakterien ist 2,3-Butandiol. Bedeutsam ist 2,3-Butandiol vor allem als
Vorlaufersubstanz fiir die Synthese vieler weiterer Chemikalien (Celinska und Grajek,
2009). Eine Produktion von 2,3-Butandiol konnte in stationdren Wachstumsphasen bei
Kultivierungen von C. autoethanogenum, C. ljungdahlii und C. ragsdalei gezeigt werden
(Kopke et al., 2011b).

Mittels gentechnischer Modifikation (neudeutsch auch bezeichnet als ,metabolic
engineering”) acetogener Bakterien wurden in den letzten Jahren Versuche
unternommen, diese Produktpalette um weitere, fiir die Industrie nutzbare Substanzen
zu erweitern. Im Folgenden wird nur auf gentechnische Modifikationen acetogener
Clostridienstamme eingegangen. In einer der ersten in diesem Bereich durchgefiihrten
Arbeiten gelang es, Clostridium aceticum (einziges Hauptprodukt Acetat) gentechnisch so
zu modifizieren, dass Aceton ausgehend von Synthesegas produziert werden konnte
(Lederle, 2010). Erreicht wurde diese Produktion, indem C. aceticum mit einem Plasmid
transformiert wurde, welches die Gene enthielt, die an der Acetonsynthese im
solventogenen (l6sungsmittelbildenden) Bakterium C. acetobutylicum beteiligt sind.
Weitere acetogene Clostridien, deren Produktspektrum mittels gentechnischer
Modifikationen erweitert werden konnte, sind die miteinander nah verwandten Arten
C. autoethanogenum und C. ljungdahlii. Im Falle von C. ljungdahlii wurde &hnlich
vorgegangen wie zuvor fiir C. aceticum beschrieben. Somit wurde mittels Transformation
ein Plasmid eingebracht, welches wiederum Gene aus C. acetobutylicum enthielt und zwar
in diesem Fall Gene, die beteiligt sind an der Butanolsynthese (Képke et al., 2010). In
Wachstumsversuchen, in denen Synthesegas als Substrat genutzt wurde, konnte eine
Bildung von Butanol (ca. 2 mM) in C. ljungdahlii nachgewiesen werden (Kopke et al.,
2010). Wie bereits zuvor erwdahnt wurden auch bei C. autoethanogenum gentechnische
Modifikationen unternommen. Diese Arbeiten wurden von der Firma LanzaTech
durchgefihrt (Chicago, lllinois, USA). LanzaTech ist eine Firma, die sich auf die Produktion
von Feinchemikalien mittels acetogener Bakterien ausgehend von Synthesegas, welches
direkt aus dem Herstellungsprozess von Stahl stammt, spezialisiert hat (Képke et al.,
2011a). Von besonderem Interesse hat sich hierbei die kommerzielle Produktion von

Ethanol und 2,3-Butandiol erwiesen (Kopke et al., 2011b). Neben der Herstellung dieser
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Alkohole wird auch an der Etablierung der nachhaltigen Produktion weiterer wertvoller
Plattformchemikalien (=grundlegende Chemikalie fiir den Aufbau bzw. die Synthese
weiterer Substanzen) gearbeitet. So wurden von dieser Firma zwei Patente beantragt, in
denen mittels ,metabolic engineering” das Produktspektrum von C. autoethanogenum
erweitert werden konnte. Somit war es moglich, dass C. autoethanogenum, ausgehend
von Synthesegas, zum einen Butanol (Képke und Liew, 2012) und zum anderen Aceton
und lIsopropanol (Képke und Chen, 2013) bilden konnte. Noch befindet sich die
gentechnische Modifikation von acetogenen Clostridien im Anfangsstadium, sodass zu
erwarten ist, dass in den nachsten Jahrzehnten noch viele weitere Substanzen
dazukommen werden. Zum Teil auch, weil deren Biosynthese auf bereits etablierten und
funktionellen Synthesewegen aufbauen wird. Auch die Weiterentwicklung
gentechnischer Werkzeuge und ein besseres molekularbiologisches Verstandnis
acetogener Bakterien (z.B. Uber Restriktionsmechanismen, die die Transformationen
verhindern) wird diese Entwicklung positiv beeinflussen.

Wie gezeigt wurde, konnen mittels acetogener Bakterien einige dieser sogenannten
industriell interessanten Plattformchemikalien synthetisiert werden. Anhand von
Stoffwechselendprodukten, welche mittels der Versuche dieser Arbeit produziert
wurden, soll nun dargestellt werden, was genau gemeint ist, wenn von wertvollen
Feinchemikalien gesprochen wird. Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Etablierung der
Synthese der aus sechs Kohlenstoffatomen bestehenden Hexansdure bzw. deren Salz
Hexanoat (Trivialname: Capronsdure bzw. Capronat; Summenformel: CsH1202 bzw.
CeH11027) ausgehend von Synthesegas, also hauptsachlich ausgehend von den C1-Kérpern
Kohlenmonoxid und Kohlendioxid. Hexansaure ist eine 6lige, farblose oder schwach
gelbliche Flissigkeit und besitzt als hochkonzentrierter Reinstoff einen unangenehmen
ziegenartigen Geruch. Dem ziegenartigen Geruch hat diese Substanz auch seinen
Trivialnamen Capronsaure zu verdanken (,Caper”; lateinisches Wort fiir Ziege).
Capronséure ist in der Natur oft in Olen oder tierischen Fetten zu finden (Yin et al., 2017)
und hat ein breit gefachertes Spektrum moglicher Anwendungen. Eine hohe Bedeutung
hat Capronsdure als Grundchemikalie, welche mittels industrieller Synthesen zu
wertvollen Biotreibstoff oder anderen wertvollen Feinchemikalien weiter prozessiert

werden kann (Van Eerten-lansen et al., 2013). Ein haufiges Anwendungsgebiet ist die
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Veresterung von Capronsdure, um dann den entstandenen Ester als Duftstoff z.B. in
Parflimen einzusetzen (Kenealy et al., 1995; Jeon et al., 2013). Capronsdure besitzt
antimikrobielle Eigenschaften und ist daher auch fir die pharmazeutische Industrie von
Interesse (Huang et al., 2011). Die antimikrobielle Wirkung gegeniiber Salmonellen kann
man sich zunutze machen, indem Capronsdure den Futtermitteln fir Gefligel und
Schweinen beigefiigt wird (Immerseel et al., 2004; Zentek et al., 2011). Auf indirekten
Wegen spielt Capronsdure auch bei der Produktion von Lebensmitteln als
geschmacksgebender Nahrungsmittelzusatz eine Rolle. So ist sie Zusatz des im arabischen
Raum weit verbreiteten ,Labneh”, einer Art eingedickter und konzentrierter Joghurt, fiir
dessen Produktion auch Ziegenmilch verwendet wird, die eben unter anderem
Capronsdure enthalt (Serhan et al., 2016). Auch die in China sehr populdre Spirituose,
,Luzhou Laojiao” enthélt aufgrund der durchgefiihrten Fermentationsprozesse ebenfalls
Capronsaure, welche dem Getrank sein spezifisches Aroma verleiht (Hu et al., 2015; Yan
etal., 2015).

Im Rahmen der Fermentationsprozesse dieser Arbeit wurde in mehreren Fallen auch eine
Bildung von 1-Hexanol (im Weiteren nur noch als Hexanol bezeichnet) und 1-Butanol (im
Weiteren nur noch als Butanol bezeichnet) nachgewiesen. Daher soll auch die Bedeutung
dieser Substanzen noch aufgefihrt werden. Hexanol ist der zur Hexansdure
korrespondierende Alkohol und besteht daher ebenfalls aus sechs Kohlenstoffatomen
(Summenformel: CsH140). Es handelt sich um eine klare Flussigkeit mit einem
angenehmen, als leicht stiRlich beschriebenem Duft. Hexanol findet unter anderem in der
pharmazeutischen Industrie, der Kosmetik- und Parfimindustrie, der Textilindustrie, als
Losungsmittel und in Pestiziden Verwendung (Fernandez-Naveira et al., 2017b).

Die letzte Substanz, deren Relevanz erortert werden soll, ist Butanol. Es handelt sich
wiederum um eine farblose Flissigkeit, deren Geruch als ethanolartig bzw. bananenartig
empfunden wird. Butanol und daraus hergestellte Derivate besitzen sehr vielfaltige
Anwendungsmaoglichkeiten, von denen nur stichpunktartig einige wichtige aufgefihrt
werden sollen. Genutzt wird Butanol bei der Produktion von Oberflachenbeschichtungen,
Fasern, Plastik, Harzen, Farbstoffen, Farbstoffverdiinnern und als Fruchtaroma in der

Kosmetik und Parfimindustrie (Dlirre, 2008). Butanol ist ebenfalls ein Kandidat fiir die
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zuklinftige Herstellung von Biotreibstoff, welcher aus erneuerbaren Ressourcen
biotechnologisch gewonnen werden kénnte (Dlirre, 2008).

Wie bereits zuvor erwdhnt, lag der Fokus dieser Arbeit vor allem in der
biotechnologischen Produktion von Capronsdure. Aktuell sind nur wenige Organismen
beschrieben, die Capronsaure bilden kdnnen. Die bisher beschriebenen und publizierten

Tabelle 1: Bakterienarten, die natiirlicherweise Capronsidure bilden. Mit aufgefiihrt die

taxonomische Einordung, die bendtigten Substrate und die entsprechenden Referenzen.

Phylum und Klasse Substrat(e) Referenzen

(Liou et al., 2005;

Clostridium Firmicutes Fructose und
Phillips et al.,
carboxidivorans Clostridia CO/CO,/H,
2015)
Caproiciproducens
galactitolivorans Firmicutes (Jleon et al., 2013;
Galactitol
(ehemals Clostridia Kim et al., 2015)
Clostridium BS-1)
(Barker und Taha,
Clostridium Firmicutes
Ethanol und Acetat 1942;Yinetal.,
kluyveri Clostridia
2017)
(Genthneretal.,
Eubacterium Firmicutes
Methanol 1981; Chenetal.,
limosum Clostridia
2016)
Eubacterium Firmicutes Aminosauren und (Wallace et al.,
pyruvativorans Clostridia Pyruvat 2003, 2004)
Firmicutes Lactat und (Elsden et al.,
Megasphaera
Clostridia (ehemals verschiedene 1956; Weimer und
elsdenii o
Negativicutes) Zucker Moen, 2013)
Proteobacteria (KohlImiller and
Rhodospirillum
Alpha- Pyruvat Gest, 1951; Gest,
rubrum
proteobacteria 1995)
Ruminococcaceae Firmicutes (zhu etal., 2017;
Lactat

CPB6 Clostridia Wang et al., 2018)
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nativen mikrobiellen Capronsaureproduzenten sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Es ist
ersichtlich, dass die aufgezahlten Mikroorganismen erneuerbare Substanzen als Substrat
verwenden, wie z.B. Zucker, Zuckerderivate oder Alkohole. Diese Substanzen kdnnen zwar
aus nachwachsenden Ressourcen gewonnen werden, dennoch stellen deren Produktion
bzw. die fir deren Produktion bendtigten landwirtschaftlichen Nutzflichen ein groRes
Problem dar. Die fir die Produktion dieser Substanzen benétigten landwirtschaftlichen
Nutzflachen stehen in direkter Konkurrenz zu landwirtschaftlichen Nutzflachen, die fiir die
Produktion von Lebensmitteln wie z.B. Getreide oder Tierproduktion bendtigt werden
(Weideflachen fur die Viehzucht). Eine Moglichkeit, diese Problematik zu umgehen, ist es,
eine biotechnologische Produktion von Capronsaure ausgehend von Kohlenmonoxid und
Kohlendioxid zu etablieren. Kohlenmonoxid und Kohlendioxid sind Schadstoffe, welche in
chemischen Produktionsprozessen anfallen, erneuerbar sind und deren Bildung in
keinerlei Konkurrenz zur Nahrungsmittelsproduktion steht. Wie aber nun ersichtlich ist,
ist fast keiner der aufgelisteten Capronsaureproduzenten in der Lage, diese Gase als
Substrat zu verwenden. Nur C. carboxidivorans ist dazu in der Lage, aber die mit diesem
Bakterium moglichen Capronatkonzentrationen sind relativ gering. Um nun eine
Produktion von Capronsaure auf Basis von Synthesegas zu etablieren, wurde der Fokus
auf den Stoffwechsel und auf die an der Capronatsynthese beteiligten Gene von
Clostridium kluyveri gelegt. C. kluyveri wurde aus allen Capronsdureproduzenten
ausgewahlt, weil mit dieser Bakterienart hohe Capronatkonzentrationen erzielt werden
konnen und weil es am nahesten zu den acetogenen Bakterien C. autoethanogenum,
C. ljungdahlii und C. carboxidivorans verwandt ist, welche ebenfalls zur Anwendung
kommen sollten (siehe Ziel der Arbeit). C. kluyveri ist der am besten beschriebene und
erforschte Organismus aller capronsaureproduzierenden Bakterien. C. kluyveri wurde
1937 aus dem Sediment eines Kanals in Delft (Niederlande) isoliert und diente in den
1950er Jahren als Modellorganismus fiir die Studie der Fettsduresynthese und
Fettsdureoxidation (Barker, 1937; Seedorf et al., 2008). Von besonderer Bedeutung ist die
sogenannte Ethanol-Acetat-Fermentation von C. kluyveri, deren Endprodukt neben
Butyrat auch Capronat ist. Eine Ubersicht der Ethanol-Acetat-Fermentation ist in
Abbildung 2 zu sehen. Die an dieser Fermentation beteiligten Gene bzw. Enzyme wurden

bereits zuvor beschrieben (Seedorf et al., 2008; Jeon et al., 2016; Cavalcante et al., 2017).
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Ethanol
¢ Adh
Acetaldehyd
Ack
Acetat <«——  Acetyl-P
Pta Ald
» Acetyl-CoA €——
Thl
Elektronenbifurkation *
Acetacetyl-CoA 4H*  2H,
i Hbd
Codiert durch den 13-Hydroxybutyryl-CoA : Acetat
ersten Satz der Gene ! 1 Cat3 Fd NADH + H*
hbd, crt, bed, etfA und eff B Crt Butyrat
; Fd* NAD+
Crotonyl-CoA .
: Bed; :
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Acetat H H
) CoA-Transferase RS ‘ Energiekonservierung *
Capronat Butyryl-CoA '
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Thl
3-Ketohexanoyl-CoA : ADP+P
: 4H* 4H*
Hbd E ATP ATPase
Codiert durch den , 3-Hydroxyhexanoyl-CoA : .
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hbd, crt, bed, etfA und etfB ' Crt oH oH*
2-Hexenoyl-CoA E Fd + NADH RNF-Komplex
Bed;
* i EtfA, EtfB

Capronyl-CoA

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Ethanol-Acetat-Fermentation von C. kluyveri. Die in
dieser Fermentation involvierten Enzyme sind: Ethanol-Dehydrogenase (Adh); Acetaldehyd-
Dehydrogenase (Ald); Phosphotransacetylase (Pta); Acetat-Kinase (Ack); Thiolase (Thl); 3-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (Hbd); 3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratase (Crt); Butyryl-
CoA-Dehydrogenase (Bcd); elektronentransferierendes Flavoprotein Untereinheit o (EtfA);
elektronentransferierendes Flavoprotein Untereinheit B (EtfB); Butyryl-CoA: Acetat-CoA-
Transferase (Cat3); Fd, Ferredoxin; * Reaktionen sind miteinander gekoppelt, siehe Text.

Das Substrat Ethanol wird mittels einer Alkohol-Dehydrogenase zu Acetaldehyd
umgesetzt, welches wiederum durch die Acetaldehyd-Dehydrogenase zu Acetyl-CoA
umgewandelt wird. Acetyl-CoA ist Ausgangspunkt fiir mehrere verschiedene Wege. Die
erste Moglichkeit ist, dass Acetyl-CoA mittels der Phosphotransacetylase zu

Acetylphosphat und dann mit einer Acetat-Kinase zu Acetat umgewandelt wird. Das
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Acetat dient im spateren Verlauf als weiteres Substrat fiir C. kluyveri. Im zweiten Fall wird
aus zwei Molekilen Acetyl-CoA durch eine Thiolase Acetacetyl-CoA gebildet. Die weiteren
folgenden Syntheseschritte, ausgehend von diesem Intermediat, bediirfen noch weiterer
Erklarung. In C. kluyveri gibt es zwei Satze der Gene hbd, crt, bcd, etfA und etfB
(entsprechende Enzyme Hbd, Crt, Bcd, EtfA und EtfB). Der erste Satz der Gene liegt als
Gencluster im Genom vor und die codierten Enzyme sind verantwortlich fiir die Bildung
von Butyryl-CoA ausgehend von Acetacetyl-CoA (ber die Zwischenprodukte 3-
Hydroxybutyryl-CoA und Crotonyl-CoA. Butyryl-CoA kann nun zum einem mittels der
Butyryl-CoA:Acetat-CoA-Transferase zusammen mit Acetat zu Butyrat reagieren, bei
dessen Reaktion auch wiederum Acetyl-CoA entsteht. In der weiteren Moglichkeit wird
Butyryl-CoA zusammen mit einem Molekiil Acetyl-CoA durch die Thiolase zu 3-
Ketohexanoyl-CoA umgesetzt. Fiir die weitere Umwandlung dieses Intermediats sind nun
der zweite Satz der Gene hbd, crt, bcd, etfA und etfB (in diesem Fall kein Gencluster) und
die codierten Enzyme verantwortlich. Ausgehend von 3-Ketohexanoyl-CoA wird durch
diese Enzyme (iber die Zwischenschritte 3-Hydroxyhexanoyl-CoA und 2-Hexenoyl-CoA
Capronyl-CoA gebildet. Capronyl-CoA wird mittels des gleichen Prinzips wie Butyryl-CoA
mit Acetat und einer CoA-Transferase zu Capronat umgewandelt. Wie zu sehen ist, bilden
Ethanol und auch Acetat die Grundlage fiir die Capronatsynthese und nicht das aus
Okologischer und 6konomischer Sicht sinnvollere Synthesegas.

Die Energiekonservierung in C. kluyveri ist im Prinzip dhnlich zu der in acetogenen
Bakterien, jedoch mit entscheidenden Unterschieden (Seedorf et al., 2008; Cavalcante et
al., 2017). Auch in C. kluyveri findet eine Elektronenbifurkation statt. In diesem Falle
stammen die Elektronen fiir die Aktivitat der Hydrogenase aber nicht von molekularem
Wasserstoff, sondern vom reduzierten Ferredoxin. Das reduzierte Ferredoxin wird
gebildet von Enyzmkomplexen, welche aus der Butyryl-CoA-Dehydrogenase und den
entsprechenden Untereinheiten der elektronentransferierenden Flavoproteine bestehen.
Somit sind diese Prozesse und damit auch die Elektronenbifurkation einerseits gekoppelt
an die Umwandlung von Crotonyl-CoA zu Butyryl-CoA und zum anderen gekoppelt an die
Umwandlung von 2-Hexenoyl-CoA zu Capronyl-CoA. Die Hydrogenase in C. kluyveri
regeniert zum Teil die Reduktionsdquivalente Ferredoxin wieder und libertragt dabei die

Elektronen auf Wasserstoffionen, um somit molekularem Wasserstoff zu bilden, ein
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weiteres beschriebenes Produkt von C. kluyveri. Um nun eine Energiekonservierung zu
erreichen, wird ein Teil des zuvor gebildeten reduzierten Ferredoxins nun wie zuvor in
acetogenen Bakterien beschrieben genutzt, um durch den RNF-Komplex einen
Protonengradienten zu bilden und dann mittels einer ATPase Energie zu konservieren
mittels Generierung von ATP. Somit ist auch die Energiekonservierung des RNF-
Komplexes direkt gekoppelt an die Aktivitdit des Komplexes aus Butyryl-CoA-
Dehydrogenase und den entsprechenden Untereinheiten der elektronentransferierenden

Flavoproteine.

Ziel dieser Arbeit:

In dieser Dissertation wurde an der Etablierung einer biotechnologischen
Capronatsynthese gearbeitet, deren Ausgangssubstrat und Kohlenstoffquelle
Synthesegas ist. Die Arbeiten daran lassen sich in zwei Kategorien unterteilen. Zum einen
wurde versucht, acetogene Bakterien, genauer acetogene Clostridien, zu befdhigen,
Capronat zu synthetisieren, indem Gene aus nicht acetogenen Clostridien wie
C. acetobutylicum und C. kluyveri mittels Plasmiden eingebracht werden (rekombinanter
Ansatz). Neben diesem Ansatz des ,metabolic engineerings” wurde auch ein Ansatz
verfolgt, in welchem ohne gentechnische Modifikation der genutzten Organismen eine
Capronatsynthese ausgehend von Synthesegas erreicht werden sollte (nicht
rekombinanter Ansatz). Es wurden acetogene Clostridien gewahlt, deren Endprodukte
v.a. Ethanol und Acetat sind, welche dann als Substrat fiir die native Capronatsynthese
durch C. kluyveri nutzbar gemacht werden sollten. Auf indirektem Wege wére somit auch

eine Capronatsynthese ausgehend von Synthesegas moglich.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme, Plasmide und Oligodesoxynukleotide

2.1.1 Bakterienstaimme

Eine Auflistung aller in dieser Arbeit genutzten Bakterienstamme liegt in Tabelle 2 vor.

Tabelle 2: Bakterienstamme
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Bakterienstamm Geno- oder Phdnotyp Herkunft/Referenz
Clostridium Typstamm DSMZ*GmbH,
autoethanogenum Braunschweig

DSM 10061

Clostridium Typstamm DSMZ GmbH,
carboxidivorans Braunschweig

DSM 15243

Clostridium kluyveri Typstamm DSMZ GmbH,

DSM 555 Braunschweig

Barker und Taha, 1942

Clostridium ljungdahlii Typstamm DSMZ GmbH,

DSM 13528
Escherichia coli BL21 (DE3)

Escherichia coli DH5a

F, lon-11, AlompT-
nfrA)885, A(galM-
ybhJ)884, ADE3 [lacl,
lacUV5-T7 gene 1, ind1,

sam7, nin5], A46, [malt]y.

12(AS), hsdS10

F- ©80dlaclqZAM15
A(lacZYAargF) U169 deoR
recAl endA1 hsdR17(rK-,
mK+) phoA supE44 A- thi-1
gyrA96 relAl

Braunschweig
Agilent Technologies,

Santa Clara, CA, USA

Hanahan, 1983
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Tabelle 2: Bakterienstimme (fortgesetzt)

Bakterienstamm

Geno- oder Phdnotyp

Herkunft/Referenz

Escherichia coli ER2275

Escherichia coli XL1-Blue

MRF'

trp-31 his-1 tonA2 rpsL104
supE44 xyl-7 mtl-2 metB1
el4- (lac)U169 endA1
recAl R(zbgZ10::Tn10)Tcs
(mcr-hsdmrr) 114::1510 [F'
proAB laqlqgZM15zzd::mini
Tn10(Km')]

(mrcA)183 (mrcCB-
hsdSMR-mrr) 173 endA1
supE44 thi-1 recAlgyrA96
relAl [F' proAB laglqZ
M15m Tn10(Tc')]

Mermelstein und

Papoutsakis, 1993

Agilent Technologies,

Santa Clara, CA, USA

*Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen

2.1.2 Plasmide

In Tabelle 3 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgefiihrt.

Tabelle 3: Plasmide

Plasmid GroRe Eigenschaften Herkunft/Referenz
[Bp]
pDrive 3850 KmR, ApR, lacz, Qiagen GmbH,
pUC-origin Hilden

pDrive_CKL2527

pDrive_CKL0633

4650 pDrive mit Gen Bielzer, 2013

crt2 aus C. kluyveri

5587 pDrive mit Gen Bielzer, 2013

bcd? aus

C. kluyveri
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Plasmid

Grof3e
[Bp]

Eigenschaften

Herkunft/Referenz

pDrive_CKL3517/CKL3516

pDrive_CKL2795

pIMP1

pIMP_adc_tell_thlApro

pIMP_adc_ybgC_thlApro

pJIR750 ptb_ack

pMTL82151

5695

4650

4700

8004

7693

7874

5596

pDrive mit Genen
etfA2 und etfB2
aus C. kluyveri
pDrive mit Gen
hbd2 aus

C. kluyveri

Em® (ermC), Ap®,
pMB1 oriR, pIM13
oriR(+)

pIMP1 mit Genen
adc und thlA aus
C. acetobutylicum
sowie tell aus

B. subtilis

pIMP1 mit Genen
adc und thlA aus
C. acetobutylicum
sowie ybgC aus

H. influenzae
pJIR750 mit ptb
aus

C. acetobutylicum
und ack aus

C. ljungdahlii
Cm?®, ColE1 ori,

pBlori, traJ

Bielzer, 2013

Bielzer, 2013

Mermelstein et al.,

1992

Lederle, 2010

Lederle, 2010

Straub, 2012

Heap et al., 2009
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Tabelle 3: Plasmide (fortgesetzt)
Plasmid GrofSe [Bp] Eigenschaften Herkunft/Referenz
pMTL82151 crt2_bcd2_ 10857 pMTL82151 mit den  Bielzer, 2013

etfA2_etfB2_hbd2

Genen hbd2, etfA2,
etfB2 und bcd2 aus

C. kluyveri

pMW 2 14517 pSB3C5-UUMKS2 ori  Wensche, 2012
repL, Em®

pMW 2.1 11818 pMW 2 ohne Gen Bielzer, 2013

adhE,
herausgeschnitten
mittels Xhol- und
EcoRI-

Restriktionsverdau

2.1.3 Oligodesoxynukleotide

Eine Darstellung aller in dieser Arbeit genutzter Oligodesoxynukleotide ist in Tabelle 4 zu
sehen. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen sind rot markiert. Die
Oligodesoxynukleotide wurden von der Firma biomers.net GmbH (Ulm) synthetisiert.

Tabelle 4: Oligodesoxynukleotide

Benennung Sequenz (5' 2 3') Enzym
16S-27f ATAAGCTTGGATCCAGAGTTTGATCC

TGGCTCAG
16S-1492f ACTCGAGGATATCGGTTACCTTGTTA

CGACTT
CKL_0633_Smal_fwd ACACCCGGGGTTGAAAATTATATTTAG Smal
CKL_2527_fwd GTAAAAGGGAGTCTAGAATGACG

TATAAAAC
CKL_2527_Smal_rev ACACCCGGGTTACTTAAAGACTG Smal
CKL_2795_Stul_fwd ACAAGGCCTAATTCAGGAGGATG Stul
CKL_2795_Nhel_rev ACAGCTAGCTTATATATTCCTTTC Nhel
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Tabelle 4: Oligodesoxynukleotide (Fortsetzung)

Benennung Sequenz (5' 2 3') Enzym
CKL_2795_Stul_fwd_(Neu) ACAAGGCCTCAGGAGGATGTTATGG Stul
CKL_2795_Nhel_rev_(Neu) ACAGCTAGCTTATATATTCCT TTCA Nhel

CKL_3517-3516_Aatll_fwd
CKL _3517-3516_Stul_rev

M13-FP

M13-RP
Primer_fwd_Nested PCR_
Promoter
Primer_rev_Nested PCR_
Promoter
Primer_fwd_Nhel _
Terminator_2
Primer_rev_Nhel _
Terminator_2
Primer_fwd_Test pMW2.1
in_C.ac

Primer_pimp1_fwd
Primer_pimpl rev
Primer_Seq_pMTL82151 (3)
Primer_Seq_pMTL82151 (4)
Primer_Seq_pMTL82151 (5)
Primer_Seq_pMTL82151 (6)
Promoter_Sacll_fwd
Promoter_rev
Promoter_Sacll_fwd_(Neu)

Seq_Primer_R

ACAGACGTCGAGAGAAAGGAAAGAAGC Aatll
ACAAGGCCTTTAACAATTTATAGTTT Stul
CTAAACTG

TGTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGACC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGCAG

CTTGACCAGGAGCTTCATGAAC

GACCCATGGCTGTTTAGGCTAGCAAA Nhel
GAAATACTATG
TGATTATCTTAAGTAAGCTAGCTAAAA Nhel
ATAAGAGTTACC

CCAAGTATCCCGAATTTTCTACC

TGCGCGTAATTGCTTG

GCTTGGCGTAATGGTC
GCCCAGGGTGCATATGAGAAAGC
TGTGCCGCTGCTTATTGAG
TGCTCCGGTGTACAGTGTTGTG
AGGCCTAATTCAGGAGGATG
ACACCGCGGGGTACCGCAGGTCG Sacll
GTTTTATACGTCATTCTAGACTCCCTTTTAC
ACACCGCGGGGTACCGCAGGTCGACG Sacll
CTCACTCAAAGGCGGTAATCAG
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2.2 Materialien

2.2.1 Gase

Die in dieser Arbeit verwendeten Gase und Gasgemische sind in Tabelle 5 aufgelistet. Alle
bendtigten Gase und Gasgemische, mit Ausnahme von Synthesegas, wurden von der
Firma MTI Industriegase AG (Neu-Ulm) bezogen. Synthesegas wurde von der Firma
Westfalen AG (Miinster) in der angegebenen Zusammensetzung befillt und

bereitgestellt.

Tabelle 5: Verwendete Gase und Gasgemische

Gas Gaszusammensetzung Reinheit Anwendung
Formiergas 95,0 % N 3,0 Atmosphare der
5,0 % H» 3,0 Anaerobenkammer
co 100 % CO 3,0 Gasphase eines
Wachstumsversuches

mit C. kluyveri

\\P3 100 % N3 5,0 Herstellung von
anaerobem Wasser
und
Gaschromatographie

(Tragergas)

N»/CO, 80,0 % N, 5,0 Gasphase fiir
20,0 % CO> 3,0 anaerobes Medium
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Tabelle 5: Verwendete Gase und Gasgemische (fortgesetzt)
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Gas Gaszusammensetzung Reinheit Anwendung
Synthesegas 40,0 % CO Gasphase in
(Syngas) 40,0 % H; autotrophen
10,0 % CO: Wachstumsversuchen
10,0 % N;
synthetische 20,5 % O3 5,0 Gaschromatographie
Luft 79,5 % N3 5,0 (Detektorgas)
H> 100 % H» 5,0 Gaschromatographie

(Detektorgas und

Tragergas)

2.3 Zellanzucht
2.3.1 Nahrmedien

2.3.1.1 Nahrmedien fiir die Kultivierung von E. coli

Die Anzucht von E. coli als Vorkultur fir Wachstums- und Transformationsversuche sowie

fir Klonierungen erfolgte in LB-Medium. Im Falle von E. coli-Wachstumsversuchen zur

Uberpriifung einer moglichen Butyratproduktion wurde zur Anzucht TY- und SD-8-

Medium verwendet. Fir die Erstellung kaltkompetenter E. coli-Zellen wurde das SOB-

Medium genutzt. Die einzelnen Bestandteile der Ndhrmedien wurden mittels Feinwaagen

abgewogen und mit Wasser aus der Reinstwasseranlage der Universitat Ulm gel6st. Festes

Ndhrmedium wurde durch Zugabe von 1,5 % (w/v) Agar erstellt. Die Ndhrmedien wurden

fiir 15-20 min bei einer Temperatur von 121 °C und einem Druck von 1,2 bar autoklaviert.

Hitzeempfindliche Substanzen wie z.B. Antibiotika wurden nach dem Abkihlen des

Mediums auf ca. 50 °C zugegeben.
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LB (,lysogeny broth“) Medium (Bertani, 1951)

Trypton 10 g 1,0 % (w/v)
NacCl 10 g 171,1 mM
Hefeextrakt 5 g 0,5 % (w/v)
H20 ad 1000 ml

SOB-Medium (Green und Sambrook, 2012)

Trypton 20 g 2 %
Hefeextrakt 5 g 0,5 % (w/v)
MgS0Oa4 x 7 H,0 2,44 g 99 mM
KCl 1,92 g 25,8 mM
NaCl 0,56 g 96 mM

ad 1000 ml

Das Magnesiumsalz wurde getrennt autoklaviert und danach den restlichen Bestandteilen

zugefiihrt.

TY-Medium (Green und Sambrook, 2012)

Trypton 16 g 1,6 % (w/v)
Hefeextrakt 10 g 1 % (w/v)
NaCl 5 g 86 mM
H20 ad 1000 ml

SD-8-Medium (Luli und Strohl, 1990)

NH4Cl 7 g 131,6 mM
KH2PO4 75 g 55,2 mM
Na;HPO4 x H,0 75 g 42,2 mM
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K2SO4 0,85 g 4,9 mM
MgS0Oa4 x 7 H,0 0,17 g 0,7 mM
Spurenelementlésung 0,8 ml 0,08 % (v/v)
Hefeextrakt 10 g 1 % (W/v)
D-(+)-Glucose x H,0 20 g 101 mM
H20 ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde mit 5 M Ammoniumhydroxid auf 7,0 eingestellt.

Es wurde eine 50 %-ige Glucosestammlosung erstellt, welche kurz vor Gebrauch den

restlichen Bestandteilen durch Sterilfiltration zugegeben wurde.

Zusammensetzung der Spurenelementldsung fiir das SD-8-Medium

FeSO4 x 7 H,0 4 g 14,4 mM
MnSO4 x H,0 1 g 59 mM
Al>(S04)3 x 12 H,0 5,5 g 8,3 mM
CoCl; x 6 H,0 0,4 g 1,7 mM
ZnS0O4 x 7 H,0 0,2 g 0,7 mM
Na:MoO4 x 2 H,0 0,2 g 0,8 mM
CuCl; x 2 H,0 0,1 g 0,6 mM
Borsaure 005 g 0,8 mM
5 M HCI ad 100 ml

2.3.1.2 Nahrmedien fiir die Kultivierung von C. autoethanogenum, C. carboxidivorans,
C. kluyveri und C. ljungdahlii

Vorkulturen von C. kluyveri wurden in ATCC Medium 1120 oder Tanner-Medium

,modified” 2 angezogen. Tanner-Medium , modified” wurde fiir die Kultivierung von

C. autoethanogenum, C. carboxidivorans, C. ljungdahlii und fir alle autotrophen

Wachstumsversuche bzw. Cofermentationen verwendet. Die einzelnen Bestandteile der

Ndhrmedien wurden mittels Feinwaage abgewogen und mit Wasser aus der
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Reinstwasseranlage der Universitdt Ulm gel6st. Das Flissigmedium wurde in spezielle
Kulturflaschen aliquotiert und anschlieBend gasdicht verschlossen (siehe Kultivierung
anaerober Bakterien 2.5.2). Unter Zuhilfenahme einer Kaniile wurde ein Vakuum angelegt
und gleich darauf die Kulturflaschen mit N,/CO; befiillt. Dieser Schritt wurde insgesamt
siebenmal durchgefiihrt und mit einer letztmaligen Befiillung mit N,/CO, beendet.
Darauffolgend wurden sterile Bedingungen durch das Autoklavieren der Medien fiir
15 min bei 121 °C und bei 1,2 bar Druck erzeugt. Im Falle von autotrophen
Wachstumsversuchen wurde nach dem Autoklavieren wiederum mittels Kanile die
Gasphase von N2/CO; auf Synthesegas gewechselt.

Alle fur diese Medien bendtigten Vitamin-, Mineral- und Spurenelementlésungen wurden
in 50-ml-Schraubdeckelrohrchen aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Bei Bedarf wurden
diese aufgetaut und bei 2-8 °C im Kihlschrank gelagert. Um anaerobes Wasser
herzustellen, wurde Wasser aus der Reinstwasseranlage der Universitat Ulm fir

mindestens 20 min gekocht und dann unter gleichzeitiger Begasung mit N, auf Eis gekiihlt.

ATCC Medium 1120 fiir C. kluyveri (Barker und Taha, 1942)

Losung A

Hefeextrakt 20 g 0,2 % (w/v)
Natriumacetat x 3 H,O 75 g 91,4 mM
K3PO4-Puffer (2 M; pH 7,0) 10,0 ml 1 % (v/v)
(NH34)2S04 2,63g 19,9 mM
Natriumthioglycolat 05 g 43 mM
Salzl6sung 10,0 ml 1 % (v/v)
p-Aminobenzoesaure 100,0 pg 0,72 uM
Biotin 50 ug 0,02 uM
Resazurin (0,025 %) 4 ml 0,4 % (v/v)
Agar 20 g 0,2 % (w/v)

H,O ad 965 ml
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Lésung B
Ethanol (sterilfiltriert) 15,0 ml 1,5 % (v/v)
K2COs (1 M; sterilfiltriert) 20,0 ml 2,0 % (v/v)

Losung A wurde angesetzt und dann bei 121 °C autoklaviert. Nach Abkiihlen auf

Raumtemperatur wurde Losung B zugegeben und der pH mit HCl auf 7,0 eingestellt.

Zusammensetzung der Salzlosung fir das ATCC Medium 1120

MgS0O4 2,5 g 208 mM
CaCl, 0,15 g 13,5 mM
FeSO4 x 2 H,0 0,15 g 8,0 mM
Na:MoO4 x 2 H,0 002 g 0,8 mM
MnSQO4 x 2 H,0 002 g 1,1 mM
H20 ad 100 ml

Tanner-Medium “modified” fiir C. autoethanogenum, C. carboxidivorans und

C. ljungdahlii (Tanner, 2007)

MES 200 g 102,0 mM

Hefeextrakt 05 g 0,05 % (w/v)
Minerallésung 250 ml 2,5 % (v/v)
Spurenelementlésung 10,0 ml 1,0 % (v/v)
Vitaminlosung 10,0 ml 1,0 % /v/v)
Resazurin (Stammlosung 1 g/L) 1,0 ml 0,1 % (v/v)
L-Cystein-HCI x H,0 10 g 57 mM

H,O ad 1000 ml
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Alle Substanzen wurden zusammengegeben und der pH-Wert mit NaOH auf 6,1
eingestellt. Fiir heterotrophes Wachstum wurde Fructose aus einer anaeroben und

sterilen Stammlésung (1,11 M) nach dem Autoklavieren hinzugeben.

Minerallosung des Tanner-Medium ,, modified”

NaCl 80 g 1,4 M
NH4Cl 100 g 1,9 M
KCl 10 g 134,1 mM
KH2PO4 10 g 73,5 mM
MgS0Oa4 x 7 H,0 20 g 81,1 mM
CaCl; x 2 H,0 2 g 27,2 mM
H20 ad 1000 ml

Vitaminlésung des Tanner-Medium ,modified”

Pyridoxin-HClI 10 mg 48,6 uM
Thiamin-HCl 5 mg 14,8 uM
Riboflavin 5 mg 13,3 uM
Calcium Pantothenat 5 mg 21,0 uM
Liponsaure 5 mg 24,2 uM
p-Aminobenzoesaure 5 mg 364 uM
Nikotinsaure 5 mg 40,6 uM
Vitamin B1 5 mg 3,7 uM
Biotin 2 mg 8,2 uM
Folsaure 2 mg 45 uM
2-Mercaptoethansulfonat 2 mg 12,2 uM
H20 ad 1000 ml
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Spurenelementlosung des Tanner-Medium ,, modified”

Nitrilotriessigsaure 2 g 10,5 mM
MnSO4 x H,0 1 g 59 mM
Fe(NH4)2(SOa4)2 x 6 H20 0,8 g 2,0 mM
CoCl 0,2 g 1,5 mM
ZnS0O4 x 7 H20 1 ug 3,5 uM
CuCl; x 2 H,0 0,02 g 117,0 uM
NiCl> x 6 H20 002 g 84,1 uM
Na;Mo0O4 x 2 H,0 0,02 g 82,7 uM
Na;SeOs3 x 5 H,0 0,02 g 76,0 uM
Na;WO4 x 2 H,O 0,02 g 60,6 uM
H20 ad 1000 ml

Es wurden Stamml6sungen der Mineral-, Vitamin- und Spurenelementlésung hergestellt,

welche aliquotiert und dann bei -20 °C bis zum Bedarf gelagert wurden.

Tanner-Medium “modified” 2 fiir C. kluyveri (diese Arbeit)

Die Zusammensetzung und Herstellung des Tanner-Medium ,modified” 2 war bis
inklusive des Schrittes des Autoklavierens identisch zu der von Tanner-Medium
,modified” (siehe zuvor).

Der Grund fir die Bezeichnung Tanner-Medium ,,modified” 2 ist, dass vor Inokulation mit
C. kluyveri noch die entsprechenden Substrate fiir dessen Wachstum zugegeben wurden
und es so zu einer weiteren Modifikation des Mediums kam. Zum einen wurde dem
Medium Ethanol (Ethanol absolut) je nach bendtigter Konzentration hinzugegeben.
Konzentrationen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, waren 500 mM, 250 mM,
100 mM, 50 mM, 25 mM und 15 mM. Zum anderen wurde Kaliumacetat (1 M
Stammldsung) als Substrat fur C. kluyveri dem Medium hinzugegeben. In dieser Arbeit
verwendete Konzentrationen waren 100 mM, 70 mM, 50 mM, 40 mM, 20 mM und

10 mM.
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Ausgehend von acetogenen Kulturen prapariertes Medium fiir ein Wachstum von
C. kluyveri, genutzt in den separaten biphasischen Fermentationskulturen (diese Arbeit)
Fiir die Versuche der separaten biphasischen Fermentationen wurden zunachst
C. carboxidivorans und C. ljungdahlii in jeweils 100 ml Tanner-Medium , modified” (siehe
zuvor) kultiviert. Nach ausreichender Kultivierungsdauer (Zeit fir die Produktion von
Ethanol und Acetat) wurden die Kulturen in eine Anaerobenkammer (Gasatmosphare
bestehend aus Formiergas) Uberfiihrt und erst dort geoffnet. Daraufhin wurden die
Kulturen in 50 ml Schraubdeckelréhrchen (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht) tberfiihrt und
bei 7700 x g fiir 30 min zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde mittels einer Spritze
abgenommen, wiederum in ein Schraubdeckelréhrchen Uberfiihrt und nochmal bei
identischen Einstellungen zentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde dann
in bereits zuvor autoklavierte Messzylinder sterilfiltriert (PorengréRe 0,2 um; Sarstedt AG
& Co., Nimbrecht). Es wurden Mengen von ca. 70 ml Kulturiiberstand gewonnen. Zu
Beginn des Wachstums der acetogenen Organismen waren zwar jeweils 100 ml Medium
in den Kulturflaschen vorhanden, jedoch ging ein Teil durch die mehrmalige Probennahme
(3 ml je Messpunkt) wahrend des Wachstums und durch die Praparation verloren. Zur
weiteren Aufbereitung wurden 4,8 ml einer Supplementlésung (siehe unten)
hinzugegeben. Ziel war es, hierbei in 100 ml prépariertem Medium dieselben
Konzentrationen zu erzielen, wie in der entsprechenden Menge Tanner-Medium
,modified“. Um das gewlinschte Volumen zu erreichen, wurde mit anaeroben Wasser auf
100 ml aufgefillt. Zuvor wurde noch der pH-Wert mit 5 M NaOH auf ca. 6,8 eingestellt.
Das praparierte Medium wurde in sterile Kulturflaschen tberfiihrt und innerhalb der
Anaerobenkammer gasdicht verschlossen. Danach wurde das sich in den Flaschen
befindliche Formiergas mittels Kaniile und dem Anlegen von Vakuum sowie
anschlieRender Begasung mit N»/CO, ausgetauscht. Dieser Schritt wurde siebenmal
durchgefiihrt. Danach war die Praparation abgeschlossen und die Flaschen wurden bis zur

Inokulation mit C. kluyveri bei 2-8 °C gelagert.

Supplementlésung der separaten biphasischen Fermentation (diese Arbeit)

Minerallésung des Tanner-Medium ,,modified” 50 ml 52 % (v/v)
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Vitaminlosung des Tanner-Medium ,,modified” 20 ml 21 % (v/v)
Spurenelementldsung des Tanner-Medium ,modified“ 20 ml 21 % (v/v)
Cystein-HCI-Losung (Stammlosung 50 g/l1) 4 ml 4,2 % (v/v)
Hefeextraktlosung (Stammldsung 50 g/l) 2 ml 2,1 % (v/v)
Resazurin (Stammlosung 1 g/1) 0,1 ml 0,1 % (v/v)

Die Supplementlésung wurde autoklaviert und bis zum Gebrauch bei 2-8 °C gelagert. In
jeden der zu praparierenden Ansidtze wurden 4,8 ml der Supplementlosung

hinzugegeben.

2.3.2 Medienzusaitze

Alle genutzten Antibiotika mit ihren jeweiligen Losungsmitteln sind in Tabelle 6
dargestellt. Ebenfalls aufgefihrt sind die entsprechenden Stamm- und
Arbeitskonzentrationen. Die gel6sten Antibiotika wurden sterilfiltriert und bei -20 °C nach
Aliquotierung gelagert. Fiir die Zugabe von Antibiotika in Festmedien wurden diese nach
dem Autoklavieren erst auf ca. 50 °C abgekiihlt.

Tabelle 6: Antibiotika

Antibiotikum Losungsmittel Stamm- Arbeitskonzentration Hersteller

konzentration [ug/ml]

[mg/ml]
Ampicillin H,O 100 100
Chloramphenicol Ethanol 30 30 Carl-Roth
absolut GmbH &
Erythromycin Ethanol 100 100 Co. KG,
absolut Karlsruhe
Kanamycinsulfat H,0 50 50

Die Medienzusatze IPTG und X-Gal fiir die Durchfiihrung der Blau-WeiR- Selektion (2.8.5)
sind in Tabelle 7 mit ihren Stamm- und Arbeitskonzentrationen aufgelistet. Vor dem
Ausplattieren von rekombinanten Stéammen wurden 20 pl der IPTG-Stammlésung und

40 pl der X-Gal Stammlosung auf ausgehéarteten Agarplatten ausplattiert. AnschlieBend
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wurden die Platten fir 60 min bei 37 °C inkubiert, um die verwendeten Losungsmittel
durch Verdampfung zu entfernen. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit von X-Gal wurde

dessen Stammldsung im Dunklen gelagert. Die Lagerung beider Stammlosungen erfolgte

bei -20°C.

Tabelle 7: Zusatze der Blau-WeiR-Selektion

Substanz Losungsmittel Stamm- Arbeitskonzentration Hersteller
konzentration [ug/ml]
[ng/mi]
IPTG Ethanol absolut 30 24 Carl-Roth
X-Gal Dimethylformamid 20 40 GmbH &
Co. KG,
Karlsruhe

2.4 Stammbhaltung
Zur Stammhaltung wurden von rekombinanten E. coli-Kulturen 500 pl einer 5-ml-
Ubernachtkultur zu 500 pl sterilem Glycerin in einem Schraubdeckelrdhrchen

hinzugegeben, gemischt und bei -80 °C gelagert.

2.5 Kultivierungsbedingungen

2.5.1 Kultivierung von E. coli

Die Anzucht von E. coli-Kulturen erfolgte in 5 ml LB-Medium und wurde in Reagenzglasern
durchgefihrt. Im Falle groBerer Volumina wurden Erlenmeyerkolben mit Schikanen
verwendet. Die Kultivierung der E. coli-Kulturen erfolgte unter aeroben Bedingungen bei
37 °C auf einem Rundschittler (New Brunswick Scientific GmbH, Nirtingen) bei 120-
200 Upm. Agarplatten wurden in einem Brutschrank (Heraeus Holding GmbH, Hanau)
ebenfalls bei 37 °C inkubiert.

Zur Herstellung kaltkompetenter Zellen wurden die E. coli-Kulturen in einem
Erlenmeyerkolben mit Schikanen in SOB-Medium angeziichtet. Auf die genauere
Durchfihrung der Herstellung kaltkompetenter Zellen wird unter Punkt 2.8.1

eingegangen.
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2.5.2 Kultivierung anaerober Bakterien

2.5.2.1 Kultivierung von C. autoethanogenum, C. carboxidivorans und C. ljungdahlii

C. autoethanogenum, C. carboxidivorans und C. ljungdahlii wurden ausgehend von einem
Lyophilisat in 5 ml Tanner-Medium ,, modified” mit zusatzlich 40 mM Fructose in Hungate-
Rohrchen (Bellco Glass Inc., Vineland, NJ, USA), verschlossen mit Butylstopfen (Ochs
GmbH, Bovenden) und Plastikschraubdeckeln, angezogen. Die Gasphase in den Hungate-
Rohrchen bestand hierbei aus N2/CO,. Die weitere Kultivierung und Anpassung der
Organismen an autotrophe Bedingungen erfolgte in 50 ml Medium in 500-mI-Miiller-
Krempel-Flaschen (Miiller & Krempel AG, Biilach, Schweiz) mit Synthesegas als Gasphase.
Die Flaschen wurden zuvor mit Naturgummistopfen (Maag Technic GmbH, G6éppingen)
und Edelstahlschraubdeckeln verschlossen. Die Organismen wurden nach jeweils
einwochiger Inkubation in frisches Medium mit frischem Synthesegas Uberfiihrt. Dieser
Schritt wurde mindestens zweimal wiederholt, um eine ausreichende Adaption der
Organismen an autotrophe Bedingungen zu gewadhrleisten. Alle Kulturen von

C. autoethanogenum, C. carboxidivorans und C. ljungdahlii wurden bei 37 °C inkubiert.

2.5.2.2 Kultivierung von C. kluyveri

C. kluyveri wurde ausgehend von einem Lyophilisat in 50 ml Tanner-Medium ,,modified” 2
in einer 125-ml-Miiller-Krempel-Flasche mit Naturgummistopfen und
Edelstahlschraubverschluss angezogen. Als Gasphase wurde in Reinkulturen stets N»/CO;

genutzt. Die Inkubation wurde bei 37 °C durchgefiihrt.

2.5.2.3 Methodik der simultanen Cofermentationen

Fir die Wachstumsversuche der simultanen Cofermentation wurden 1000-ml-Mdller-
Krempel-Flaschen benutzt, welche 100 ml Tanner-Medium , modified“ enthielten und
deren Gasphase aus Synthesegas bestand. Begonnen wurde die Fermentation durch
Inokulieren mit C. kluyveri und einem der acetogenen Stamme zum gleichen Zeitpunkt
(simultan) in einem Volumenverhaltnis von 1:1. Im Detail wurden hierfiir von beiden
Stammen jeweils 2 ml von den weiter oben (2.5.2.1; 2.5.2.2) beschriebenen Reinkulturen

genutzt, welche sich in der stationdren Wachstumsphase befanden. Die Inokulation
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erfolgte nicht wie sonst (blich auf einen gewiinschte ODgyo,m-Wert, da die acetogenen
Vorkulturen nur verhaltnismaRig geringe ODggom-Werte (ca. 0,8-1,2) erreichten.

Die simultane Cofermentation wurde unter nicht schittelnden Bedingungen
durchgefihrt, um zu vermeiden, dass Kohlenmonoxid, welches Bestandteil des
Synthesegases ist, in das Medium vermehrt diffundiert. Die Inkubationstemperatur der
simultanen Cofermentation lag bei 37 °C. Nach einer Inkubationsdauer von drei Tagen
wurde die bestehende Gasphase mit frischem Synthesegas lber die Verwendung von
Kanilen ausgetauscht. Ab diesem Zeitpunkt wurde dann weiterhin alle sieben Tage das

Synthesegas aufgefillt.

2.5.2.4 Methodik der sequentiellen Cofermentationen mit einem Wechsel der
Gasphase wahrend der Kultivierung
Ahnlich der simultanen Cofermentation wurden 1000-ml-Miiller-Krempel-Flaschen
benutzt, welche 100 ml Tanner-Medium ,,modified“ enthielten und deren Gasphase aus
Synthesegas bestand. Hauptunterschied war, dass in diesem Versuch erst mit dem
acetogenen Stamm inokuliert wurde und dann zu einem spéateren Zeitpunkt (sequentiell)
nach 1-2 Wochen Kultivierung mit C. kluyveri. Die Inokulationsvolumina waren wieder im
Verhaltnis 1:1 gewdahlt worden und bestanden aus 2 ml der jeweils stationaren
Cofermentationsvorkulturen. Der Zeitraum von 1-2 Wochen vor Inokulation mit
C. kluyveri sollte den acetogenen Stammen geniigend Zeit geben, um die fur C. kluyveri
bendtigten Substrate Ethanol und Acetat zu bilden. Das Synthesegas wurde einmal nach
drei Tagen Inkubation und dann noch einmal nach sieben weiteren Tagen aufgefillt. Nach
diesem Zeitraum wurden die sequentiellen Cofermentationen in zwei Varianten
unterschieden. In der hier beschriebenen Variante wurden zum Zeitpunkt der Inokulation
mit C. kluyveri mittels Zuhilfenahme von an eine Vakuumpumpe angeschlossenen Kaniilen
ein Vakuum angelegt und gleich darauf die Kulturflaschen mit N2/CO; befullt (sequentielle
Cofermentation mit Wechsel der Gasphase). Dieser Schritt wurde insgesamt siebenmal
durchgefihrt und mit einer letztmaligen Befullung mit N2/CO; beendet. Hintergrund
dieses Schrittes war es, C. kluyveri optimale Bedingungen zu bieten, indem vor allem das
toxische Kohlenmonoxid des Synthesegases entfernt wurde. Die Inkubationstemperatur

lag bei 37 °C Uiber den ganzen Zeitraum der Cofermentation.
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2.5.2.5 Methodik der sequentiellen Cofermentationen ohne Wechsel der Gasphase
wahrend der Kultivierung
Im Rahmen der sequentiellen Cofermentation wurde eine zweite Variante der Methodik
durchgefiihrt. Die Durchfiihrung dieses Versuches war identisch zu dem in 2.5.2.4
beschriebenen bis einschlieflich der Inokulation der Fermentationskulturen mit
C. kluyveri. Charakteristikum dieser Variante war, dass nach Inokulation mit C. kluyveri
nicht die Gasphase auf N2/CO; gewechselt, sondern weiterhin Synthesegas als Gasphase
beibehalten (sequentielle Cofermentation ohne Wechsel der Gasphase) wurde. Das
Synthesegas wurde erstmals drei Tage nach Inokulation aufgefillt und dann wiederum bis
zum Ende der Fermentation in einem siebentdgigen Zyklus. Inkubationstemperatur war
wie bei den vorangegangen Cofermentationen 37 °C unter nicht schiittelnden

Bedingungen.

2.5.2.6 Methodik der separaten biphasischen Fermentationen

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Cofermentationen wurde in diesem Falle eine
Fermentation durchgefihrt, in der beide Stamme zeitlich und rdumlich getrennt, aber
aufeinander aufbauend kultiviert wurden (separate biphasische Fermentation). Ziel dieser
Versuche war es, ausgehend von acetogenen Kulturen, welche im Laufe ihrer Kultivierung
Ethanol und Acetat produzieren, ein Medium zu praparieren, welches dann fiir das
Wachstum von C. kluyveri genutzt werden sollte. Hierfir wurden 1000-ml-Miiller-
Krempel-Flaschen, welche 100 ml Tanner-Medium , modified” enthielten und deren
Gasphase aus Synthesegas bestanden, mit jeweils C. carboxidivorans und C. ljungdahlii
inokuliert. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und bei 140 Upm auf einem
Rundtischschittler (Infors AG, Bottmingen, Schweiz), um eine optimale Verwertung des
Synthesegases zu erreichen. Das Synthesegas wurde drei Tage nach Inokulation und dann
wiederum im siebentdgigen Zyklus aufgefillt. Nach Beendigung der Kultivierung wurde
aus diesen acetogenen Kulturen das Ndahrmedium fir C. kluyveri prapariert, wie es in
2.3.1.2 (ausgehend von acetogenen Kulturen prapariertes Medium fiir ein Wachstum von
C. kluyveri) beschrieben ist. Diese praparierten Medien wurden mit 1 ml einer stationaren

C. kluyveri-Kultur inokuliert und bei 37 °C unter nicht schiittelnden Bedingungen inkubiert.
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2.5.2.7 Untersuchung des Einflusses verschiedener Substratkonzentrationen auf das
Wachstum und das Produktspektrum von C. kluyveri
In den durchgefiihrten Fermentationen wurden ausgehend von den acetogenen
Stammen unterschiedliche Substratmengen fiir C.  kluyveri gebildet und
konsequenterweise auch ausgehend von den zur Verfiigung stehenden Substratmengen
unterschiedliche Produktmengen durch C. kluyveri. Um nun eine Vorstellung zu
bekommen, welche Produktmengen Uberhaupt, ausgehend von bestimmten
Substratkonzentrationen, zu erwarten waren, wurde C. kluyveri auf verschiedenen
Substratmengen kultiviert. Die Substratkonzentrationen orientierten sich an Ethanol- und
Acetatkonzentrationen, welche in den verschiedenen Fermentationen zu gewahlten
Zeitpunkten erzielt wurden. Die entsprechenden Konzentrationen an Ethanol und Acetat
wurden dem Tanner-Medium ,modified” hinzugegeben und dieses mit 1 ml einer
stationaren Kultur von C. kluyveri inokuliert. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °Cin 125-ml-
Miller-Krempel-Flaschen mit 50 ml Tanner-Medium ,modified” unter nicht schiittelnden

Bedingungen.

2.5.2.8 Untersuchung des Einflusses von Kohlenmonoxid auf das Wachstum und den
Stoffwechsel von C. kluyveri

Um den Einfluss von Kohlenmonoxid auf das Wachstum von C. kluyveri zu untersuchen,

wurden Kultivierungen mit verschiedenen Gasphasen durchgefiihrt. Verglichen wurde das

Wachstum von C. kluyveri mit Kohlenmonoxid, Synthesegas und N»/CO; als Gasphase. Die

Kultivierung erfolgte bei 37 °C in 125-ml-Miiller-Krempel- Flaschen mit 50 ml Tanner-

Medium ,modified” unter nicht schiittelnden Bedingungen.

2.5.2.9 Untersuchung der Fahigkeit von C. carboxidivorans und C. ljungdahlii zur
Umwandlung von Butyrat und Capronat in die entsprechenden Alkohole

Im Rahmen von Cofermentationen war es notwendig zu untersuchen, inwiefern

C. carboxidivorans und C. ljungdahllii das entstehende Butyrat und Capronat weiter

verstoffwechseln und es somit zu Auswirkungen auf die Produktmengen kommt. Es

wurden 500-ml-Miiller-Krempel-Flaschen mit 50 ml Tanner-Medium ,, modfied” und

Synthesegas als Gasphase verwendet. Es wurden bestimmte Mengen Butyrat und
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Capronat dem Medium beigefiigt, und die Kulturen bei 37 °C unter nicht schittelnden

Bedingungen inkubiert.

2.5.2.10 Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf das Wachstum und das
Produktspektrum bei Kultivierung von C. kluyveri

Um den Einfluss des pH-Wertes auf das Wachstum von C. kluyveri zu untersuchen, wurden

Kultivierungen unter Verwendung verschiedener pH-Werte durchgefiihrt. Die Versuche

wurden in 125-ml-Miller-Krempel-Flaschen mit 50 ml Tanner-Medium ,modified” 2

durchgefihrt, in welchen pH-Werte von 5-8 eingestellt wurden. Die Kultivierung erfolgte

bei 37 °C unter nicht schiittelnden Bedingungen.

2.5.2.11 Untersuchung der Auswirkung der Ubertragung von Ethanol und Acetat aus
Vorkulturen von C. kluyveri bei Inokulation neuer Kulturen

Zur Untersuchung der Ubertragung von Substraten aus Vorkulturen wurde C. kluyveri in

125-ml-Miiller-Krempel-Flaschen, welche 50 ml Tanner-Medium , modified“ (keine

Zugabe von Ethanol und Acetat) enthielten, mit N/CO; als Gasphase kultiviert.

Zielsetzung war es zu untersuchen, welche Produktmengen allein aus den von

Vorkulturen eingebrachten (libertragenden) Substratmengen gebildet werden kdnnen.

2.6 Bestimmung von Wachstums- und Stoffwechselparameter

In allen in dieser Arbeit durchgefiihrten Wachstumsversuchen wurden zur Bestimmung
von Wachstums- und Stoffwechselparametern zu den jeweiligen Zeitpunkten 3 ml Kultur
entnommen, wovon 1 ml der Bestimmung der optischen Dichte sowie des pH-Wertes
diente und die restlichen 2 ml fur die gaschromatographischen Analysen verwendet

wurden.

2.6.1 Bestimmung der optischen Dichte

Um den Verlauf eines bakteriellen Wachstums zu dokumentieren, wurde mittels eines
Spektralphotometers (,Ultrospec™ 3100 pro”“, Amersham Bioscience Europe GmbH,
Freiburg) bei einer Wellenlange von 600 nm und mittels Einmalkiivetten (VWR

International GmbH, Darmstadt) mit einer Schichtdicke von 1 cm die optische Dichte
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(ODggonm) bestimmt. Hierfiir wurde den Bakterienkulturen jeweils ein Volumen von 1 ml
entnommen (Probenmaterial auch verwendet zur Bestimmung des pH-Wertes; siehe
2.6.2). Zur Sicherstellung der Linearitat zwischen Extinktion und Zellzahl wurden die
Kulturen ab ODgyonm-Werten von 0,4 entsprechend mit Medium verdiinnt. Als
Referenzwert (Leerwert) diente nicht beimpftes Medium des gleichen Mediumansatzes.
Im Falle des Wachstums von C. kluyveri in ausgehend von acetogenen Kulturen selbst
prapariertem Medium wurde gegen eine frei gelassene Position der
Photometerkiivettenhalterung (sogenannte ,Messung gegen Luft“) als Referenz

gemessen.

2.6.2 Messung des pH-Wertes

Zur Bestimmung des pH-Wertes von Kulturiberstinden wurden wahrend der
Wachstumsversuche den Bakterienkulturen jeweils 1 ml entnommen und in
Eppendorfgefale (Eppendorf AG, Hamburg) Gberfihrt. Der pH-Wert wurde mittels eines
pH-Meters (WTW, Weilheim) und einer daran angebrachten Kapillarelektrode (VWR

International GmbH, Darmstadt) gemessen.

2.6.3 Bestimmung der Stoffwechselparameter mittels Gaschromatographie

Um in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Wachstumsversuchen die
Stoffwechselparameter zu bestimmen, wurden jeweils 2 ml Probe aus Bakterienkulturen
entnommen und in Eppendorfgefdlle Gberfihrt. Diese Proben wurden bei 17000 x g fir
mindestens 30 min zentrifugiert und anschlieSend bis zur Analyse bei -20 °C gelagert. Die
Analyse der Substrate bzw. Produkte erfolgte in dieser Arbeit stets durch
Gaschromatographie (GC), aber mittels zweier verschiedener Analysegerdte und deren

dazugehorige Parameter, welche im Folgenden aufgefiihrt sind.

2.6.3.1 Gaschromatographie mit gepackter Saule

Im Rahmen des Wachstumsversuches zur Uberpriifung der Funktionalitit des Plasmids
pMW 2.1 wurde der Gaschromatograph Clarus 600 (PerkinElmer LAS GmbH, Rodgau)
ausgestattet mit einer gepackten Siule (siehe unten) verwendet. Uberstinde von

Wachstumsversuchsproben wurden nach dem Auftauen in 2-ml-Rollrandflaschen (CS-
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Chromatographie Service GmbH, Langerwehe) transferiert und mittels Aluminiumkappen
(CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe) verschlossen.

Zur Verifikation der korrekten Analyse wurde als interner Standard eine
Isopropanollésung (110 mM in 2 M HCL) verwendet und jeder Probe beigemengt (100 pl
in 1 ml Probe). Die Kalibrierung erfolgte mittels Standards, welche die zu
guantifizierenden Analyten in einer Konzentration von 5 mM sowie den internen Standard
enthielten. Analysiert wurden die Konzentrationen von Buttersdure und Aceton bei

Wachstumsversuchen mit E. coli.

Die genauen Parameter dieser GC-Analyse sind im Folgenden aufgefihrt:
Saule: Metall, gepackt
(ID2 mm x 2,000 mm)

Saulenmaterial: Poropak P (80/100 mesh)
Tragergas: N2 (27,9 ml/min)
Injektortemperatur: 200 °C

Injektionsvolumen: 1wl

Detektortemperatur: 300 °C

Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID)
Detektorgase: H2 (45 ml/min)

synthetische Luft (450 ml/min)
Temperaturprofil: 130 °C

130 °C bis 140 °C bei 5 °C/min

140 °C fur 12 min
Datenprozessierung: TotalChrom Version 6.3.1

PerkinElmer, LAS GmbH, Rodgau

2.6.3.2 Gaschromatographie mit Kapillarsaule

Alle Wachstumsversuche, auBer des in 2.6.3.1 genannten, wurden mittels des
Gaschromatographen Clarus 680 (PerkinElImer LAS GmbH, Rodgau) ausgestattet mit einer
Kapillarsdule (siehe unten) analysiert. Wie bereits oben genannt, wurden auch hier die

Uberstinde von Wachstumsversuchsproben nach dem Auftauen in 2-ml-Rollrandflaschen
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transferiert und dann mittels Aluminiumkappen verschlossen. Die Quantifizierung der
Stoffwechselprodukte erfolgte durch die Erstellung einer Kalibriergeraden fiir jeden
einzelnen Analyten mittels einer Standardreihe. Fir die Gewahrleistung einer linearen
Korrelation zwischen Konzentration und Detektorsignal bei der Analyse organischer
Sauren wurden sowohl die zu analysierenden Kulturiiberstande als auch die Standards mit
2 M HCL angesauert (10 pl in 1 ml Probe). Bestimmt wurden mittels dieser Methodik die
Alkansauren Essigsdure (Acetat), Buttersdure (Butyrat) und Hexansdure (Trivialname

Capronsaure; Capronat) sowie die Alkohole Ethanol, 1-Butanol und 1-Hexanol.

Die genauen Parameter dieser GC-Analyse sind im Folgenden aufgefihrt:
Saule: Elite-FFAP
(30mx0,32 mm; 0,25 um)
Sadulenmaterial: mit 2-Nitroterephthalsdure

modifiziertes

Polyethylenglycol
Tragergas: H2 (2,25 ml/min)
Split: 1:20
Injektortemperatur: 225 °C
Injektionsvolumen: 1l
Detektortemperatur: 300 °C
Detektor: FID
Detektorgase: H2 (45 ml/min)

Synthetische Luft

(450 ml/min)
Temperaturprofil: 90 °C fiir 2 min

40 °C/min bis 250 °C

250 °Cfur 1 min
Datenprozessierung: TotalChrom Version 6.3.2

PerkinElmer, LAS GmbH,

Rodgau



Material und Methoden 37

2.7 Arbeiten mit Nukleinsduren

Die Sterilisation von Arbeitsmaterialien und die dabei stattfindende Inaktivierung von
Nukleasen erfolgte durch 20-minitiges Autoklavieren bei 121 °C und 1,2 bar. Alle
hitzelabilen Substanzen (wie z.B. Antibiotika) wurden sterilfiltiert. Arbeitsflichen sowie
Gerate wurden mit 80 % (v/v) Ethanol gereinigt und desinfiziert. Fir die Inokulation
genutzte Impfosen wurden mittels langerem ,, Ausgliihen” in der Bunsenbrennerflamme

sterilisiert.

2.7.1 Isolierung von genomischer DNA aus Gram-positiven Bakterien

Die Isolierung genomischer DNA aus C. autoethanogenum, C. carboxidivorans, C. kluyveri
und C. ljungdahlii wurde mittels des ,MasterPure™ Gram Positive DNA Purification Kit“
(Epicentre, Madison WI, USA) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die

Lagerung isolierter genomischer DNA erfolgte bei -20 °C.

2.7.2 Isolierung von Plasmid DNA mittels ,,Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit“

Die Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA aus rekombinanten E. coli-Kulturen
wurde mittels ,,Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit“ (ZYMO Research Europe GmbH, Freiburg)
durchgefiihrt. Fir die Praparation wurden aus 5-ml-Ubernachtkultur jeweils zweimal 2 ml
entnommen, in ein EppendorfgefaR pipettiert und 2 min bei 17000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 600 pl demineralisiertem Wasser
suspendiert. Die weitere Bearbeitung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Isolierte

Plasmide wurden bei -20 °C gelagert.

2.7.3 Reinigung und Konzentrierung von DNA aus Lésungen mittels des "DNA Clean &
Concentrator™.-5 Kit"

Zur Eliminierung weiterer in den DNA-L6sungen vorhandener Proteinverunreinigungen

wurde eine zusatzliche Aufreinigung mittels "DNA Clean & Concentrator™-5 Kit" (ZYMO

Research Europe GmbH, Freiburg) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem

Protokoll des Herstellers.
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2.7.4 Reinigung von Nukleinsduren aus Agarosegelen mittels des "Zymoclean™ Gel
DNA Recovery Kit*
Um eine Separierung einzelner DNA-Fragmente aus einem Gemisch von DNA-Molekiilen,
wie es z.B. bei einem Plasmidverdau vorzufinden ist, zu vollziehen, wurde zunachst eine
Agarosegelelektrophorese (2.7.6) mit anschlieBender Anfirbung der DNA mittels
Ethidiumbromid durchgefiihrt. Durch die Exposition der Gele mit UV-Strahlung auf dem
Schirm eines Transilluminators (Nippon Genetics Europe GmbH, Diren) konnte durch
Abgleich mit den mitgefiuhrten Langenstandards das zu isolierende Fragment identifiziert,
unter Zuhilfenahme eines Skalpells aus dem Gel herausgeschnitten und dann in ein
Eppendorfgefall Gberfihrt werden. Das eigentliche Herauslosen der DNA-Fragmente aus
der Agarose erfolgte mit dem ,,Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit” (ZYMO Research
Europe GmbH, Freiburg). Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

Die isolierten Fragmente wurden in 15 pl demineralisiertem Wasser aufgenommen.

2.7.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Konzentrationsbestimmungen von DNA-L6sungen wurden an einem Spektralphotometer
(NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot) durchgefiihrt. Die Messung
erfolgte zum einen bei einer Wellenldange von 260 nm (Absorptionsmaximum von
Nukleinsduren) und zum anderen bei einer Wellenldnge von 280 nm
(Absorptionsmaximum von Proteinen). Der Reinheitsgrad der DNA-Losungen wurde
mittels des Quotienten dieser beiden Absorptionen determiniert. Der Quotient soll dabei
Werte zwischen 1,8 und 2,0 annehmen (Green und Sambrook, 2012). Im Falle der
Messung doppelstrangiger DNA entspricht eine Absorption von 1 einer Konzentration von

50 pg/ml (Green und Sambrook, 2012).

2.7.6 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsdurefragmenten

2.7.6.1 Nichtdenaturierende Agarosegelelektrophorese

Die groRen- bzw. langenspezifische Auftrennung von Nukleinsdurefragmenten erfolgte
mit der molekularbiologischen Standardmethode der Agarosegelelektrophorese. DNA-
Molekdle besitzen eine elektrische Ladung, deren Ursprung in den Phosphatgruppen des

Zucker-Phosphat-Riickgrats zu finden ist. Diese negative Ladung der Phosphatgruppen
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verursacht eine Fortbewegung der DNA-Molekile in Richtung einer positiv geladenen
Elektrode (Anode) in einem elektrischen Feld. Die Ladungsdichte der
Nukleinsdurefragmente ist hierbei immer konstant, das heiSt die Anzahl der Ladungen
bezogen auf die MolekiilgrofRe sind immer gleich. Die durch Vernetzung entstehenden
Agarosepolymere bilden in den Gelen Poren, die fiir die DNA-Molekiile wie ein Sieb wirken
(Green und Sambrook, 2012). Durch die Kombination der Fortbewegung von Fragmenten
im elektrischen Feld und dem unterschiedlichen Widerstand bei der Wanderung der DNA-
Fragmente, aufgrund der unterschiedlichen GroRe, ist eine Auftrennung der DNA-
Fragmente moglich. Je nach GroRRe der aufzutrennenden Fragmente wurden Gele mit
unterschiedlichem Agarosegehalt verwendet. Auftrennungen von Fragmenten mit einer
GroRe von Uber 1000 Bp wurden in 0,8 %-iger Agarose duchgefiihrt, wahrend die
Auftrennungen von Fragmenten kleiner als 1000 Bp in 2 %-iger Agarose durchgefihrt
wurden. Die Elektrophoresegele wurden angefertigt, indem die Agarose in 1 x TAE Puffer
(siehe unten) durch Erhitzen bis zum Klarwerden der Losung suspendiert wurde. Falls die
Gele nicht sofort bendtigt wurden, konnte nach diesem Schritt die geloste Agarose bei
65 °C gelagert werden (Verhinderung des Erstarrens). Fir die eigentliche Herstellung der
Gele wurde die Agarose in eine Gelkammer mit Kamm (Bildung der Pipettiertaschen)
gegossen und bei Raumtemperatur auspolymerisiert. Als Laufpuffer fir die
Elektrophorese fungierte 1 x TAE Puffer, welcher soweit aufgefiillt wurde, dass das
erstarrte Gel gerade mit diesem vollstandig bedeckt war. Die Beschwerung der Proben
erfolgte durch Versetzung mit 0,2 Vol.-% des Ladepuffers "6x DNA Gel loading dye"
(Thermo Scientific GmbH, St. Leon-Rot) und fiir die eigentliche Elektrophorese wurde mit
einer angelegten Spannung von 110-130 Volt gearbeitet. Die Laufzeit der Elektrophoresen
betrug 20 bis 40 min. Die Gele wurden anschliefend in ein Ethidiumbromidbad zur
Anfarbung der DNA gelegt (2.7.6.2). Die Nukleotidbasenlange der aufgetrennten
Fragmente wurde mittels Abgleich gegeniiber den mitgefiihrten GroéRenstandards
,GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder” (Thermo Scientific GmbH, St. Leon-Rot) und
,GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder” (Thermo Scientific GmbH, St. Leon-Rot) bestimmt. Die

Zusammensetzung der TAE-Stammldsung ist im Folgenden dargestellt.
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50 x TAE-Stammldsung (Green und Sambrook, 2012)

Tris 242 g 2 M
Eisessig (Essigsaure 99%) 57 ml 57 % (v/v)
EDTA 18,7 g 50 mM
H20 ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde mit HCl auf 7,5 eingestellt.

2.7.6.2 Farbung von Nukleinsdauren in Agarosegelen

Die Visualisierung von Nukleinsdurefragmenten in Agarosegelen erfolgte durch die
Anfarbung mit Ethidiumbromid. Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, welcher in
doppelstrangige Nukleinsduren interkaliert und dabei sein eigenes Anregungsspektrum
verandert (somit fluoresziert nur Ethidiumbromid, welches an DNA gebunden hat). Die
Fluoreszenz kann durch Exposition mit UV-Strahlung ausgel6st werden, wodurch auch die
Nukleinsduren sichtbar gemacht werden.

Die Auswertung der ca. 5-10 min gefirbten Gele erfolgte mittels einer
Fotodokumentationsanlage, in der sowohl die Gele mit ultraviolettem Licht (Wellenldange

312 nm) bestrahlt und zugleich auch fotografisch festgehalten werden konnten.

2.7.7 Amplifikation von DNA

2.7.7.1 Auswahl und Herstellung synthetischer Oligodesoxynukleotide

Die Synthese der fir die in dieser Arbeit getatigten Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)
bendtigten Oligodesoxynukleotide wurden nach gewilinschter Sequenz von der Firma
biomers.net GmbH (UIm) synthetisiert. Die theoretische Zusammensetzung sowie die
Berechnung bzw. Simulation der Eigenschaften der Oligodesoxynukleotide wurde mit den
Computerprogrammen ,,CloneManager 7.11“ (Scientific & Educational Software, Cary, NJ,
USA) und ,CLC Main Workbench 8.0.1“ (Qiagen Bioinformatics, Aarhus, Danemark)
durchgefihrt.

Die geforderten Kriterien an die Oligodesoxynukeotide waren, falls moglich, eine Lange
von ca. 18-22 Nukleotiden, ein GC-Gehalt von 40-60 % und eine dadurch bedingte

Schmelztemperatur von 50-60 °C. Bei Festlegung der Basenabfolge wurde darauf
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geachtet, sich wiederholende Teilsequenzen zu vermeiden, um mogliche

Selbsthybridisierungen und Ausbildungen von Sekundarstrukturen zu vermeiden.

2.7.7.2 Standard-PCR

Die Standard-PCR-Methode wurde angewandt, um einzelne Genabschnitte zu
amplifizieren, konstruierte Vektoren zu kontrollieren oder Bakterienstimme zu
identifizieren. Hierbei wurde die PCR nach Kary B. Mullis (Saiki et al., 1985) durchgefiihrt.
Eine PCR ist eingeteilt in drei Teilschritte, die sich wahrend eines Laufs in mehreren Zyklen
wiederholen. In der anfanglichen Denaturierung werden mittels einer Temperatur von
95 °C die Wasserstoffbrickenbindungen der DNA-Doppelstriange gespalten und dadurch
die Einzelstrange frei gegeben. Im zweitem Teilschritt, betitelt als ,Primer annealing”,
erfolgt die Anlagerung der zuvor ausgewahlten Oligodesoxynukleotide (2.1.3, 2.7.7.1) an
die komplementaren Bereiche der Ziel-DNA. Die , Annealing“-Temperatur wurde ca. 5-
10 °C unter der Schmelztemperatur der Oligodesoxynukleotide gewahlt. Im finalen
Schritt, der Elongation, werden durch die eingesetzte DNA-Polymerase ausgehend von
den 3'-Enden der Oligodesoxynukleotide die komplementaren Strange synthetisiert. Die
Temperatur dieses Schrittes richtet sich dabei nach dem Optimum der eingesetzten DNA-
Polymerase. Die Wiederholung dieser Schritte wurde in Zyklen durchgefiihrt, bis eine
ausreichende Menge an DNA vorhanden war. Fir die Durchfihrung der PCR mussten
mehrere Biochemikalien bezogen werden. Als DNA-Polymerase wurde die ReproFast-
Polymerase (Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm) verwendet. Weiterhin wurde ein dNTP-
Mix erstellt, indem jeweils 10 pl der vier einzelnen dNTPs (Genaxxon Bioscience GmbH,
Ulm) und 60 ul demineralisiertes Wasser zusammengefiigt wurden. Um eine Erhohung
der PCR-Effizienz zu erzielen, konnte auch der sogenannte ,,PCR 2X PreMix E“ (Epicentre,
Madison, WI, USA) verwendet werden, welcher neben der Pufferlésung auch die
bendtigten dNTPs enthielt. Die unterschiedlichen Ansatze sind detailliert im Folgenden zu

sehen.
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Standard-PCR-Ansatz ohne die Nutzung des ,,PCR 2X PreMix E“ (Volumen 50 pl)

10 x Puffer 5 ul
DNA-Polymerase (5 U / ul) 0,5 ul
DNA-, Template” 1 ul
dNTP-Mix (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2 ul
Primer 1 (100 pmol) 1 ul
Primer 2 (100 pmol) 1 ul
Steriles H,0 39,5 ul

Standard-PCR-Ansatz mit der Nutzung des ,,PCR 2X PreMix E“ (Volumen 50 pl)

DNA-Polymerase (5 U / ul) 0,5 ul
DNA-, Template” 1 ul
Primer 1 (100 pmol) 1 ul
Primer 2 (100 pmol) 1 ul
,Puffer E“ 25 ul
Steriles H,0 21,5 ul

Exemplarisch aufgezeigt ist im Folgenden das Protokoll der Standard-PCR

Initiale Denaturierung 95 °C 5 min

Denaturierung 95°C 45 s

Hybridisierung (,,Annealing®) variabel 45 s x 32 Zyklen
Elongation 72 °C variabel

Finale Elongation 72 °C 15 min

Kdhlung 12 °C 00

Die , Annealing“-Temperatur ist als variabel gekennzeichnet, da sie abhangig von der

Schmelztemperatur der Primer war und ca. 5-10 °C unter dieser gewahlt wurde. Die
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Elongationszeit war ebenfalls variabel und wurde nach den Langen der zu erstellenden

Fragmente und der Synthesegeschwindigkeit der DNA-Polymerase bestimmt.

2.7.7.3 Einfiigen von Restriktionsschnittstellen mittels PCR

Um DNA-Abschnitte untereinander verbinden zu kénnen, war es moglich bzw. nétig,
mittels PCR am 5'-Ende von zu amplifizierenden Fragmenten spezifische
Erkennungssquenzen fiir Restriktionsendonukleasen einzubauen. Somit war es zum
einem moglich, DNA-Fragmente aus Klonierungsvektoren mittels Restriktionsverdau zu
isolieren und zum anderen in Plasmide zu transferieren (siehe Ligation 2.7.8.3), welche
mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten wurden. Zur Erhéhung
der Bindungseffizienz der Restriktionsendonukleasen wurden zusatzlich an den 5'-Enden

die Nukleotidbasensequenz ACA miteingefiigt.

2.7.8 Enzymatische Modifikation von DNA

2.7.8.1 Restriktionsverdau von DNA

In dieser Arbeit wurden ausschlieRlich Restriktionsendonukleasen des Typ Il genutzt.
Charakteristisch fir den Typ Il ist, dass sich die Schnittstellen in den palindromischen
Erkennungssequenzen befinden (Pingoud und Jeltsch, 2001). Unterschieden wurde in
zwei verschiedene Kategorien des Restriktionsverdaus, je nach Art der Zielsetzung. So
wurden zum einen praparative Restriktionsverdaue durchgefiihrt mit dem Fokus, ein
Fragment aus einem DNA-Konstrukt herauszuschneiden, und zum anderen wurden
analytische Restriktionsverdaue durchgefiihrt, bei denen es alleiniges Ziel war, dieses
Fragment z.B. in einem Plasmid nachzuweisen. Die Restriktionsverdaue wurden mittels
der Agarosegelelektrophorese (2.7.6.1) und der Farbung mit Ethidiumbromid (2.7.6.2)
kontrolliert und beurteilt. Die Isolierung, im Falle eines praparativen Restriktionsverdaus,
wurde wie bereits zuvor beschrieben mit dem ,Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit”
(2.7.4) und die Aufreinigung mit dem "DNA Clean & Concentrator™-5 Kit“ (2.7.3)

praktiziert. Die zwei unterschiedlichen Ansatze der Restriktionsverdaue sind im Folgenden

aufgelistet.
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Ansatz eines analytischen Restriktionsverdaus (Volumen 20 pl)

10 x Puffer 2 ul
DNA (1 ug) 3 ul
Restriktionsenzym (8-10 U) 0,5 ul
Steriles H,0 14,5 ul

Pro Enzym wurde fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert mit anschlieBender Inaktivierung bei

65 °C oder 80 °C fir 15 min je nach gewahltem Restriktionsenzym(en).

Ansatz eines praparativen Restriktionsverdaus (Volumen 20 pl)

10 x Puffer 2 ul
DNA (3 ug) 10 ul
Restriktionsenzym (8-10 U) 1 ul
Steriles H,0 7 ul

Pro Restriktionsenzym wurde fiir eine Stunde bei 30 °C oder 37 °C inkubiert mit
anschlieRender Inaktivierung bei 65 °C oder 80 °C fiir 15 min je nach gewihltem

Restriktionsenzym(en).

2.7.8.2 Modifikation von DNA (,,blunten”)

Im Falle von Restriktionsverdauen mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen bilden
sich an den 3'- und 5'-Enden (berstehende Nukleotidsequenzen, welche nicht
komplementéar zueinander sind. Diese Enden werden als ,sticky ends” bezeichnet. Um
eine Religation des Vektors zu ermoglichen, ist es notig, diese Uberstehenden
Nukleotidsequenzen zu entfernen. Dieser Vorgang wird als ,,blunten” bezeichnet und die
daraus entstehenden Enden als glatte Enden, bzw. als ,blunt ends”. Diese DNA-
Modifikation wurde durch die Verwendung der T4-DNA-Polymerase (Thermo Fisher

Scientific, St. Leon-Rot) vollzogen. Diese DNA-Polymerase zeichnet sich dadurch aus, dass
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sie die Uberhinge am 3'-Ende entfernt und am 5'-Ende die komplementiren Basen

erganzt, woraus die glatten Enden resultieren.

Ansatz fiir das ,,blunten” von Plasmid-DNA (Volumen 20 pl)

5 x Puffer 4 ul
DNA 5 ul
dNTP-Mix (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1 ul
T4-DNA-Polymerase (1 U) 0,5 ul
Steriles H,0 9,5 ul

Die Inkubation erfolgte flir 10 min bei Raumtemperatur und die Inaktivierung fir 10 min

bei 75 °C.

2.7.8.3 Ligation von DNA

Um praparierte und isolierte DNA-Fragmente in Vektoren einzufiigen, wurde eine Ligation
mittels T4-DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot) durchgefiihrt. Dieses Enzym
fand auch Verwendung bei der Religation von geschnittenen und ,geblunteten” Vektoren.
Es wurden zwei unterschiedliche Ligationsansatze verwendet, welche im Folgenden

aufgelistet sind.

Ansatz einer Ligation (Volumen 10 pl)

10 x Ligationspuffer 2 ul
,Insert” 5 ul
T4-DNA-Ligase (1 U) 1 ul
Vektor 1 ul

Steriles H,0 1 ul
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Ansatz einer Religation (Volumen 20 pl)

10 x Ligationspuffer 2 ul
T4-DNA-Ligase (1 U) 1 ul
Vektor 5 ul
Steriles H,0 12 ul

Die Inkubation erfolgte fiir 90 min bei Raumtemperatur und die Inaktivierung fiir 15 min

bei 65 °C.

2.7.8.4 Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung von DNA nach Sanger (Sanger et al., 1977) wurde extern von der Firma
GATC Biotech AG (Konstanz) durchgefiihrt. Benétigt wurde ein Gesamtvolumen von 20 pl

und eine Konzentration der Proben von 30-100 ng/pl.

2.8 DNA-Transfer in Bakterien

2.8.1 Herstellung kaltkompetenter E. coli XL1-Blue MRF'-Zellen

Im ersten Schritt der Herstellung kaltkompetenter E. coli XL1-Blue MRF' Zellen wurden als
Vorkulturen jeweils 5 ml LB-Medium mit E. coli XL1-Blue MRF' beimpft und iber Nacht bei
37 °C und bei 200 Upm auf einem Tischrundschiittler (New Brunswick Scientific GmbH,
Edison, NJ, USA) inkubiert. Mittels dieser Vorkulturen wurden 250 ml SOB-Medium in
einem 1000-ml-Erlenmeyerkolben mit Schikane inokuliert und dabei auf einen ODgypnm-
Wert von 0,1 eingestellt. Aufgrund der vorhandenen Resistenz von E. coli XL1-Blue MRF'
gegenlber Tetracyclin wurde dieses als Antibiotikum verwendet. Inkubation dieser
Kulturen erfolgte bei 18 °C und 40 Upm auf einem Tischriindschittler (Sartorius AG,
Gottingen) bis zum Erreichen einer ODgggnm VOn 0,6 bis 0,8. Nach Erreichen dieser ODggonm
wurden die kompletten Kulturen jeweils in sterile Zentrifugenbecher Gberfihrt und fir
10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und
3900 x g. Der gebildete Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment in 10 ml
eisgekiihltem TB-Puffer (siehe unten) suspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation

fir 10 min bei 4 °C und 3900 x g und eine weitere Aufnahme des Zellsediments in
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eisgekiihltem TB-Puffer. Den Zellsuspensionen wurden 1,5 ml DMSO zugegeben, jeweils
200 pl aligoutiert und mittels flissigem Stickstoff schockgefroren. Die kaltkompetenten

Zellen konnten bis zum Gebrauch bei -80 °C aufbewahrt werden.

Ansatz des TB-Puffers

Lésung 1

PIPES 0,76 g 10 mM
CaCl, 042 g 15 mM
H,O ad 125 ml

Der pH-Wert wurde mit KOH auf 6,7 eingestellt.

Lésung 2

KCI 466 g 250 mM
MnCl, x 4 H,0 1,72 g 34,7 mM
H,O ad 125 ml

Beide Losungen wurden getrennt autoklaviert und danach zusammengegeben. Die

Lagerung erfolgte bei 4 °C.

2.8.2 Transformation kaltkompetenter E. coli XL1-Blue MRF'-Zellen

Die kaltkompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden 10 ul eines
Ligationsansatzes mit der zu transformierenden DNA hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Durch einen einminitigen Hitzeschock bei einer Temperatur von 42 °C wurde
die Permeabilitat der Zellmembram ermoglicht, gefolgt von einer weiteren Inkubation bei
30 min auf Eis. Die Zellen wurden regeneriert, indem jedem Ansatz 800 ul vorgewarmtes
LB-Medium hinzugefiigt und dann fir 60 min auf einem Tischrundschdttler bei 37 °C und

200 Upm inkubiert wurde. Es wurden 200 pl der Transformationsansdtze einmal
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unverdinnt und einmal in einer Verdiinnung von 1:10 mittels Glaskugeln auf Agarplatten,
welche die entsprechenden Antibiotika enthielten, aufgetragen.
Die Inkubation der Agarplatten wurde Uber Nacht bei 37 °C in einem Brutschrank

durchgefihrt.

2.8.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli BL21 (DE3) und E. coli DH5a-Zellen

Die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde nach der Methode von Dower (Dower
et al, 1988) in einer modifizierten Form durchgefiihrt. Begonnen wurde mit der
Inokulation von 5 ml LB-Medium mit E. coli BL21 (DE3)- oder E. coli DH5a-Zellen, welche
Uber Nacht bei 37 °C auf einem Rundtischschittler bei 200 Upm inkubiert wurden. Mittels
dieser Vorkulturen wurden 250 ml LB-Medium in einem 1000-ml-Erlenmeyerkolben mit
Schikanen inokuliert und dabei auf eine ODgyonm VOn 0,1 eingestellt. Das Wachstum dieser
Kulturen wurde bei 37 °C wiederum auf einem Schittler (200 Upm), bis eine ODgggnm, VON
0,5 bis 0,8 erzielt wurde, durchgefiihrt. Die Erlenmeyerkolben mit den Kulturen wurden
dann fiir 30 min auf Eis gestellt, der Inhalt in Zentrifugenbecher Gberfiihrt und diese fir
10 min bei 7700 x g bei 4 °C zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen und die
Zellsedimente in 125 ml eiskaltem Wasser gelost. Der Arbeitsschritt der Zentrifugation
und des Suspendierens in eiskaltem Wasser wurde noch einmal wiederholt. Nach einer
weiteren Zentrifugation wurden dann die Zellsedimente in 50 ml eiskaltem 10 %-igen (v/v)
Glycerin aufgenommen. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die Zellsedimente in
15 ml 10 %-igem (v/v) Glycerin gelost und nach einer weiteren abschlieRenden
Zentrifugation in 500 pl 10 %-igem (v/v) Glycerin gel6st. Die Zellsedimente wurden in
Aliquote zu je 50 pl aufgeteilt und mittels fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die

kompetenten Zellen konnten dann bei -80 °C bis zum Gebrauch gelagert werden.

2.8.4 Transformation elektrokompetenter E. coli BL21 (DE3) und E. coli DH5a.-Zellen

Die Transformation elektrokompetenter E. coli BL21 (DE3)- oder E. coli DH5a-Zellen
(2.8.3) wurde begonnen, indem die Zellen auf Eis schonend aufgetaut wurden. Im
nachsten Schritt wurden 2 pl der zu transformierenden DNA (Plasmid-DNA) in eine bereits
vorgekihlte Elektroporationskiivette (Biozym Scientific GmbH, Oldendorf) mit einem

Elektrodenabstand von 2 mm pipettiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die eigentliche
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Transformation wurde mit dem Elektroporator ,Gene Pulser Xcell™“ (Bio-Rad
Laboratories, CA, USA) mit den folgenden Spezifikationen vorgenommen: Spannung von
2,5 kV, Kapazitat von 25 pF und ein Widerstand von 200 Q. Zur Regeneration der Zellen
nach dem Elektroschock wurde den Ansdtzen jeweils 800 pl vorgewarmtes (37 °C) LB-
Medium hinzugefligt und fiir 60 min bei 37 °C auf einem Rundtischschuttler inkubiert. Das
Ausplattieren der Transformationsansidtze erfolgte einerseits unverdinnt und
andererseits in einer Verdinnung von 1:10, indem 200 pl der Ansatze mittels Glaskugeln
auf Agarplatten, welche die entsprechenden Antibiotika enthielten, verteilt wurden. Die

Inkubation der Agarplatten erfolgte liber Nacht bei 37 °C im Brutschrank.

2.8.5 Blau-WeiR-Selektion rekombinanter E. coli-Klone

Die Methode, welche genutzt wurde, um die nach einer Transformation auf eine
Agarplatte aufgetragenen Bakterienzellen auf erfolgreich transformierte, rekombinante
Bakterienzellen zu untersuchen, wird als der Blau-WeilR-Test bezeichnet. Grundlage
dieses Testes sind die Eigenschaften des in diesem Falle genutzten pDrive-
Klonierungsvektors. Dieser Vektor enthdlt das [B-Galactosidase-Gen (lacZ) des lac-
Operons, welches die Region des Polylinkers, der Stelle im Vektor, an der die gewiinschten
yInserts” eingebaut werden, flankiert. Dieses Gen liegt nur in einem funktionalen Zustand
vor, wenn kein ,Insert” in den Polylinker eingefiigt wird. Die von einem funktionalen Gen
translatierte B-Galactosidase kann das Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galactopyranosid (X-Gal) in einen blauen Farbstoff namens 5-Brom-4-Chlor-Indigo
hydrolysieren. Die Induktion des Gens erfolgte durch die Zugabe von Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG; 40 pl je Agarplatte), welches genauso wie das X-Gal (20 ul pro
Agarplatte) vorher auf die Agarplatten mit Glaskugeln aufgetragen wurde. Bakterienzellen
bzw. die entsprechenden Kolonien, welche noch ein Plasmid mit funktionalen lacZ Gen
enthielten, farbten sich blau und Kolonien ohne funktionales lacZ-Gen farbten sich nicht
bzw. erschienen farblos. Die weillen Kolonien wurden von den Agarplatten ,gepickt”, in
neues Flissigmedium Gberfihrt und dieses bei 37 °C Gber Nacht inkubiert. AnschlieRend

wurden Plasmidpraparationen und die Restriktionsverdaue durchgefiihrt.
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2.9 Elektronenmikroskopie

Es wurden von C. carboxidivorans, C. kluyveri, C. ljungdahlii und von ausgewahlten
Cofermentationskulturen elektronenmikroskopische Bilder erstellt. Dafiir wurden aus
den entsprechenden Kulturen 2 ml entnommen und fiir 5 min bei 17000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Proben mittels einer Fixierldsung (siehe unten)
konserviert. Die weitere Bearbeitung erfolgte durch die Zentrale Einrichtung der
Elektronenmikroskopie der Universitat Ulm. Die Zellen wurden finfmal mit 0,01 M PBS
gewaschen und mit 2 %-iger (v/v) Osmiumsaure final fixiert. Den Proben wurde das noch
enthaltene Wasser mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (Propanol) entzogen. Fir
eine Verbesserung der Auflosung wurden die Zellen mit Platin beschichtet, und die
Betrachtung erfolgte mit dem Rasterelektronenmikroskop Hitachi S-5200 UltraHigh
Resolution FE (Hitachi Ltd. Corp., Chiyoda, Japan).

Ansatz der Fixierlosung

Glutaraldehyd (25 %) 0,5 ml 2,5 % (v/v)
Phosphatpuffer (0,2 M) 2,5 ml 0,1 M
Saccharose 50 mg 1 % (v/V)

Steriles H,0 ad 2 ml
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3 Experimente und Ergebnisse

3.1 Konstruktion eines Biosyntheseweges zur Produktion von Capronat mittels
rekombinanter acetogener Staimme
Im Rahmen einer Masterarbeit an der Universitat Ulm (Bielzer, 2013) und darauf
aufbauend in dieser Arbeit wurde an der Konstruktion eines Biosyntheseweges
gearbeitet, welcher die Produktion von Capronat, ausgehend von Acetyl-CoA, dem
Endprodukt des Wood-Ljungdahl-Weges (Ljungdahl, 1986), ermdglichen sollte. Dieser
Syntheseweg ist in zwei Teilschritte unterteilt worden. Der erste Teil dieses
Syntheseweges sollte die Umwandlung von Acetyl-CoA lGiber mehrere Zwischenschritte zu
Butyryl-CoA sein (Abbildung 3). Zu Beginn sollte eine Thiolase zwei Molekiile Acetyl-CoA
zu Acetacetyl-CoA umwandeln, welches dann wiederum durch die 3-Hydroxybutyryl-CoA-

Dehydrogenase zu 3-Hydroxybutyryl-CoA reduziert werden sollte. Ausgehend davon
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Abbildung 3: Synthese von Butyryl-CoA ausgehend von Acetyl-CoA mittels der Enzyme Thiolase
(thiA), 3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (hbd), Crotonase (crt) und des Komplexes aus
elektronentransferierenden Flavoproteinen (etfA und etfB) sowie der Butyryl-CoA-
Dehydrogenase (bcd). Die entsprechenden Gene stammten aus C. acetobutylicum. Auf der

linken Seite sind die Strukturformeln der jeweiligen Edukte bzw. Produkte abgebildet.
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sollte durch eine Crotonase Crotonyl-CoA gebildet werden. Die finale Substanz des ersten
Teilschrittes, das Butyryl-CoA, sollte aus einem Enzymkomplex bestehend aus
elektronentransferierenden Flavoproteinen und der Butyryl-CoA-Dehydrogenase gebildet
werden. Dieser Stoffwechselweg und die entsprechenden Gene sind in C. acetobutylicum
beschrieben (Diirre, 2016) und in dieser Arbeit verwendet worden. Das Plasmid, benannt
pMW 2.1 (Abbildung 4), mit den entsprechenden Genen wurde im Rahmen einer
Masterarbeit der Universitdt Ulm konstruiert (Bielzer, 2013).

Im zweiten Teil des Syntheseweges sollte dieser Stoffwechselweg verlangert werden, um
Butyryl-CoA zu Capronyl-CoA bzw. in das gewlinschte Endprodukt Capronat umzuwandeln
(Abbildung 5). Dieser Stoffwechselweg beruht auf dem in C. kluyveri beschriebenen Weg
der Capronatsynthese (Seedorf et al., 2008; Jeon et al., 2016), ausgehend von Butyryl-
CoA. Zu Beginn sollte das Butyryl-CoA mit einer Thiolase zu 3-Ketohexanoyl-CoA
umgewandelt werden. Diese Umwandlung sollte durch dieselbe Thiolase aus
C. acetobutylicum, die bereits schon im ersten Teilschritt zur Anwendung kam, katalysiert
werden. Die nachsten Reaktionen sollten durch Enzyme katalysiert werden, deren Gene
aus C. kluyveri stammen. Das 3-Ketohexanoyl-CoA wird durch die 3-Hydroxybutyryl-CoA-

Dehydrogenase zu 3-Hydroxyhexanoyl-CoA reduziert, welches wiederum durch die

catP

pMW 2.1

repL 11818 Bp

ermC

Abbildung 4: Schematische Plasmidkarte des Plasmids pMW 2.1. thlA, kodiert Thiolase
(C. acetobutylicum); hbd, kodiert 3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (C. acetobutylicum);
etfA, kodiert elektronentransferierendes Flavoprotein Untereinheit a (C. acetobutylicum); etfB,
kodiert elektronentransferierendes Flavoprotein Untereinheit B (C. acetobutylicum); bcd,
kodiert Butyryl-CoA-Dehydrogenase (C. acetobutylicum); crt, kodiert Crotonase
(C. acetobutylicum); ermC, Gen fiir die Resistenz gegeniiber Erythromycin; catP, Gen fiir die
Resistenz gegeniiber Chloramphenicol; repL, Replikationsursprung fiir Gram-positive Bakterien

(B. subtilis).
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Crotonase  weiter zu  2-Hexenoyl-CoA  umgesetzt  wird. Mittels  des
elektronenbifurkierenden Komplexes der Butyryl-CoA-Dehydrogenase wird Capronyl-CoA
gebildet. Die Umwandlung von Capronyl-CoA und die damit verbundene Bildung des
Capronats sollte durch eine endogene Acetyl-CoA-Transferase des Zielorganismus von
statten gehen. Falls sich dieser Schritt als nicht moglich oder nicht effizient genug
dargestellt hatte, ware es moglich gewesen, eine Thioesterase aus einem anderen
Organismus einzubringen, um die Bildung von Capronat aus Capronyl-CoA zu
ermoglichen. Die entsprechenden Gene sollten in ein Plasmid der pMTL80000-Reihe,

genauer in das Plasmid pMTL82151, kloniert werden (Abbildung 6). Diese Arbeiten

H;C — CHy—CH,— C — S — CoA Butyryl-CoA
” Acetyl-CoA
(6] thiA
HS-CoA
H,C — CH,—CH,—C— CH, — C—S — CoA 3-Ketohexanoyl-CoA
| | ( NADH h
(0] (0]
NAD* hbd2
H,C — CH,— CH, — CH — CH,— ﬁ — S — CoA 3-Hydroxyhexanoyl-CoA
OH (0]
H,O crt2 Gene aus
C. kluyveri
H;C — CH,—CH, — CH=CH — C — S — CoA 2-Hexenoyl-CoA
NADH Fd
(0] bed2;etfA2; etfB2
NAD* Fd%
§ y,
H,C — CH,— CH, — CH,—CH,— C —S — CoA Capronyl-CoA
Acetat
o ) Acetyl-CoA-Transferase
Acetyl-CoA
H;C — CH,— CH, — CH,— CH,— C — OH Capronat
o

Abbildung 5: Synthese von Capronyl-CoA ausgehend von Butyryl-CoA mittels der Enzyme
Thiolase (kodiert durch thlA), 3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (kodiert durch hbd2),
Crotonase (kodiert durch crt2) und des Komplexes aus elektronentransferierenden
Flavoproteinen (kodiert durch etfA2 und etfB2) sowie der Butyryl-CoA-Dehydrogenase (kodiert
durch bcd2). Die entsprechenden Gene stammen aus C. kluyveri. Der Schritt der Umwandlung
von Capronyl-CoA zu Capronat sollte durch eine Acetyl-CoA-Transferase des Zielorganismus

erfolgen. Linke Seite: Strukturformeln der jeweiligen Edukte bzw. Produkte.
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tral

ermC

pMTL82151_crt2_

bcd2_etfB2_etfA2_
hbd2

10857 Bp

orf2
repA

Abbildung 6: Schematische Plasmidkarte des Plasmids pMTL82151_crt2_
bcd2_etfB2_etfA2_hbd2. crt2, kodiert Crotonase (C. kluyveri); bcd2, kodiert Butyryl-CoA-
Dehydrogenase (C. kluyveri); etfA2, kodiert elektronentransferierendes Flavoprotein
Untereinheit a (C. kluyveri); etfB2, kodiert elektronentransferierendes Flavoprotein
Untereinheit B (C. kluyveri); hbd2, kodiert 3- Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (C. kluyveri);
ermC, Gen fiir die Resistenz gegeniiber Erythromycin; repA/orf2, Replikationsursprung fiir

Gram-positive Bakterien (C. botulinum).

wurden im Rahmen einer Masterarbeit an der Universitdt Ulm begonnen (Bielzer, 2013)
und anfanglich in dieser Arbeit weitergefiihrt. Es konnten die Gene bcd2, etfB2, etfA2 und
hbd2 in dieses Plasmid kloniert werden. Die Insertion des noch fehlenden Genes crt2
scheiterte. Jenes Gen sollte zuvor mit dem ptb-Promoter aus C. acetobutylicum ligiert und
dann in das Zielplasmid eingebaut werden. Diese Ligation sollte vorgenommen werden,
weil keine weiteren Schnittstellen im Plasmid fiir den einzelnen Einbau der Fragmente
vorhanden gewesen waren. Die Ligation beider Fragmente sollte liber eine ,splice by
overlap extension“-PCR (SOE-PCR) erfolgen. Die entsprechenden Fragmente konnten
ligiert werden, jedoch konnten in den durchgefiihrten Sequenzierungen immer nur Teile
und nie der komplette Promoterbereich nachgewiesen werden. Da in der Konstruktion
dieses rekombinanten Stoffwechselweges keine Fortschritte mehr erzielt wurden und die
generellen Erfolgsaussichten als nicht zu hoch bewertet wurden, wurde mit den Arbeiten

an den Cofermentationen (3.2 ff.) eine Alternative geschaffen.

3.1.1 Test der Funktionalitdt des Plasmid pMW 2.1 in E. coli XL1-Blue MRF'
Vor dem thematischen Wechsel in Richtung der Cofermentation wurde noch im Rahmen
der Konstruktion des Biosynthesestoffwechselweges (3.1) das Plasmid pMW 2.1 auf seine

Funktionalitdt getestet. Als Organismus fiir diesen Versuch wurde E. coli XL1-Blue MRF'
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gewadhlt. Ausschlaggebend hierfiir war dessen genetische Zuganglichkeit, dessen einfache
Handhabung und die Tatsache, dass er auf natiirlichem Weg kein Butyryl-CoA bzw.
Butyrat bildet, was im Folgenden noch von Bedeutung ist und erldutert wird. Die Gene,
welche sich auf dem Plasmid pMW 2.1 befanden, sollten, wie bereits zuvor beschrieben,
die Synthese von Butyryl-CoA ausgehend von Acetyl-CoA ermdglichen, also den ersten
Teilschritt des Syntheseweges. Im Falle der Funktionalitat dieses Stoffwechselweges sollte
es somit zur Bildung von Butyryl-CoA kommen. Die Problematik, welche sich hierbei ergab
war, dass das entstandene Butyryl-CoA nicht mit den vorhandenen Analysemadglichkeiten
hadtte nachgewiesen werden konnen (Gaschromatograph mit gepackter Sdule). Somit
musste Butyryl-CoA weiter zum, mittels der vorhandenen analytischen Moglichkeiten
nachweisbaren, Butyrat umgewandelt werden. Dieser Schritt sollte durch eine
Thioesterase katalysiert werden (Abbildung 7). Als zwei mogliche Kandidaten fiir diesen
Schritt wurden die Thioesterasen Ybgc aus Hdmophilus Influenzae und TEIl aus Bacillus
subtilis ausgewahlt, welche schon in einer Dissertation an der Universitdt Ulm zur
Anwendung kamen (Lederle, 2010). In dieser Dissertation wurde ein Aceton-Synthese-
Operon u.a. in E. coli konstruiert. Das Protein YbgC besitzt eine hohe Spezifitdt gegentiber
kurzkettigen Acyl-CoA Molekiilen und kann u.a. Butyryl-CoA als Substrat verwenden
(Zhuang et al., 2002). Die Thioesterase TEIl ist bedeutsam bei der nicht-ribosomalen

Synthese des Antibiotikums Surfactin in B. subtilis und es wurde zudem eine hydrolytische

H,C — ﬁ — S —CoA Acetyl-CoA
0 Gene aus
C. acetobutylicum
(PMW 2.1)
H;C — CH;,— CH,— (lll — S —CoA Butyryl-CoA
11

(0] HS-CoA ybgC oder te
H;C — CH;— CH,— Tl — OH Butyrat

o

Abbildung 7: Synthese von Butyrat ausgehend von Acetyl-CoA mittels Enzymen, deren Gene auf
dem Plasmid pMW 2.1 codiert sind und zusatzlich mit dem Gen einer der Thioesterasen YbgC
(H. Influenzae) oder TEIl (B. subtilis). Acetyl-CoA stammt aus der Glykolyse von E. coli. Linke

Seite: Strukturformeln der jeweiligen Edukte bzw. Produkte.
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Aktivitat bei Verwendung der Substrate Acetyl-CoA und Propionyl-CoA nachgewiesen
(Schwarzer et al., 2002). Um den Nachweis der Funktionalitdt zu erbringen, wurden die
Plasmide pIMP_adc ybgC thliA und pIMP_adc_tell thlA (Abbildung 8), welche in der
oben genannten Dissertation angefertigt wurden (Lederle, 2010), in E. coli XL1-Blue MRF'-
Zellen transformiert, in die zuvor bereits das Plasmid pMW 2.1 transformiert worden war.
Der zugehorige Wachstumsversuch wurde in 500-ml-Erlenmeyerkolben in 100 ml TY-
Medium durchgefiihrt, welches 2 % Glucose enthielt. Kultiviert wurden E. coli XL1-Blue
MRF' Wildtyp, E. coli XL1-Blue MRF' mit Plasmid pMW 2.1, E. coli XL1-Blue MRF' mit
Plasmid pMW 2.1 und Plasmid pIMP_adc_tell _thlA sowie E. coli XL1-Blue MRF' mit
Plasmid pMW 2.1 und pIMP_adc_ybgC thlA. Der Wachstumsversuch erfolgte unter
aeroben Bedingungen (auf einem Schiittler) bei 37 °C. Den Medien, in denen E. coli-Zellen
mit zwei Plasmiden kultiviert wurden, wurden zu Beginn jeweils beide entsprechenden
Antibiotika zur Aufrechterhaltung des Selektionsdruckes zugegeben. Wahrend dieses
Wachstumsversuchs wurden nur drei Probennahmen durchgefiihrt, da die
Hauptfragestellung nur in der moglichen Produktion von Butyrat nach dem Erreichen der
stationaren Wachstumsphase zu finden war. Der Verlauf des Wachstums und die
Produktkonzentrationen von Butyrat und Aceton sind in Abbildung 9 zu sehen. Im Falle
des Wachstums waren keine Unterschiede zwischen den verwendeten Stammen zu
erkennen (ODgoonm vOn ca. 5 nach 48 h). Eine Bildung von Butyrat konnte nur fiir den

Stamm E. coli XL1-Blue MRF' festgestellt werden, in welchen die beiden Plasmide pMW

pIMP_adc_ybgC_thlA pIMP_adc_tell_thlA

7693 Bp 8004 Bp

bla bla
Abbildung 8: Schematische Plasmidkarten der Plasmide pIMP_adc_ybgC_thlA und

pIMP_adc_tell_thlA. thiA, kodiert Thiolase (C. acetobutylicum); adc, kodiert Acetacetat-
Decarboxylase (C. acetobutylicum); ybgC, kodiert Thioesterase (H. Influenzae); tell, kodiert
Thioesterase (B. subtilis); ermC, Gen fiir die Resistenz gegeniiber Erythromycin; bla; Gen fiir die

Resistenz gegeniiber Ampicillin.
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2.1 und pIMP_adc_ybgC thlA transformiert wurden (1,2 mM nach 48 h). Eine
Acetonproduktion konnte in zwei Stammen nachgewiesen wurden. So bildete der Stamm
E. coli XL1-Blue MRF' [pMW 2.1; pIMP_adc_tell _thlA] ca. 0,9 mM nach 48 h und der
Stamm E. coli XL1-Blue MRF' [pMW 2.1; pIMP_adc_ybgC thlA] ca. 3,2 mM nach 48 h. Der
Nachweis der Bildung von Aceton war kein primares Ziel dieses Versuches. Auf den
Plasmiden, die die Thiosterasen codierten, befand sich noch zusatzlich das Gen adc,
welches fir eine Acetacetat-Carboxylase codiert. Durch dieses Enzym kann ausgehend
von Acetacetat das Aceton hergestellt werden (Gerischer und Diirre, 1990). Die Bildung
des Acetons war somit auch ein Zeichen der Funktionalitdt dieser Plasmide. Die
Hauptaussage war, dass zumindest im Falle der Verwendung der Plasmide pMW 2.1 und
pIMP_adc_ybgC thlA eine Butyratbildung nachgewiesen wurde und somit galt die

Funktionalitdt des Plasmides pMW 2.1 als erwiesen.
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Abbildung 9: A: Wachstum, B: Butyrat-, C: Acetonkonzentrationen von B E. coli XL1-Blue MRF'
Wildtyp, @ E. coli XL1-Blue MRF' [pMW 2.1], A E. coli XL1-Blue MRF' [pMW 2.1; pIMP_adc_
tell_thIA], ® E .coli XL1-Blue MRF' [pMW 2.1; pIMP_adc_ybgC_thIA] in TY-Medium.
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3.2 Produktion von Capronat ausgehend von Synthesegas mittels (Co-)

Fermentationen
Wie bereits zuvor beschrieben, wurde bei der Konstruktion des rekombinanten
Biosyntheseweges zur Capronatproduktion kein weiterer Fortschritt erzielt und somit
wurde nach einem alternativen Weg der Produktion von Capronat ausgehend von
Synthesegas gesucht. Dieser alternative Ansatz war zu Beginn als Nebenprojekt geplant
und entwickelte sich (ber die Dauer der Arbeit zum Hauptprojekt und
Hauptinteressengebiet. Ziel war es, die nativen Stoffwechseleigenschaften zweier
Clostridienarten zu nutzen bzw. zu kombinieren. Somit sollte von acetogenen Bakterien
der Gattung Clostridium, ausgehend von Synthesegas, autotroph das dieser Gruppe
namensgebende Acetat sowie zusatzlich noch Ethanol produziert werden, welches dann
C. kluyveri als Substrat fur die Capronatsynthese dient (Barker und Taha, 1942). Somit
kann auf indirektem Wege auch eine autotrophe Produktion von Capronat erzielt werden
(Abbildung 10). Diese Art der Kultivierung mit den damit verbundenen parallel bzw.
hintereinander ablaufenden Fermentationsprozessen wurde als Cofermentation bzw. als
separate biphasische Fermentation bezeichnet. Voraussetzung dieser (Co-)Fermentation
ist die Kultivierungsmoglichkeit aller genutzten Mikroorganismen in einem gemeinsamen

Ndhrmedium. Die Kultivierung von C. autoethanogenum, C. carboxidivorans und

:I Synthesegas '

acetogene : Acetvl-CoA .

Bakterienart ! cetyl-Co :
E ' Capronat
: ' ausgehend von
: ' Synthgsegas
Ethanol; Acetat gebildet

C. kluyveri

s s

.................

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Grundgedankens der (Co-)Fermentationen und der

damit ermoglichten autotrophen Synthese von Capronat.
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C. ljungdahlii, in dem auch in dieser Arbeit genutzten modifizierten Tanner-Medium,
wurde bereits zuvor publiziert (Bengelsdorf et al., 2016; Ferndndez-Naveira et al., 2016).
Der Nachweis, dass C. kluyveri ebenfalls in modifizierten Tanner-Medium kultiviert
werden kann, wurde erst im Rahmen dieser Arbeit erbracht. Voraussetzung fir dessen
Wachstum ist jedoch die Zugabe von Ethanol und Acetat in dieses Medium (2.3.1.2). Es
wurden in dieser Arbeit mehrere Ansdtze der Cofermentationen mit unterschiedlicher
Methodik durchgefiihrt. Die Cofermentationskulturen der jeweiligen Methodiken wie
auch andere Wachstumsexperimente wurden in Dreifachbestimmung (Triplikate)
durchgefihrt. In den Verlaufsgrafiken der Ergebnisse der jeweiligen Versuche wird jedoch
reprasentativ nur eine Kultur dieser Triplikate gezeigt. Dieses ist zum einem begriindet in
einer besseren Sichtbarkeit in den Grafiken selbst (keine Uberlagerungen) und in der
Tatsache, dass nicht alle Cofermentationen zu jedem Zeitpunkt komplett identisch
verliefen (komplexes System mit verschiedenen Einflussfaktoren) und es an einzelnen
Messpunkten zu hohen Abweichungen v.a. bei den Produkt- bzw.
Substratkonzentrationen kommen konnte. Um die Differenzen und die dennoch
vorhandene Reproduzierbarkeit der einzelnen Ansatze aufzuweisen, werden jeweils die
Abweichungen der einzelnen Parameter zum Zeitpunkt der letztmaligen Messung bei
Beendigung der Versuche gezeigt. Diese Handhabung der Ergebnisdarstellung wurde in

der ganzen Arbeit vollzogen.

3.2.1 Simultane Cofermentation

Bei der ersten Cofermentation wurde die acetogene Bakterienart sowie C. kluyveri
zeitgleich dem Nahrmedium zugegeben und somit auch vom Zeitpunkt der Inokulation an
zeitgleich inkubiert. Dieser Ansatz wurde als simultane Cofermentation bezeichnet. Ein
schematischer Uberblick iiber den Versuchsaufbau ist in Abbildung 11 zu sehen. Die
simultanen Cofermentationen wurden mit mehreren acetogenen Bakterienarten
durchgefiihrt. Verwendet wurden jeweils C. autoethanogenum, C. carboxidivorans oder
C. ljungdahlii. Die einzelnen Versuchsansdtze der simultanen Cofermentationen und

deren Ergebnisse werden in den folgenden Unterpunkten dargestellt.
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acetogene C. kluyveri
Bakterienart

N ¥
T

Kultivierung fiir 4-5 Wochen

anaerobe Kulturflaschen gaschromatographische
befiillt mit Syngas Analyse

Abbildung 11: Schematische Darstellung einer simultanen Cofermentation. Die Inokulation
erfolgt simultan und die gaschromatographische Analyse nach vier bis fiinf Wochen

Kultivierung.

3.2.1.1 Simultane Cofermentation von C. autoethanogenum und C. kluyveri

Bereits in der Erstbeschreibung von C. autoethanogenum wurde gezeigt, dass diese
Bakterienart in der Lage ist, Ethanol und Acetat ausgehend von Kohlenmonoxid zu bilden
(Abrini et al., 1994). Daher wurde dieses Bakterium auch als fir die Cofermentation
geeignet befunden. Der entsprechende Wachstumsversuch der simultanen
Cofermentation mit C. autoethanogenum und C. kluyveri wurde in 100 ml Tanner-Medium
in  1000-ml-Mdller-Krempel Flaschen in einer Dreifachbestimmung durchgefiihrt
(Triplikate). In einer zusatzlichen Einfachbestimmung wurden die jeweiligen einzelnen
Organismen als Kontrolle mitgefiihrt. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C unter nicht
schiittelnden Bedingungen. Das Synthesegas wurde erstmals nach drei Tagen Inkubation
und anschlieBend alle sieben Tage aufgefillt. In Abbildung 12 (A und B) ist das Wachstum
der Kulturen dargestellt. Gezeigt sind die Messungen der optischen Dichte (ODsoonm)
sowie der Verlauf des pH-Wertes Uber die Zeit. Das Wachstum der Kultur des
Cofermentationsansatzes (C. autoethanogenum und C. kluyveri) und das der Kultur, in
der ausschlielRlich C. autoethanogenum inokuliert wurde, verhielten sich sehr dhnlich und
erreichten nach mehr als 700 h Inkubation eine ODgoonm Von knapp unter 1. Die Kultur mit
nur C. kluyveri erreichte nach derselben Inkubationsdauer eine geringere ODgoonm Von 0,2
nach einem zwischenzeitlichen Hochstwert von 0,3 nach 71 h. Im Falle des pH-Wertes ist
wieder ein dhnlicher Verlauf bei der Cofermentationskultur und der Kultur mit

C. autoethanogenum zu sehen. Nach mehr als 700 h Inkubation fiel der pH-Wert von
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einem anfanglichen Wert von 6 auf Werte von 4,5-4,6. Der pH-Wert der C. kluyveri-Kultur
sank wahrend der Inkubation nur gering von 6,3 auf einen Wert von ungefahr 5,9.
Wahrend in Abbildung 12 (A und B) nur eine reprdsentative Cofermentationskultur zu
sehen ist, sind in Abbildung 12 (C und D) die Wachstumsparameter aller
Cofermentationskulturen zusammengefasst, dargestellt mit ihren entsprechenden
Standardabweichungen. Ebenfalls mit aufgetragen wurden die Ergebnisse der Kulturen,
in denen jeweils nur ein einzelner Stamm inkubiert wurde, als Vergleichskontrolle. Die
Grundlagen dieser Darstellung sind die Werte, welche am letzten Zeitpunkt des
Wachstumsversuches und damit bei der Beendigung desselben detektiert wurden. Es ist

zu sehen, dass alle Cofermentationskulturen dhnliche ODgoonm bzw. pH-Werte am Ende
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Abbildung 12: A: Wachstum, B: pH von A C. autoethanogenum und C. kluyveri
(Cofermentationskultur) in Tanner-Medium , modified” mit der Gasphase Synthesegas,
B C. autoethanogenum in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
® C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit der Gasphase N,/CO,. Synthesegas wurde bei
der Cofermentationskultur nach 71, 239, 407, 575 und 741 h und bei der C. autoethanogenum-
Kultur nach 72, 240, 410, 596 und 764 h aufgefiillt. C: ODgoonm-Werte, D: pH der B drei
Cofermentationskulturen (C. autoethanogenum und C. kluyveri) - Mittelwert mit
eingezeichneter Standardabweichung, von B C. autoethanogenum, von B C. kluyveri am

Zeitpunkt der letzten Messung.
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des Versuches erzielt hatten. Alle Cofermentationskulturen verhielten sich
zusammengefasst wie die gezeigte reprdsentative Kultur. Die Quantifizierung der
Stoffwechselprodukte erfolgte ab diesem Zeitpunkt bzw. Versuch (sowie bei allen

weiteren Experimenten) mittels des Gaschromatographen mit Kapillarsaule (2.6.3.2.). In
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Abbildung 13: A: Ethanol-, B: Acetat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. autoethanogenum
und C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium , modified“ mit der Gasphase
Synthesegas, B C. autoethanogenum in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase
Synthesegas, ® C. kluyveri in Tanner-Medium ,modified”“ 2 mit der Gasphase N,/CO..
Synthesegas wurde bei der Cofermentationskultur aufgefiillt nach 71, 239, 407, 575 und 741 h
und bei der C. autoethanogenum-Kultur nach 72, 240, 410, 596 und 764 h. D: Ethanol-, E: Acetat,
F: Capronatkonzentrationen der B drei Cofermentationskulturen (C. autoethanogenum und
C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von B C. autoethanogenum,

von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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Abbildung 13 (A, B und C) sind die Ergebnisse dieser Analyse zu sehen. Es ist zu erkennen,
dass nach einer Inkubationsdauer von 764 h in der Cofermentationskultur eine
Konzentration von 1,2 mM Ethanol detektiert wurde. Im Gegensatz dazu hatte die
C. autoethanogenum-Kultur in dem selben Zeitraum 5,0 mM Ethanol gebildet. Im
Vergleich zur C. autoethanogenum-Kultur verlief die Produktion von Acetat in der
Cofermentationskultur deutlich verlangsamt. Die Endkonzentrationen an Acetat lagen im
Falle der Cofermentationskultur bei 125 mM und bei der C. autoethanogenum-Kultur bei
155 mM. Die Bildung von Capronat konnte sowohl in der Cofermentationskultur als auch
in der C. autoethanogenum-Kultur nicht nachgewiesen werden. In der
Cofermentationskultur blieb die Konzentration durchgehend zwischen 1-2 mM. Bei
C. autoethanogenum konnte hingegen kein Capronat nachgewiesen werden. Eine
Produktion von Capronat war nur in der Positivkontrollkultur, in der ausschlieflich
C. kluyveriinkubiert wurde, zu sehen. In keiner der Kulturen konnte Butanol oder Hexanol
nachgewiesen werden. Butyrat konnte nur im Falle der C. kluyveri-Kultur nachgewiesen
werden (37,3 mM), wird aber nicht dargestellt. In Abbildung 13 (D, E und F) sind die
Ethanol-, Acetat- und Capronatkonzentrationen aller Cofermentationskulturen in Bezug
zu den jeweiligen Reinkulturen nach Beendigung des Experimentes zu sehen.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass in allen Kulturen der Cofermentationen geringere
Konzentrationen an Ethanol und Acetat im Vergleich zur Kultur mit nur
C. autoethanogenum detektiert wurden. Darliber hinaus konnte in keiner der
Cofermentationskulturen eine gesteigerte Menge an Capronat (im Vergleich zur

Konzentration zu Beginn des Experiments) detektiert werden.

3.2.1.2 Simultane Cofermentation von C. carboxidivorans und C. kluyveri

Ein weiterer flir die Machbarkeit einer Capronatproduktion mittels simultaner
Cofermentation geeigneter Kandidat war C. carboxidivorans. Dieses Bakterium wurde zu
Beginn dieses Jahrhunderts aus einer landwirtschaftlichen Absetzlagune isoliert, auf der
Suche nach Mikroorganismen, welche Ethanol ausgehend von CO bzw. Synthesegas
bilden, konnen (Liou et al., 2005). Als weitere Endprodukte des Metabolismus dieses
Organismus werden in dieser Publikation noch das fiir die Cofermentation notwendige

Acetat sowie zusatzlich Butyrat als auch Butanol angegeben. In einer weiteren Publikation
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wurde im Rahmen einer Mediumoptimierung auch die Produktion von Hexanol und
Capronsaure nachgewiesen (Phillips et al., 2015). Die maximal detektierte Konzentration
an Capronsaure war mit einem Wert von ca. 3 mM jedoch niedriger als sie mit C. kluyveri
erreicht werden kann. Zusatzlich waren alle weiteren in dieser Publikation gezeigten
Capronsaurekonzentrationen deutlich niedriger.

Die praktische Durchfiihrung und die Bedingungen der Inkubation der simultanen
Cofermentation von C. carboxidivorans und C. kluyveri waren identisch zum
vorhergehenden Versuch mit C. autoethanogenum und C. kluyveri (3.2.1.1). In Abbildung
14 (A und B) sind das Wachstum und der Verlauf des pH-Wertes einer reprasentativ
gewahlten Cofermentationskultur sowie die jeweiligen einzelnen Stamme zu sehen. Die

hochste ODgoonm wurde mit einem Wert von 1,4 nach 835 h Inkubation von der
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Abbildung 14: A: Wachstum, B: pH von A C. carboxidivorans und C. kluyveri
(Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
B C. carboxidivorans in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas, ® C. kluyveri
in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit der Gasphase N,/CO,, Synthesegas wurde aufgefiillt nach
67, 236, 403, 570 und 738 h. C: ODsoonm-Werte, D: pH der B drei Cofermentationskulturen
(C. carboxidivorans und C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von

B C. carboxidivorans , von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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C. carboxidivorans-Kultur erreicht. Die Cofermentationskultur erreichte lediglich eine
ODsoonm von 0,5 nach der gleichen Inkubationsdauer. Die Positivkontrolle bestehend aus
der einzelnen C. kluyveri-Kultur erreichte nach 835 h eine ODgoonm von 0,2. Die pH-Werte
zeigten eine andere Tendenz. Die Cofermentationskultur erreichte in diesem Fall den
niedrigsten pH-Wert mit einem Wert von 5,2 zum letzten Messpunkt des Versuches. Die
C. carboxidivorans-Kultur lag im Gegensatz dazu bei einem héherem pH-Wert von 5,9. Der

pH-Wert der C. kluyveri-Kultur sank nur gering von einem anfanglichen pH-Wert von 6,2
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Abbildung 15: A: Ethanol-, B: Butanol-, C: Hexanolkonzentrationen von A C. carboxidivorans
und C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium , modified” mit der Gasphase
Synthesegas, B C. carboxidivorans in Tanner-Medium ,modified“ mit der Gasphase
Synthesegas, Synthesegas wurde aufgefiillt nach 67, 236, 403, 570 und 738 h. D: Ethanol-,
E: Butanol-, F: Hexanolkonzentrationen der B drei Cofermentationskulturen (C. carboxidivorans
und C. Kkluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von

B C. carboxidivorans zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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auf 6,0. In Abbildung 14 (C und D) ist zu sehen, dass bei Beendigung des Versuches alle
Cofermentationskulturen sich nahezu identisch verhielten und ungefdhr die gleichen
ODeoonm- und pH-Werte erreichten. Die Produktion der C2-, C4- und C6 Alkohole Ethanol,
Butanol und Hexanol der reprasentativen Kultur und der C. carboxidivorans-Kultur sind
in Abbildung 15 (A, B und C) zu sehen. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
Ethanolkonzentration der C. carboxidivorans-Kultur stetig zunahm und schon nach 188 h
Uber der der Cofermentationskultur lag. In der C. carboxidivorans-Kultur wurden 153 mM
Ethanol detektiert, wahrend es bei der Cofermentationskultur nach 835 h Inkubation nur
7,5 mM waren. In der Cofermentationskultur war zwischenzeitlich nach 333 h Inkubation
ein Hochstwert von 25 mM Ethanol festzustellen, welcher im weiteren Verlauf aber
wieder fiel. Die Butanolkonzentrationen begannen erst nach 188 h Inkubation zu steigen.
Nach 333 h stagnierte die Butanolkonzentration in der Cofermentationskultur und
erreichte nach 835 h einen Wert von 4 mM. Die Butanolkonzentration in der
C. carboxidivorans-Kultur stieg weiter an bis zu einem mehr als dreimal so hohen Endwert
von 15 mM. Im Falle der Hexanolkonzentrationen fiel der Unterschied zwischen beiden
Kulturen nicht so deutlich aus. Zwar wurde in der C. carboxidivorans-Kultur mit 1,8 mM
die hochste Konzentration detektiert, diese lag aber nur knapp lber der Menge der
Cofermentationskultur mit einem Wert von 1,1 mM nach 835 h. In Abbildung 15 (D, E und
F) sind vergleichend alle Konzentrationen am letzten Messpunkt im Vergleich zur
C. carboxidivorans-Kultur zu sehen. Vergleichend konnte nur im Falle der
Ethanolkonzentration der Cofementationskultur ein grofRerer Unterschied festgestellt
werden, da in einem der drei Kulturen bei Beendigung des Wachstums immer noch eine
Restmenge an Ethanol von 42 mM festzustellen war. In Abbildung 16 (A, B und C) ist der
Konzentrationsverlauf der zugehorigen Fettsduren Acetat, Butyrat und Capronat
dargestellt. Die Acetatkonzentration erreichte in der Cofermentationskultur einen Wert
von 62 mM nach 835 h, wahrend in der C. carboxidivorans-Kultur die Konzentration
stufenweise auf einen Endwert von 12 mM fiel (zwischenzeitlicher Héchstwert 48 mM
nach 236 h). Wahrend in der C. carboxidivorans-Reinkultur nur eine geringe
Butyratmenge detektiert wurde (1-3 mM), war diese in der Cofermentationskultur bereits
deutlich gesteigert mit einer Konzentration von 14 mM nach 835 h. Mit aufgetragen ist

die Butyratproduktion der C. kluyveri-Kultur, welche mit der ebenfalls gezeigten
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Capronatproduktion nachweisen soll, dass das fiir diesen Versuch genutzte C. kluyveri
funktional war. Bei Betrachtung der Capronatkonzentrationen ist zu erkennen, dass
neben der Positivkontrollkultur auch die Cofermentationskultur in der Lage war, Capronat
zu produzieren. Es wurde am letzten Messpunkt des Versuches eine Konzentration von
5 mM in der Cofermentationskultur detektiert. Die Konzentrationen der Fettsauren aller
Cofermentationskulturen in Bezug zur C. carboxidivorans-Kultur sind in Abbildung 16 (D,

E und F) zu sehen. Butyrat und Capronat waren in allen Kulturen der Cofermentation in
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Abbildung 16: A: Acetat-, B: Butyrat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. carboxidivorans und
C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified“ mit der Gasphase
Synthesegas, B C. carboxidivorans in Tanner-Medium ,modified“ mit der Gasphase
Synthesegas, ® C. kluyveri in Tanner-Medium ,modified”“ 2 mit der Gasphase N,/CO..
Synthesegas wurde aufgefiillt nach 67, 236, 403, 570 und 738 h. D: Acetat-, E: Butyrat-,
F: Capronatkonzentrationen der B drei Cofermentationskulturen (C. carboxidivorans und
C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von B C. carboxidivorans,

von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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vergleichbaren  Konzentrationen nachweisbar. Die Acetatkonzentration aller
Cofermentationskulturen lag héher als in der C. carboxidivorans-Reinkultur. Zur besseren
Ubersicht und als Zusammenfassung sind alle bestimmten Parameter (abgesehen vom
pH-Wert) der reprasentativen Cofermentationskultur und der C. carboxidivorans-

Reinkultur in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: B ODggonm, @ Ethanol-, A Acetat-, Butyrat-, Butanol-, ® Hexanol- und

+ Capronatkonzentrationen der A: Cofermentationskultur, B: C. carboxidivorans-Kultur.

3.2.1.3 Simultane Cofermentation von C. ljungdahlii und C. kluyveri

Bei dem dritten acetogenen Mikroorganismus, der fir die Cofermentationen im
Allgemeinen und fiur die simultane Cofermentation im Genaueren ausgewahlt wurde,
handelte es sich um C. ljungdahlii. C. ljungdahlii wurde aus den Abfdllen eines
Hihnerhofes isoliert und als acetogenes Bakterium klassifiziert, welches ausgehend von
Synthesegas als Hauptprodukt Acetat bildet (Tanner et al., 1993). Eine Bildung von
Ethanol (geringe Mengen zwischen 0 und 2 mM) wurde in der Erstbeschreibung nur
vermutet und letztendlich in weiteren Folgepublikationen auch tatsachlich nachgewiesen.

Gleichzeitig wurden die Bedingungen der Produktion aufgeklart (Cotter et al., 2009; Kopke
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et al.,, 2010). Die Bedingungen und die praktische Durchfiihrung einer simultanen
Cofermentation mit C. ljungdahlii und C. kluyveri waren identisch zu den zuvor
aufgezeigten simultanen Cofermentationen (3.2.1.1, 3.2.1.2). In Abbildung 18 (A und B)
ist das Wachstum einer reprasentativ ausgewahlten Kultur (aus einem dreifachen Ansatz)
anhand des Verlaufs des ODesoonm- Und des pH-Wertes zu sehen. Es ist zu erkennen, dass
die Cofermentationskultur gegenilber der C. ljungdahlii-Reinkultur eine erhéhte ODsoonm
erreichte, mit einem Wert von 1,6 gegeniiber einem Wert von 1,2. Die C. kluyveri-Kultur
erzielte eine ODgoonm Nach einem Maximalwert von 0,32 nach 71 h Inkubation von 0,16
nach 693 h. Der pH-Verlauf war bei beiden Kulturen nahezu identisch und der pH-Wert
fiel bei beiden Kulturen auf einen Wert von 4,7. Die Mittelwerte der

Wachstumsparameter aller drei Cofermentationskulturen im Vergleich zu den
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Abbildung 18: A: Wachstum, B: pH von A C. ljungdahlii und C. kluyveri (Cofermentationskultur)
in Tanner-Medium , modified” mit der Gasphase Synthesegas, B C. ljungdahlii in Tanner-
Medium ,,modified” mit der Gasphase Synthesegas, ® C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified”
2 mit der Gasphase N,/CO,, Synthesegas wurde bei der Cofermentationskultur aufgefiillt nach
71, 239, 407 und 594 h und bei der C. ljungdahlii-Kultur nach 72, 240, 410, 596 und 764 h.
C: ODgoonm-Werte, D: pH der B drei Cofermentationskulturen (C. ljungdahlii und C. kluyveri) -
Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von m C. [jungdahlii, von ® C. kluyveri

zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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Reinkulturen sind in Abbildung 18 (C und D) zu sehen. Zwischen den einzelnen Kulturen
war eine hohere Abweichung festzustellen, da eine Kultur der Cofermentation eine
geringere ODsoonm Und einen hoheren pH-Wert als die anderen Cofermentationskulturen
aufwies. Der erste Teil der Produktkonzentrationen der reprdsentativ gewadhlten
Cofermentationskultur ist in Abbildung 19 (A, B und C) dargestellt. Dort zu sehen ist die

Produktion von Ethanol, Butanol und Hexanol Uber die Dauer des Wachstumversuches.

60 60
50 50
s s
£ 40 = 40
5 30 = 30
2 2
£ 20 & 20
i &
10 10
0 (i}
0 200 400 600 800
B Zeit [h] E
10 12
= & g 10
: E s
S T 6
< ]
s 4 - a
3 a
2]
2 2
0 0
()} 200 400 600 800
Zeit [h] F
C 6 8
= 5 —_
= s 6 [
E 4 £
3 -
5 2 e 4T
2 X
T £ 2F
1
0 ot
0 200 400 600 800
Zeit [h]

Abbildung 19: A: Ethanol-, B: Butanol-, C: Hexanolkonzentrationen von A C. ljungdahlii und
C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified mit der Gasphase
Synthesegas, B C. ljungdahlii in Tanner-Medium , modified“ mit der Gasphase Synthesegas,
® C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit der Gasphase N»/CO,. Synthesegas wurde bei
der Cofermentationskultur aufgefiillt nach 71, 239, 407 und 594 h und bei der C. ljungdahlii-
Kultur nach 72, 240, 410, 596 und 764 h. D: Ethanol-, E: Butanol-, F: Hexanolkonzentrationen
der m drei Cofermentationskulturen (C. ljungdahlii und C. kluyveri) - Mittelwert mit

eingezeichneter Standardabweichung, von B C. [jungdahlii zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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Die Bildung von Ethanol erfolgte in der C. ljungdahlii-Kultur friher als in der
Cofermentationskultur und erreichte mit einem Wert von 50 mM gegeniiber 40 mM nach
fast 700 h Inkubation auch mehr als die Cofermentationskultur. Im Falle von Butanol und
Hexanol lasst sich feststellen, dass diese Alkohole nur entstanden sind, wenn beide

Stamme gleichzeitig in den Kulturen vorlagen. Infolgedessen konnte in beiden einzelnen
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Abbildung 20: A: Acetat-, B: Butyrat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. ljungdahlii und
C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified mit der Gasphase
Synthesegas, B C. ljungdahlii in Tanner-Medium , modified“ mit der Gasphase Synthesegas,
® C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit der Gasphase N»/CO,. Synthesegas wurde bei
der Cofermentationskultur aufgefiillt nach 71, 239, 407 und 594 h und bei der C. ljungdahlii-
Kultur nach 72, 240, 410, 596 und 764 h. D: Acetat-, E: Butyrat-, F: Capronatkonzentrationen der
Edrei Cofermentationskulturen (C. l[jungdahlii und C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter

Standardabweichung, von B C. [jungdahlii, von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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Reinkulturen kein Butanol und auch kein Hexanol detektiert werden. Im Gegensatz dazu
konnten in der Cofermentationskultur 8,5 mM Butanol und 4,1 mM Hexanol nach 693 h
Inkubation detektiert werden. Dasselbe Bild ergab sich fir alle drei
Cofermentationskulturen (Abbildung 19 D, E und F). Die Ethanolkonzentrationen waren
in allen Cofermentationskulturen niedriger als in der C. ljungdahlii-Kultur und Butanol und
Hexanol wurde ausschlieflich in den Cofermentationskulturen detektiert. Der Verlauf
Uber die Zeit von Acetat-, Butyrat- und Capronatbildung der ausgewahlten
Cofermentationskultur ist in Abbildung 20 (A, B und C) zu sehen. Die Acetatkonzentration
war nach 72 h in der C. ljungdahlii-Kultur stets hoher als in der Cofermentationskultur.
Einem Endwert von 135 mM steht ein Wert von 111 mM bei Beendigung des Versuchs
gegenlber. Die zwei weiteren Fettsauren konnten wie ihre zugehorigen Alkohole nur in
der Cofermentationskultur und nicht in der C. ljungdahlii- Kultur nachgewiesen werden.
Erzielt wurden nach 693 h Inkubation 13 mM Butyrat und 8,4 mM Capronat. Die
Produktion von Butyrat und Capronat durch die C. kluyveri-Kultur steht wiederum fiir den
erfolgreich erbrachten Nachweis der Funktionalitdt der verwendeten C. kluyveri-Kultur.

Der Blick auf die Endwerte der einzelnen Cofermentationskulturen zeigt das gleiche Bild
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Abbildung 21: ® ODgoonm, @ Ethanol-, Acetat-, Butyrat-, Butanol-, ® Hexanol- und

+ Capronatkonzentration der A: Cofermentationskultur, B: C. ljungdahlii-Kultur.
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(Abbildung 20 D, E wund F). Die Acetatkonzentrationen lagen in allen
Cofermentationskulturen unterhalb der Konzentration der C. ljungdahlii-Kultur. Die
Butanol- und Hexanolkonzentrationen der Cofermentationskulturen lagen in
vergleichbaren Rahmen und beide Substanzen konnten in allen Kulturen nachgewiesen
werden. In Abbildung 21 sind zusammenfassend mehrere Parameter der ausgewahlten
Cofermentationskultur und der C. ljungdahlii-Kultur in Bezug zur ODgoonm aufgetragen. Es
ist im Falle der Cofermentationskultur ersichtlich, dass ein deutlicher
Konzentrationsanstieg von Acetat und Ethanol in der spatexponentiellen Phase erfolgte,
in der auch die ODggonm von 0,5 auf 1,8 anstieg (zwischen 239 und 354 h). Die Produktion
von Butyrat, Butanol, Capronat und Hexanol stieg in der Cofermentationskultur bereits

nach 71 h Inkubation an.
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3.2.1.4 Zusammenfassung der simultanen Cofermentation

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Methodik der simultanen Cofermentation bei
den Kulturen, in denen jeweils C. carboxidivorans und C. ljungdahlii zusammen mit
C. kluyveri kultiviert wurden, eine Capronatproduktion zeigten. Zusatzlich zum Capronat
waren die ebenfalls interessanten Grundchemikalien Butanol und Hexanol entstanden. In
der simultanen Cofermentation, welche mit C. autoethanogenum durchgefihrt wurde,
konnte keine Produktion (keine deutliche Steigerung der Konzentration lber die Zeit)
dieser Substanzen festgestellt werden. In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der simultanen
Cofermentation nochmals zusammengefasst. Gezeigt werden die maximalen
Konzentrationen der Substanzen Butanol, Hexanol und Capronat, welche im Laufe der

Wachstumsversuche detektiert werden konnten.

Tabelle 8: Maximal gebildete Konzentrationen von Butanol, Hexanol und Capronat in den

simultanen Cofermentationen

Butanol [mM] Hexanol [mM] Capronat [mM]
C. autoethanogenum 0 0 2,3
+ C. kluyveri
C. carboxidivorans + 6,5 2,2 5,3
C. kluyveri
C. ljungdahlii + 11,5 7,1 9,9

C. kluyveri
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3.2.2 Sequentielle Cofermentation mit einem Wechsel der Gasphase wdhrend der
Kultivierung
Fir die weiteren Versuche einer Cofermentation wurde nun eine, zur simultanen
Cofermentation abgewandelte, Methodik verwendet. Wahrend bei der simultanen
Cofermentation beide Stamme zu Beginn inokuliert wurden, erfolgte nun eine Inokulation
nacheinander, also sequentiell. Zuerst wurde in dieser Cofermentation mit einem der
acetogenen Bakterienstammen inokuliert und diese Kulturen fiir ca. 1-2 Wochen
kultiviert. In diesem Zeitraum sollte genug Ethanol und Acetat gebildet worden sein,
welches spéater als Nahrstoffquelle fiir C. kluyveri dienen sollte. Die Zugabe von C. kluyveri
erfolgte nach den genannten 1-2 Wochen. Zum Zeitpunkt der Inokulation mit C. kluyveri
wurde in dieser sequentiellen Cofermentationsvariante die Gasphase von Synthesegas
(enthalt fur C. kluyveri toxisches CO) auf die praferierte Gasphase N»/CO; getauscht. Der
schematische Uberblick iber den Versuchsaufbau ist in Abbildung 22 zu sehen. Die
einzelnen Versuchsansatze und die Resultate dieser sequentiellen Cofermentationen mit

einem Wechsel der Gasphase wahrend der Kultivierung werden im Folgenden dargestellt.

acetogener
Stamm C. kluyveri

l |

1-2 Wochen 2-3 Wochen :
,m Kultivierung Kultivierung i \
VR gaschromatographische
anaerobe Kulturflaschen Gasphasenwechsel auf Analyse
befiillt mit Syngas N,/CO,

Abbildung 22: Schematische Darstellung einer sequentiellen Cofermentation mit einem
Wechsel der Gasphase wahrend der Kultivierung. Die Inokulation erfolgte sequentiell mit

gaschromatographischer Analyse nach insgesamt drei bis fiinf Wochen Kultivierung.
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3.2.2.1 Sequentielle Cofermentation (mit einem Wechsel der Gasphase) von
C. autoethanogenum und C. kluyveri
Die erste sequentielle Cofermentation wurde mit C. autoethanogenum und C. kluyveri
durchgefiihrt. Dieser Wachstumsversuch wurde in 100 ml Tanner-Medium in 1000-ml-
Miller-Krempel-Flaschen in einer Dreifachbestimmung durchgefiihrt. In einzelnen
Ansatzen wurden die jeweiligen einzelnen Organismen als Kontrolle wieder mitgefihrt.
Die Kultivierungstemperatur war wie bereits zuvor 37 °C und die Kulturen wurden nicht
geschuttelt. Die bedeutende Abweichung zur simultanen Cofermentation war nun, dass
in dieser Methodik zuerst mit dem acetogenen Stamm inokuliert wurde. Zu Beginn wurde
Synthesegas als Gasphase genutzt, welches nach drei Tagen Kultivierung einmalig
aufgefillt wurde. Nach eineinhalb wochiger Inkubation wurde in die drei Miller-Krempel-
Flaschen der Cofermentationskulturen das gleiche Inokulationsvolumen einer stationaren
C. kluyveri-Kultur hinzugegeben. Das Synthesegas wurde nach Inokulation durch N,/CO;
ersetzt und die Kulturen bei den bisherigen Bedingungen weiter inkubiert. Die
Positivkontrolle (Kultur mit nur C. kluyveri) wurde erst zu diesem Zeitpunkt begonnen und
ist somit bei den Auswertungen immer erst ab einem Zeitpunkt von 236 h aufgefiihrt. Die
Wachstumsparameter einer ausgewdhlten Cofermentationskultur und der Reinkulturen
sind in Abbildung 23 (A und B) aufgezeigt. Die Cofermentationskultur und die
C. autoethanogenum-Kultur zeigten einen nahezu identischen ODegoonm Verlauf. Nach
669 h Kultivierung lagen beide ODgoonm-Werte bei 0,8. Die C. kluyveri-Kultur erreichte nach
433 h eine ODgoonm Von 0,18 nach einem zwischenzeitlichen Maximalwert von 0,47 nach
100 h Kultivierung. Die Cofermentationskultur und die C. autoethanogenum-Kultur
zeigten ebenfalls einen identischen Verlauf der pH-Werte. In beiden Kulturen fiel der pH-
Wert bis zur Beendigung auf einen Wert von 4,8. Bei der C. kluyveri-Kultur war, wie bereits
zuvor, nur ein geringes Abfallen der pH-Werte festzustellen, da der pH-Wert nur von 6,3
auf 6,1 sank. In Abbildung 23 (C und D) sind zusammenfassend die Mittelwerte (mit
Standardabweichung) der ODgoonm- Und die pH-Werte aller Cofermentationskulturen im
Vergleich zu den Reinkulturen zu sehen. Es ist zu keinen bedeutenden Unterschieden
innerhalb der Cofermentationskulturen gekommen. Erwdahnenswert ist die leicht erhohte
ODeoonm einer der Cofermentationskulturen mit einem Wert von 1,0. Die Darstellung der

Stoffwechselprodukte beschrankt sich zunachst auf Ethanol, Acetat und Capronat, zu
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sehen in Abbildung 24 (A, B und C). Die Ethanolkonzentration der Cofermentationskultur
Uberschritt die der C. autoethanogenum-Kultur um das fast dreifache. Einer Menge von
9,5 mM stehen 3,3 mM nach 669 h in der Reinkultur gegentiiber. Die umgekehrte Situation
liegt vor im Falle der Acetatkonzentrationen. Im Fall der C. autoethanogenum-Kultur war
die Acetatkonzentration mit einem Endwert von 88 mM nach 669 h hoher als die der
Cofermentationskultur (73 mM nach 669 h). Capronat war nur, mit Ausnahme der
C. kluyveri-Kultur (Positivkontrolle), in der Cofermentationskultur und dort in sehr
geringen Konzentrationen nachweisbar. So stieg der Wert nach 500 h Inkubation auf eine

erstmals detektierbare Konzentration von 0,6 mM, welche bis zur Beendigung des
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Abbildung 23: A: Wachstum, B: pH von A C. autoethanogenum und C. kluyveri
(Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
B C. autoethanogenum in Tanner-Medium ,modified“ mit der Gasphase Synthesegas,
® C. kluyveri in Tanner-Medium ,, modified” 2 mit der Gasphase N»/CO,. Synthesegas wurde bei
der Cofermentationskultur einmalig nach 69 h aufgefiillt, Zugabe von C. kluyveri in die
Cofermentationskulturen erfolgte nach 236 h (dritter Messpunkt von links). C: ODggonm-Werte,
D: pH der B drei Cofermentationskulturen (C. autoethanogenum und C. kluyveri) - Mittelwert
mit eingezeichneter Standardabweichung, von B C. autoethanogenum, von B C. kluyveri zum

Zeitpunkt der letzten Messung.
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Versuches nachweisbar war. In Abbildung 24 (D, E und F) ist zu sehen, dass in allen
Kulturen der Cofermentation die Situation wie bei der reprasentativ gewahlten Kultur
war. So waren in den Cofermentationskulturen die Ethanolkonzentrationen héher und die
Acetatkonzentrationen niedriger als in der C. autoethanogenum-Kultur. Capronat konnte

in allen Cofermentationskulturen am Ende des Versuchs nachgewiesen werden, jedoch
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Abbildung 24: A: Ethanol-, B: Acetat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. autoethanogenum
und C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium , modified” mit der Gasphase
Synthesegas, B C. autoethanogenum in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase
Synthesegas, ® C. kluyveri in Tanner-Medium ,modified”“ 2 mit der Gasphase N,/CO..
Synthesegas wurde bei der Cofermentationskultur einmalig nach 69 h aufgefiillt, Die Zugabe
von C. kluyveri in die Cofermentationskulturen erfolgte nach 236 h (dritter Messpunkt).
D: Ethanol-, E: Acetat-, F: Capronatkonzentrationen der B drei Cofermentationskulturen
(C. autoethanogenum und C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung,

von B C. autoethanogenum, von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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immer in geringen Konzentrationen, die 0,6-1,3 mM nicht Gberstiegen. In keiner einzigen

Kultur konnte in diesem Versuch Butanol oder Hexanol nachgewiesen werden.

3.2.2.2 Sequentielle Cofermentation (mit einem Wechsel der Gasphase) von
C. carboxidivorans und C. kluyveri
Die sequentiellen Cofermentationen mit einem Wechsel der Gasphase wurden nun als
zweites mit C. carboxidivorans durchgefiihrt. Die Methodik und die Durchfiihrung war
nahezu identisch zum zuvor beschriebenen Versuch mit C. autoethanogenum (3.2.2.1).
Der Verlauf der ODgoonm- und des pH-Wertes der ausgewahlten Cofermentationskultur
Uber die Dauer der Inkubation ist in Abbildung 25 (A und B) zu sehen. Der Verlauf dieser
beiden Parameter in beiden Kulturen war nahezu identisch. Die ODsoonm nach 672 h
Inkubation lag in der Cofermentationskultur und in der C. carboxidivorans-Kultur bei 0,8
und der pH-Wert lag in beiden Kulturen nach der gleichen Dauer bei einem Wert von 4,8.
Die C. kluyveri-Kultur erreichte eine ODsoonm von 0,22 nach 436 h nach einem
Maximalwert von 0,4 nach 169 h Inkubation. Der pH-Wert der C. kluyveri-Kultur verblieb
nahezu unverdndert bei ca. 6 iber den gesamten Zeitraum des Versuchs. Beim Vergleich
aller drei Cofermentationskulturen untereinander ist zu sehen, dass alle drei Kulturen die
nahezu gleichen ODgoonm- Und pH-Werte bei Beendigung des Versuches erreicht hatten
(Abbildung 25 C und D). Die Werte der ODgoonm Waren in allen Cofermentationskulturen
hoher als in der Reinkultur von C. carboxidivorans, und die pH-Werte waren nahezu
identisch. Die Darstellung der Stoffwechselparameter beschrankt sich auf Ethanol, Acetat
und Capronat (Abbildung 26 A, B und C). Die Ethanolkonzentration war in der
reprasentativ gewdhlten Cofermentationskultur hoher als in der Vergleichskultur, die nur
C. carboxidivorans enthielt. Erreicht wurde eine Konzentration von 17,5 mM, welcher eine
Konzentration von 12,3 mM in der C. carboxidivorans-Kultur entgegen stand. Die
Acetatkonzentrationen waren und verliefen in beiden Kulturen Uber die Zeit nahezu
gleich. In beiden Kulturen wurden ca. 110 mM nach 692 h detektiert. Capronat wurde
zwar in geringen Konzentrationen in den Cofermentationskulturen detektiert, aber es
wurde kein Anstieg dieser Konzentration festgestellt. In der Cofermentationskultur
konnte bereits beim ersten Messpunkt des Versuches eine Capronatkonzentration von

2,6 mM festgestellt werden, welche sich bis zur Beendigung des Versuches nicht mehr
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veranderte. Auch in der C. carboxidivorans-Kultur wurde Capronat nachgewiesen. Die
anfangliche Konzentration war hier 0,7 mM, welche ebenso bis zum letzten Messpunkt
unverandert blieb. Butanol (nicht dargestellt) konnte nur in geringen Mengen detektiert
werden. Nachgewiesen wurden 0,8 mM in der ausgewadhlten Cofermentationskultur und
0,6 mM in der C. carboxidivorans-Kultur. Hexanol (ebenfalls nicht dargestellt) konnte in
keiner der Kulturen nachgewiesen werden. Die detektierten Ethanol-, Acetat- und
Capronatkonzentrationen waren in allen Cofermentationskulturen dhnlich vorzufinden
(Abbildung 26 D, E und F). Die Ethanolkonzentrationen der Cofermentationskulturen

waren im  Vergleich  zur C carboxidivorans-Kultur ~ immer  hoher. Die
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Abbildung 25: A: Wachstum, B: pH von A C. carboxidivorans und C. kluyveri
(Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
B C. carboxidivorans in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
® C. kluyveri in Tanner-Medium ,modified” 2 mit der Gasphase N»/CO,. Synthesegas wurde bei
der Cofermentationskultur einmalig nach 67 h aufgefiillt, Zugabe von C. kluyveri in die
Cofermentationskulturen erfolgte nach 236 h (dritter Messpunkt von links). C: ODggonm-Werte,
D: pH der m drei Cofermentationskulturen (C. carboxidivorans und C. kluyveri) - Mittelwert mit
eingezeichneter Standardabweichung, von B C. carboxidivorans, von B C. kluyveri zum

Zeitpunkt der letzten Messung.



Experimente und Ergebnisse 81

Acetatkonzentrationen lagen in allen Kulturen in dem Bereich, wie er in der
C. carboxidivorans-Kultur ~ zu  finden war. Capronat  wurde in allen
Cofermentationskulturen nach Beendigung des Versuchs nachgewiesen, jedoch war in

keiner der Kulturen eine Produktion zu verzeichnen.
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Abbildung 26: A: Ethanol-, B: Acetat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. carboxidivorans
und C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified“ mit der Gasphase
Synthesegas, B C. carboxidivorans in Tanner-Medium ,modified“ mit der Gasphase
Synthesegas, C. kluyveriin Tanner-Medium ,modified” 2 mit der Gasphase N,/CO,. Synthesegas
wurde bei der Cofermentationskultur einmalig nach 67 h aufgefiillt, Zugabe von @ C. kluyveri in
die Cofermentationskulturen erfolgte nach 236 h (zweiter bzw. dritter Messpunkt von links).
D: Ethanol-, E: Acetat-, F: Capronatkonzentrationen der B drei Cofermentationskulturen
(C. carboxidivorans und C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von

B C. carboxidivorans, von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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3.2.2.3 Sequentielle Cofermentation (mit einem Wechsel der Gasphase) von
C. ljungdahlii und C. kluyveri
Die letzte sequentielle Cofermentation mit einem Wechsel der Gasphase wahrend der
Kultivierung wurde wiederum mit C. ljungdahlii und C. kluyveri durchgefiihrt. Die
Durchfihrung war identisch zu den bisherigen sequentiellen Cofermentationen. Die
Wachstumsparameter einer ausgewahlten Cofermentationskultur und der C. ljungdahlii-
und C. kluyveri-Kultur sind in Abbildung 27 (A und B) zu sehen. Die ODgoonm der
Cofermentationskultur blieb unter dem Wert der C. ljungdahlii-Kultur. Einer ODeoonm VON
0,6 nach 741 h Inkubation in der C. ljungdahlii-Kultur steht eine ODgoonm von 0,4 in der

Cofermentationskultur gegenlber. C. kluyveri erreichte eine ODgoonm Nach 433 h von 0,18
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in Tanner-Medium , modified” mit der Gasphase Synthesegas, B C. ljungdahlii in Tanner-
Medium ,,modified” mit der Gasphase Synthesegas, ® C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified“
2 mit der Gasphase N,/CO,. Synthesegas wurde bei der Cofermentationskultur einmalig nach
68 h aufgefiillt, Zugabe von C. kluyveri in die Cofermentationskulturen erfolgte nach 236 h
(dritter Messpunkt von links). C: ODgoonm-Werte, D: pH der B drei Cofermentationskulturen
(C. ljungdahlii und C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von m

C. ljungdahlii, von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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nach einem zwischenzeitlichen Maximalwert von 0,47 nach 100 h Inkubation. Alle
Cofermentationskulturen zeigten vergleichbare Wachstumsparameter bei Beendigung
des Versuchs (Abbildung 27 C und D). Die ODsoonm lag bei allen Cofermentationskulturen
niedriger als bei der mitgefiihrten Vergleichskultur von C. ljungdahlii. Die pH-Werte lagen
allesamt auf demselben Niveau wie bei der C. [jungdahlii-Kultur. Die entsprechenden
Stoffwechselparameter sind in Abbildung 28 (A, B und C) zu sehen. Die Darstellung
beschrankt sich auf die Parameter Ethanol, Acetat und Capronat wie bei den bisherigen
Versuchen auch. Es ist ersichtlich, dass in der C. ljungdahlii-Kultur mehr Ethanol gebildet
wurde, als in der ausgesuchten Cofermentationskultur. In der C. ljungdahlii-Kultur
entstanden 13,3 mM nach 741 h Kultivierung und in der Cofermentationskultur 7 mM im
selben Zeitraum. Erwdhnenswert ist, dass nach 236 h Inkubation deutlich héhere Werte
von ca. 25 mM in beiden Kulturen festgestellt wurden, welche dann in beiden Fillen
wieder abfielen. Der Verlauf der Acetatkonzentration war in der Cofermentationskultur
und in der C. ljungdahlii-Kultur &hnlich. Bei der letzten Messung wurden in der
C. ljungdahlii-Kultur 81,3 mM und in der Cofermentationskultur 65,7 mM Acetat
detektiert. In beiden Kulturen waren wahrend des Wachstumes noch deutlich héhere
Werte mit Gber 100 mM festgestellt worden, welche aber nach 500 h wieder absanken.
Anhand der Capronatproduktion im Falle der C. kluyveri-Kultur war wiederum erkennbar,
dass dieser Stamm funktional war. In der gezeigten Cofermentationskultur konnte ein
Anstieg der Konzentration auf 0,8 mM Capronat detektiert werden. In der C. ljungdahlii-
Kultur konnte kein Capronat nachgewiesen werden. Abbildung 28 (D, E und F) zeigt die
detektierten Konzentrationen aller Cofermentationen nach Beendigung des Versuchs. Die
Ethanolkonzentration war in allen Cofermentationen am letzten Messpunkt niedriger als
in der C. ljungdahlii-Kultur. Die Acetatkonzentration war dhnlich hoch wie bei der
C. ljungdahlii-Kultur. In zwei von drei Kulturen war diese sogar gegeniiber der
Vergleichskultur leicht erhoht. Capronat konnte in allen Cofermentationen detektiert
werden. Die gemessenen Konzentrationen nach 741 h waren 0,6, 0,8 und 1,2 mM. Der
Konzentrationsanstieg war immer nur zum Zeitpunkt der Zugabe von C. kluyveri

(Zeitpunkt 236 h) festzustellen.
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Abbildung 28: A: Ethanol-, B: Acetat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. ljungdahlii und
C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified mit der Gasphase
Synthesegas, B C. ljungdahlii in Tanner-Medium , modified“ mit der Gasphase Synthesegas,
C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit der Gasphase N,/CO,. Synthesegas wurde bei
der Cofermentationskultur einmalig nach 67 h aufgefiillt, Zugabe von ® C. kluyveri in die
Cofermentationskulturen erfolgte nach 236 h (dritter Messpunkt von links). D: Ethanol-,
E: Acetat-, F: Capronatkonzentrationen der M drei Cofermentationskulturen (C. ljungdahlii und
C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von B C. ljungdahlii, von B

C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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3.2.2.4 Zusammenfassung der sequentiellen Cofermentation mit einem Wechsel der
Gasphase wahrend der Kultivierung
Mittels dieser sequentiellen Cofermentationen, in welchen ein Wechsel der Gasphase
wahrend der Kultivierung stattfand, konnte keine bzw. keine deutliche Produktion von
Capronat festgestellt werden. Im Falle der Cofermentationen von C. autoethanogenum
und C. kluyveri wurde eine geringe Menge Capronat produziert. Bei den sequentiellen
Cofermentationen von C. carboxidivorans und C. ljungdahlii mit C. kluyveri fand nur ein
Anstieg der Capronatproduktion genau zu dem Zeitpunkt, als C. kluyveri zugegeben
wurde, statt. Die im Laufe dieser sequentiellen Cofermentationen maximal detektierten

Konzentrationen an Butanol, Hexanol und Capronat sind in Tabelle 9 zu sehen.

Tabelle 9: Maximal gebildete Konzentrationen von Butanol, Hexanol und Capronat in den

sequentiellen Cofermentationen mit einem Wechsel der Gasphase wahrend der Kultivierung

Butanol [mM] Hexanol [mM] Capronat [mM]
C. autoethanogenum 0 0 1,3
+ C. kluyveri
C. carboxidivorans + 0,9 0 3,6
C. kluyveri
C. ljungdahlii + 0 0 1,1

C. kluyveri
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3.2.3 Sequentielle Cofermentation ohne Wechsel der Gasphase wdhrend der
Kultivierung

Wie in 3.2.2 zu erkennen wurde in keiner der bisher durchgefiihrten sequentiellen
Cofermentationen eine signifikante Produktion von Butanol, Hexanol und Capronat
erzielt. Aufgrund der positiv verlaufenen simultanen Cofermentationen von
C. carboxidivorans bzw. C. ljungdahlii mit C. kluyveri wurde auch von einer moglichen
Produktion von Capronat mittels einer sequentiellen Cofermentation ausgegangen. Somit
wurde diese wiederholt, aber mit einer entscheidenden Abweichung zum vorherigen
sequentiellen Versuch. In den bisherigen sequentiellen Cofermentationen wurde die
Gasphase nach ca. 1 % Wochen von Synthesegas auf N,/CO, gewechselt. Da somit aber
eventuell nicht die notwendige Menge an Ethanol und Acetat produziert werden konnte,
wurde die Substratversorgung der acetogenen Bakterien aufrechterhalten und die
Gasphase wihrend der Kultivierung nicht gewechselt. Ein schematischer Uberblick iber
die Fermentationsdurchfiihrung ist in Abbildung 29 zu sehen. Die Resultate der
entsprechenden Versuche werden im Folgenden dargestellt.

acetogener
Stamm C. kluyveri

l :

1-2 Wochen 2-3 Wochen
,n Kultivierung Kultivierung ]
—— ﬁ \ |
gaschromatbgraphische
anaerobe Kulturflaschen Verbleib der Gasphase Analyse
befiillt mit Syngas bei Syngas

(einmal pro Woche neu befiillt)

Abbildung 29: Schematische Darstellung einer sequentiellen Cofermentation ohne Wechsel der
Gasphase wahrend der Kultivierung. Die Inokulation erfolgte sequentiell mit

gaschromatographischer Analyse nach insgesamt drei bis fiinf Wochen Kultivierung.
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3.2.3.1 Sequentielle Cofermentation (ohne Wechsel der Gasphase wahrend der
Kultivierung) von C. autoethanogenum und C. kluyveri
Die erste sequentielle Cofermentation mit abgednderter Durchfiihrung wurde mit
C. autoethanogenum und C. kluyveri praktiziert. Die Durchfiihrung entsprach gréBtenteils
der sequentiellen Cofermentation mit dem Wechsel der Gasphase wahrend der
Kultivierung. Eine wichtige Abweichung war, wie bereits erwdhnt, dass die Gasphase hier
nicht gewechselt wurde. Das Synthesegas wurde nach drei Tagen Kultivierung (nur beim
acetogenen Stamm) und dann ab dem Zeitpunkt der Zugabe von C. kluyveri im
siebentdgigen Zyklus immer wieder aufgefiillt. Der Verlauf des Wachstumsparameters
ODeoonm und des pH-Wertes einer ausgewdahlten reprasentativen Cofermentationskultur
ist im Vergleich zu den jeweiligen C. autoethanogenum- und C. kluyveri-Reinkulturen in
Abbildung 30 (A und B) zu sehen. Die Cofermentations- und die C. autoethanogenum-
Kultur erreichten beide eine ODgoonm Von 0,6 nach 714 h Kultivierung. Das gleiche Bild
zeigte sich beim Verlauf des pH-Wertes, da auch hier in beiden Kulturen kein Unterschied
festzustellen war. Der pH-Wert sank im Laufe der Kultivierung auf einen Wert von 4,9.
C. kluyveri erreichte eine ODeoonm von 0,21 bei Beendigung des Versuches.
Zwischenzeitlicher Hochstwert der ODgoonm War 0,33 nach 143 h Inkubation. Der pH-Wert
bei der Kultivierung von C. kluyveri zeigte zum wiederholten Male nur eine geringe
Veranderung Uber die Zeit und fiel von 6,1 auf 6,0. Im Vergleich aller durchgefiihrten
Cofermentationskulturen waren keine bedeutenden Unterschiede festzustellen
(Abbildung 30 C und D). Lediglich eine Cofermentationskultur hatte mit einem Wert von
0,57 eine leicht niedrigere ODsoonm als die C. autoethanogenum-Kultur, wahrend die pH-
Werte alle nahezu gleich waren. Die Darstellung und Beschreibung des Verlaufes der
Produktparameter beschrankt sich auf Ethanol, Acetat und Capronat zu sehen in
Abbildung 31 (A, B und C). Die Ethanolkonzentration der C. autoethanogenum-Kultur war
nur bis zu einer Kultivierungsdauer von 236 h héher als in der Cofermentationskultur und
war bei Beendigung des Versuchs deutlich niedriger. Einer Konzentration von 4,4 mM in
der C. autoethanogenum-Kultur steht eine Konzentration von 0,7 mM in der
Cofermentationskultur gegeniiber. Die Acetatkonzentrationen lagen in der
Cofermentationskultur und der C. autoethanogenum-Kultur bei ca. 140 mM nach 714 h

Kultivierung. Capronat wurde in héheren Mengen von 48 mM nur in der C. kluyveri-Kultur
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nachgewiesen (Positivkontrolle). In der Cofermentationskultur war eine im Vergleich dazu
deutlich geringere Menge an Capronat nachzuweisen. Es wurden 0,7 mM Capronat nach
714 h Inkubation nachgewiesen. Der Anstieg an Capronat war aber nur zu dem Zeitpunkt
festzustellen, an dem C. kluyveri der Cofermentationskultur zugefligt wurde. Die
Auswertung aller Cofermentationskulturen zeigte das gleiche Bild wie die ausgewahlte
Cofermentationskultur (Abbildung 31 D, E und F). Die Ethanolkonzentration war in allen
Cofermentationskulturen niedriger als in der C. autoethanogenum-Kultur, untereinander
aber dhnlich. Die Acetatkonzentrationen waren in allen Cofermentationskulturen

vergleichbar zur reinen C. autoethanogenum-Kultur und ebenfalls in vergleichbaren
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Abbildung 30: A: Wachstum, B: pH von A C. autoethanogenum und C. kluyveri
(Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
B C. autoethanogenum in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
® C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit der Gasphase N»/CO,. Synthesegas wurde bei
der Cofermentationskultur nach 68, 236, 379 und 546 h aufgefiillt, Zugabe von C. kluyveri in die
Cofermentationskulturen erfolgte nach 236 h (dritter Messpunkt von links). C: ODggonm-Werte,
D: pH der B drei Cofermentationskulturen (C. autoethanogenum und C. kluyveri) - Mittelwert
mit eingezeichneter Standardabweichung, von B C. autoethanogenum, von B C. kluyveri zum

Zeitpunkt der letzten Messung.
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Konzentrationen untereinander. Capronat war in allen Cofermentationskulturen
vorzufinden, aber ein Anstieg der Konzentration war immer nur beim Zeitpunkt der

Zugabe von C. kluyveri sichtbar.
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Abbildung 31: A: Ethanol-, B: Acetat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. autoethanogenum
und C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium , modified“ mit der Gasphase
Synthesegas, B C. autoethanogenum in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase
Synthesegas, ® C. kluyveri in Tanner-Medium ,modified” 2 mit der Gasphase N,/CO..
Synthesegas wurde bei der Cofermentationskultur nach 68, 236, 379 und 546 h aufgefiillt,
Zugabe von C. kluyveri in die Cofermentationskulturen erfolgte nach 236 h (dritter Messpunkt
von links). D: Ethanol-, E: Acetat-, F: Capronatkonzentrationen der B drei durchgefiihrten
Cofermentationskulturen (C. autoethanogenum und C. kluyveri) - Mittelwert mit
eingezeichneter Standardabweichung, von B C. autoethanogenum, von B C. kluyveri zum

Zeitpunkt der letzten Messung.
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3.2.3.2 Sequentielle Cofermentation (ohne Wechsel der Gasphase wahrend der
Kultivierung) von C. carboxidivorans und C. kluyveri
Der zweite Ansatz der sequentiellen Cofermentation ohne Wechsel der Gasphase
wahrend der Kultivierung wurde mit C. carboxidivorans und C. kluyveri durchgefiihrt. Die
generelle Methodik und Handhabung der Kultivierung war identisch zum
vorangegangenen Versuch mit C. autoethanogenum (3.2.3.1). Der Verlauf der ODsoonm
und des pH-Wertes Uber die Zeit einer reprasentativ gewahlten Cofermentationskultur
und der jeweiligen Reinkulturen von C. carboxidivorans und C. kluyveri sind in Abbildung

32 (A und B) dargestellt. Die C. carboxidivorans-Kultur erreichte zum letzten Messpunkt
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Abbildung 32: A: Wachstum, B: pH von A C. carboxidivorans und C. kluyveri
(Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
B C. carboxidivorans in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
® C. kluyveri in Tanner-Medium ,modified” 2 mit der Gasphase N»/CO,. Synthesegas wurde bei
der Cofermentationskultur nach 67, 191, 405 und 574 h aufgefiillt. Zugabe von C. kluyveri in die
Cofermentationskulturen erfolgte nach 191 h (dritter Messpunkt von links). C: ODggonm-Werte,
D: pH der m drei Cofermentationskulturen (C. carboxidivorans und C. kluyveri) - Mittelwert mit
eingezeichneter Standardabweichung, von B C. carboxidivorans, von B C. kluyveri zum

Zeitpunkt der letzten Messung.



Experimente und Ergebnisse 91

eine doppelt so hohe ODgoonm Mit 1,24 als die Cofermentationskultur mit einer ODsoonm
von 0,67. Komplementar zum Verlauf der ODeoonm zeigte sich der Verlauf der pH-Werte.
Der pH-Wert der C. carboxidivorans-Kultur fiel im Laufe des Versuches auf 5,4, wahrend
er in der Cofermentationskultur auf 5,8 sank. Im Vergleich aller Cofermentationskulturen
ist zu sehen, dass die ODeoonm in allen Kulturen deutlich niedriger war als in der
C. carboxidivorans-Kultur (Abbildung 32 C und D). Der pH-Wert war ebenso in allen
Cofermentationskulturen hoher als im Vergleich zur C. carboxidivorans-Kultur. Die
Unterschiede dieser beiden Parameter sind, alle Cofermentationskulturen betrachtet,
gering ausgefallen. Im Rahmen der Auswertung der Produkte ist der Fokus zuerst auf die
Bildung der Alkohole Ethanol, Butanol und Hexanol (Abbildung 33 A, B und C) gerichtet.
Die detektierten Ethanolkonzentrationen unterschieden sich stark zwischen der
reprasentativen Cofermentationskultur und der C. carboxidivorans-Kultur. Die
C. carboxidivorans-Kultur produzierte 75,3 mM Ethanol nach fast 700 h Kultivierung. In
der Cofermentationskultur war diese Konzentration mit 2,8 mM um mehr als 25-fach
geringer. In der Cofermentationskultur war zum selben Zeitpunkt wie in der
C. carboxidivorans-Kultur ein Anstieg der Ethanolkonzentration festzustellen. Zu diesem
Zeitpunkt (335 h) konnten noch 8,1 mM Ethanol detektiert werden. Diese Konzentration
fiel danach immer weiter ab. Im Falle der Butanolkonzentration zeigte sich eine zur
Ethanolkonzentration umgekehrte Situation. Mit 2,5 mM war die Konzentration an
Butanol doppelt so hoch als in der C. carboxidivorans-Kultur, die nur eine Konzentration
von 1,4 mM erreichte. Erwdhnenswert ist, dass die Butanolkonzentration in der
Cofermentationskultur nach 335 h einen Maximalwert von 5,9 mM erreichte und
abschlieBend wieder sank. Ahnlich verhilt es sich bei der Hexanolkonzentration. Hexanol
war nur in der Cofermentationskultur detektierbar und erreichte eine Konzentration von
2,6 mM zum letzten Messpunkt. Wie im Falle der Butanolanalyse wurde auch hier mit
einem Wert von 3,1 mM nach 335 h Inkubation eine hohere Konzentration detektiert.
Diese Konzentration fiel ebenfalls und stieg gegen Ende des Versuchs wieder langsam an.
Alle drei Cofermentationskulturen zeigten vergleichbare Resultate, wie in Abbildung 33
(D, E und F) zu sehen ist. Die Ethanolkonzentration war in allen Cofermentationskulturen
deutlich niedriger als in der C. carboxidivorans-Kultur. Die Butanolkonzentration war

jeweils hoher als in der C. carboxidivorans-Kultur und Hexanol wurde in zueinander
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dhnlichen Mengen immer nur in den Cofermentationskulturen detektiert. In Abbildung 34
(A, B und C) ist der Verlauf der Acetatkonzentrationen zu sehen, welche dhnlich zum
Verlauf der vorher beschriebenen Ethanolkonzentration war. Die Acetatkonzentration in
der C. carboxidivorans-Kultur war mit einer Konzentration von 65,3 mM doppelt so hoch
wie in der Cofermentationskultur mit 32,3 mM. Die hochsten Butyratkonzentrationen

konnten in der Cofermentationskultur mit einem Wert von 12,7 mM nach 696 h
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Abbildung 33: A: Ethanol-, B: Butanol-, C: Hexanolkonzentrationen von A C. carboxidivorans
und C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium , modified“ mit der Gasphase
Synthesegas, B C. carboxidivorans in Tanner-Medium ,modified“ mit der Gasphase
Synthesegas. Synthesegas wurde aufgefiillt nach 67, 191, 405 und 574 h; Zugabe von C. kluyveri
in die Cofermentationskulturen erfolgte nach 191 h (dritter Messpunkt von links). D: Ethanol-,
E: Butanol-, F: Hexanolkonzentrationen der B drei durchgefiihrten Cofermentationskulturen
(C. carboxidivorans und C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von

B C. carboxidivorans zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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Kultivierung erzielt werden. Butyrat wurde auch in der C. kluyveri-Kultur detektiert und
diese Produktion (Konzentration von 5,9 mM) zeigte erneut zusammen mit der

erbrachten Capronatproduktion die Funktionalitat der C. kluyveri-Kultur. Des Weiteren
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Abbildung 34: A: Acetat-, B: Butyrat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. carboxidivorans und
C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase
Synthesegas, B C. carboxidivorans in Tanner-Medium ,modified“ mit der Gasphase
Synthesegas, ® C. kluyveri in Tanner-Medium ,modified“ 2 mit der Gasphase N,/CO..
Synthesegas wurde aufgefiillt nach 67, 191, 405 und 574 h; Zugabe von C. kluyveri in die
Cofermentationskulturen erfolgte nach 191 h (dritter Messpunkt von links). D: Acetat-,
E: Butyrat-, F: Capronatkonzentrationen der ® drei Cofermentationskulturen
(C. carboxidivorans und C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von

B C. carboxidivorans, von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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wurde Butyrat auch in der C. carboxidivorans-Kultur detektiert. Mit einer Konzentration
von 2,5 mM war diese jedoch fiinfmal geringer als in der Cofermentationskultur. Capronat
konnte wiederum beim Vergleich der C. carboxidivorans- und Cofermentationskultur nur
in dieser nachgewiesen werden. Insgesamt konnte eine Konzentration von 9,7 mM zum
letzten Messpunkt des Versuches detektiert werden. Die Auswertung der
Fettsdurekonzentrationen aller Kulturen zeigte die Reproduzierbarkeit der Anséatze
(Abbildung 34 D, E und F). Die Acetatkonzentration war in allen Cofermentationskulturen
niedriger als in der C. carboxidivorans-Kultur, wahrend Butyrat in allen
Cofermentationskulturen deutlich erh6ht gegeniber der C. carboxidivorans-Kultur war.
Capronat war in vergleichbaren Konzentrationen in allen drei Kulturen detektierbar (8,0-
9,6 mM). Zur besseren Ubersichtlichkeit und als Zusammenfassung sind alle analysierten
Stoffwechselparameter der ausgewdhlten  Cofermentationskultur und  der
C. carboxidivorans-Kultur in Bezug zur ODgoonm in Abbildung 35 zu sehen. Daraus
ersichtlich ist, dass nach 379 h Inkubation die Konzentrationen von Ethanol, Butanol und

Hexanol ihr Maximum erreichten, darauf jedoch wieder abfielen, wahrend die Fettsduren
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Abbildung 35: B ODesoonm, ® Ethanol-, A Acetat-, m Butyrat-, = Butanol-, ® Hexanol-, und

B Capronatkonzentration der A: Cofermentationskultur, B: C. carboxidivorans-Kultur.
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Acetat, Butyrat und Capronat ab demselben Zeitpunkt deutlich anstiegen. In der
C. carboxidivorans-Kultur war zu erkennen, dass nach 379 h Kultivierung die
Ethanolkonzentration stark anstieg, wahrend sie genau zu diesem Zeitpunkt in der

Cofermentationskultur wieder abfiel.

3.2.3.3 Sequentielle Cofermentation (ohne Wechsel der Gasphase wahrend der
Kultivierung) von C. ljungdahlii und C. kluyveri
Flir den dritten Ansatz der sequentiellen Cofermentationen ohne Wechsel der Gasphase
wahrend der Kultivierung wurden C. ljungdahlii und C. kluyveri verwendet. Die
Durchfiihrung war identisch zu den bisherigen sequentiellen Cofermentationen ohne
Wechsel der Gasphase (3.2.3.1, 3.2.3.2). Der Verlauf der ODeoonm und der Verlauf des pH-
Wertes einer reprasentativen Cofermentationskultur sowie der Reinkulturen von
C. ljungdahlii und C. kluyveri sind in Abbildung 36 (A und B) zu sehen. Die
Cofermentationskultur erreichte mit einem Wert von 0,93 erst zum letzten Messpunkt
eine hohere ODgoonm als die C. ljungdahlii-Kultur mit einem Wert von 0,75. Die
Cofermentationskultur hatte eine deutliche langere ,Lag“-Phase als die C. ljungdahlii-
Kultur. Die C. kluyveri-Kultur erreichte eine ODgoonm Von 0,21 nach 478 h Inkubation. Der
temporare Maximalwert lag bei 0,39 nach 166 h Kultivierung. Der pH-Wert der
C. ljungdahlii-Kultur sank am weitesten ab auf einen Wert von 4,8 bei Beendigung des
Versuchs. Die Cofermentationskultur hatte einen abschlieBenden pH-Wert von 5,4. In der
C. kluyveri-Kultur fiel der pH-Wert leicht von 6,2 auf 6,0 (iber die Kultivierungsdauer. Die
ODeoonm und der pH-Wert aller Cofermentationskulturen werden untereinander in
Abbildung 36 (C und D) verglichen. Es ist zu sehen, dass in allen Kulturen eine hohere
ODeoonm erreicht wurde als in der entsprechenden Reinkultur mit C. ljungdahlii. Ein
wichtiger Aspekt ist, dass der pH-Wert zweier der drei Cofermentationskulturen nach der
vollstandigen Inkubationsdauer auf denselben pH-Wert fiel wie der der C. ljungdahlii-
Kultur (pH-Wert 4,8) und nur der pH-Wert der zuvor gezeigten ausgewahlten
Cofermentationskultur noch bei einem Wert von 5,4 lag. In der Auswertung der
Stoffwechselparameter werden zuerst die Konzentrationen von Ethanol, Butanol und
Hexanol betrachtet (Abbildung 37 A, B und C). In all diesen Féllen waren deutliche

Unterschiede zwischen der Cofermentationskultur und der C. ljungdahlii-Kultur
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festzustellen. Die Ethanolkonzentration der C. ljungdhahlii-Kultur war am Ende des
Versuches mit einem Wert von 25,8 mM mehr als dreimal so hoch wie in der
Cofermentationskultur mit einem Wert von 8,0 mM. Die Ethanolkonzentration sank nach
330 h Kultivierung ausgehend von einer Konzentration von 3,7, auf eine Konzentration
von 1,6 mM zum ndchsten Messpunkt ab und erreichte erst gegen Ende des
Wachstumsversuches den vorher dargestellten Maximalwert von fast 8 mM. Butanol und
Hexanol konnten nur in der ausgewahlten Cofermentationskultur nachgewiesen werden.
Es wurde zum Ende des Wachstumsversuches eine Butanolkonzentration von 6,7 mM und

eine Hexanolkonzentration von 4,0 mM erreicht. Der Vergleich der gemessenen
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Abbildung 36: A: Wachstum, B: pH von A C. ljungdahlii und C. kluyveri (Cofermentationskultur)
in Tanner-Medium , modified” mit der Gasphase Synthesegas, B C. ljungdahlii in Tanner-
Medium ,,modified” mit der Gasphase Synthesegas, ® C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified“
2 mit der Gasphase N,/CO,. Synthesegas wurde bei der Cofermentationskultur nach 68, 236,
402 und 576 h aufgefiillt, Zugabe von C. kluyveri in die Cofermentationskulturen erfolgte nach
236 h (dritter Messpunkt von links). C: ODgoonm-Werte, D: pH der m drei
Cofermentationskulturen (C. jungdahlii und C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter
Standardabweichung, von B C. ljungdahlii, von BC. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten

Messung.



Experimente und Ergebnisse 97

Konzentrationen in allen drei Cofermentationskulturen zeigte zum ersten Mal im Rahmen
der Cofermentation bedeutende Abweichungen (Abbildung 37 D, E und F). Die
Ethanolkonzentration war am niedrigsten in der zuvor gezeigten Cofermentationskultur.
Die anderen Kulturen hatten im Vergleich dazu eine noch erhdhte Ethanolkonzentration
von 23,3 mM bzw. 16,4 mM bei Beendigung des Versuches. Butanol wurde in grofReren

Konzentrationen nur in der gezeigten Cofermentationskultur detektiert. In einer weiteren

30 30
25 25
S 20 S 20
£ £
= 15 = 15
2 2
& 10 & 10
& &
5
(]
0 200 400 600 800
B Zeit [h] E

Butanol [mM]

O R N WH UILO N 0
Butanol [mM]

O R N WHAUIO N O®

0 200 400 600 800
C Zeit [h] F
4,5
a a4
E 3,5 s
E 3 £ 3
= 25 S
g 2 € 2
5 15 b
T 1 T 1
0,5
0 0
0 200 400 600 800
Zeit [h]

Abbildung 37: A: Ethanol-, B: Butanol-, C: Hexanolkonzentrationen von A C. ljungdahlii und
C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified mit der Gasphase
Synthesegas, B C. ljungdahlii in Tanner-Medium , modified”“ mit der Gasphase Synthesegas.
Synthesegas wurde aufgefiillt nach 68, 236,402 und 576 h; Zugabe von C. kluyveri in die
Cofermentationskulturen erfolgte nach 236 h (dritter Messpunkt von links). D: Ethanol-, E:
Butanol-, F: Hexanolkonzentrationen der B drei Cofermentationskulturen (C. ljungdahlii und
C. kluyveri) - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von B C. ljungdahlii zum

Zeitpunkt der letzten Messung.
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Cofermentationskultur konnte noch eine Konzentration von 0,8 mM gemessen werden.
Hexanol konnte dagegen nur in der gezeigten Cofermentationskultur detektiert werden
(4,0 mM) und in keiner der zwei anderen Kulturen. Die weitere Auswertung zeigt nun den
Verlauf der Konzentrationen der Fettsduren Acetat, Butyrat und Capronat der

ausgewahlten Cofermentationskultur (Abbildung 38 A, B und C). Die Acetatkonzentration
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Abbildung 38: A: Acetat-, B: Butyrat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. ljungdahlii und
C. kluyveri (Cofermentationskultur) in Tanner-Medium ,modified mit der Gasphase
Synthesegas, B C. ljungdahlii in Tanner-Medium , modified“ mit der Gasphase Synthesegas,
® C. kluyveri in Tanner-Medium ,, modified“ 2 mit der Gasphase N,/CO,. Synthesegas wurde
aufgefiillt nach 68, 236, 402 und 576 h; Zugabe von C. kluyveri in die Cofermentationskulturen
erfolgte nach 236 h (dritter Messpunkt von links). D: Acetat, E: Butyrat-,
F: Capronatkonzentrationen der B drei Cofermentationskulturen (C. ljungdahlii und C. kluyveri)
- Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von m C. /jungdahlii, von m C. kluyveri

zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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der C. ljungdahlii-Kultur war mit einer Konzentration von 110,1 mM nach 714 h fast
doppelt so hoch wie in der Cofermentationskultur mit 58,4 mM. Butyrat wurde in der
C. ljungdahlii-Kultur nicht nachgewiesen. In der Cofermentationskultur konnte hingegen
Butyrat nachgewiesen werden. Produziert wurden 13,6 mM Butyrat gegen Ende des
Versuchs. Die Butyratproduktion begann 94 h nach der Zugabe von C. kluyveri. Neben
Butyrat wurde auch Capronat in der gezeigten Cofermentationskultur gebildet. Zum
letzten Messpunkt war eine Konzentration von 7,6 mM Capronat feststellbar, wahrend in
der C. ljungdahlii-Kultur kein Capronat nachzuweisen war. Die C. kluyveri-Kultur war
funktional, da von ihr sowohl Butyrat als auch Capronat gebildet wurde (27,5 mM Butyrat
und 40,1 mM Capronat). Der Vergleich aller Cofermentationskulturen untereinander
zeigte dieselben starken Abweichungen der Triplikate wie die Analysen zuvor (Abbildung
38 D, E und F). Acetat war zwar in allen Cofermentationskulturen nachweisbar, die
detektierten Konzentrationen unterschieden sich aber deutlich. Die ausgewahlte
Cofermentationskultur bildete, wie bereits gezeigt, 58,4 mM Acetat. Die anderen Kulturen
hatten im Vergleich dazu deutlich erhéhte Konzentrationen von 130,3 bzw. 127,2 mM
Acetat und waren damit so hoch wie in der Vergleichskultur von C. ljungdahlii. Butyrat

war nur in zwei von drei Kulturen nachweisbar. Davon einmal die gezeigte Konzentration
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Abbildung 39: B OD¢oonm, @ Ethanol-, Acetat-, ® Butyrat-, @ Butanol-, ® Hexanol-, und

B Capronatkonzentration der A: Cofermentationskultur, B: C. [jungdahlii-Kultur.
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von 13,6 mM der ausgewahlten Kultur und in einer weiteren Kultur eine Konzentration
von 3,3 mM am Ende des Versuches. Capronat konnte nur in einer der
Cofermentationskulturen nachgewiesen werden, in der gezeigten Konzentration von 7,6
mM nach 714 h. Die gemessenen Produktkonzentrationen der capronatproduzierenden
Cofermentationskultur sind zusammenfassend in Abbildung 39 gegen die ODsoonm

aufgetragen. Ebenfalls mit aufgefihrt ist die C. l[jungdahlii-Reinkultur.
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3.2.3.4 Zusammenfassung der sequentiellen Cofermentation ohne Wechsel der
Gasphase wahrend der Kultivierung
Die im Laufe dieser sequentiellen Cofermentationen (ohne Wechsel der Gasphase
wahrend der Kultivierung) maximal produzierten Konzentrationen an Butanol, Hexanol
und Capronat sind in Tabelle 10 zu sehen. Die sequentielle Cofermentation mit
C. autoethanogenum erbrachte die niedrigste Capronatkonzentration mit 0,9 mM. Wie in
3.2.3.1 dargestellt wurde diese Capronatproduktion nur bei der Zugabe von C. kluyveri
festgestellt. Butanol und Hexanol wurden in diesen Versuchen nicht nachgewiesen. Die
hochsten Konzentrationen an Butanol, Hexanol und Capronat wurden im Ansatz mit
C. carboxidivorans erzielt. Alle drei Substanzen wurden ebenfalls in den Versuchen mit
C. ljungdahlii produziert. Es ist hier aber anzumerken, dass diese Konzentrationen nur von

einer der drei Cofermentationskulturen produziert wurden (siehe 3.2.3.3).

Tabelle 10: Maximal gebildete Konzentrationen an Butanol, Hexanol und Capronat in den

sequentiellen Cofermentationen ohne Wechsel der Gasphase wahrend der Kultivierung

Butanol [mM] Hexanol [mM] Capronat [mM]
C. autoethanogenum 0 0 0,9
+ C. kluyveri
C. carboxidivorans + 6,0 3,9 10,5
C. kluyveri
C. ljungdahlii + 6,7 4,0 7,6

C. kluyveri
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3.2.4 Separate biphasische Fermentation

Die grundlegende Eigenschaft der bisher gezeigten Versuche war, dass sich in jeder
Cofermentation beide Stamme, also der acetogene Stamm und der C. kluyveri-Stamm,
sich gleichzeitig ab einem bestimmten Zeitpunkt der Kultivierung in den Kulturflaschen
befanden. Im Gegensatz dazu wurde nun eine Methodik angewandt, in der sich beide
Stamme zu keinem Zeitpunkt der Kultivierung gleichzeitig in den Kulturflaschen befanden.
Die Kultivierung erfolgte somit getrennt voneinander, im weiteren bezeichnet als separat.
Ein schematischer Uberblick des Versuchsaufbaus ist in Abbildung 40 dargestellt. Da in
bisherigen Versuchen keine zufriedenstellenden Resultate bei den Cofermentationen mit
C. autoethanogenum erzielt wurden, wurden mit diesem Stamm keine weiteren Versuche

durchgefihrt. Fir die separate biphasische Fermentation wurde mit der Kultivierung der

acetogener
Stamm C. kluyveri
l aufbereiteter l
2-3 Wochen - ‘ Uberstand
fﬂ, Kultivierung 3 als Medium Wechsel der
— “ Gasphase

auf N,/CO,
anaerobe Kulturflaschen Priparation in der
befiillt mit Syngas Anaerobenkammer

1 Woche
Kultivierung

gaschromatographische
Analyse

Abbildung 40: Schematische Darstellung einer separaten biphasischen Fermentation. Die
acetogene Kultur wurde zwei bis drei Wochen kultiviert und dann aus dieser ein Medium fiir
die anschlieBende Kultivierung von C. kluyveri prapariert. C. kluyveri wurde eine Woche in

diesem Medium kultiviert mit gaschromatographischer Analyse nach Beendigung.
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acetogenen Stamme in 1000-ml-Miller-Krempel-Flaschen befillt mit Synthesegas
begonnen. Diese Kulturen, im Weiteren auch immer wieder als acetogene Kultur
bezeichnet, wurden wie bisher bei 37 °C inkubiert, aber dieses Mal zuséatzlich unter
schiittelnden Bedingungen. Das Schiitteln von Kulturen wurde bisher vermieden, da wie
bereits zuvor beschrieben (2.5.2.3) verhindert werden sollte, dass Kohlenmonoxid durch
das Medium diffundiert. Da in diesen Kulturen aber zu keinem Zeitpunkt C. kluyveri
enthalten war, welcher negativ auf die Anwesenheit von Kohlenmonoxid reagiert
(Inhibition des Wachstums), wurden zur besseren Substratversorgung der acetogenen
Stamme die Kulturen geschittelt. Nach mehrwochiger Kultivierung wurde aus diesen
Kulturen, wie in 2.3.1.2 beschrieben, ein Néhrmedium flir C. kluyveri prapariert. C. kluyveri
wurde dann in diesem praparierten Medium unter der Verwendung von N»/CO; als
Gasphase kultiviert. In der folgenden Darstellung der Resultate dieser Versuche werden
immer zuerst die acetogenen Kulturen beschrieben und dann die Resultate, welche bei
der Kultivierung von C. kluyveriin dem Medium, welches aus diesen acetogenen Kulturen

prapariert wurde, erzielt wurden.

3.2.4.1 Separate biphasische Fermentation von C. carboxidivorans und C. kluyveri

Die erste separate biphasische Fermentation wurde mit C. carboxidivorans und C. kluyveri
durchgefiihrt. Die Resultate der Kultivierung der acetogenen Kulturen sind in 3.2.4.1.1
und die Resultate der Kultivierung von C. kluyveri in diesen ausgehend von acetogenen

Kulturen prapariertem Medium in 3.2.4.1.2 zu sehen.

3.2.4.1.1 Resultate der Kultivierung der acetogenen Kulturen

Fliir die separate biphasische Fermentation wurden zundchst vier 1000-ml-Miiller-
Krempel-Flaschen, welche 100 ml Tanner-Medium , modified” enthielten, mit einer
stationar gewachsenen C. carboxidivorans-Kultur inokuliert. Die Gasphase bestand aus
Synthesegas, welches erstmals nach drei Tagen und dann in einem siebentdgigen Zyklus
aufgefillt wurde. Aus drei von vier Kulturflaschen wurde jeweils ein Ndhrmedium
prapariert (2.3.1.2), welches dann zu einem spateren Zeitpunkt mit C. kluyveri inokuliert
werden sollte. Die vierte Kulturflasche diente als (spatere) Negativkontrolle bzw.
Sterilitdtskontrolle (im weiteren auch als Kontrollkultur bezeichnet). Aus dieser Kultur

wurde ebenfalls ein Ndhrmedium prapariert, aber dieses wurde im Folgeversuch nicht mit
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C. kluyveri inokuliert, sondern ohne Inokulation mitgefiihrt. Somit sollte Gberprift bzw.
kontrolliert werden, dass es zu keinem Wachstum in diesem Medium aufgrund von
eventuellen Rickstanden (vegetative Zellen oder Sporen) nach Prdparation kommen
konnte. Der Wachstumsparameter ODgoonm und der Verlauf des pH-Wertes Uiber die Zeit
einer ausgewahlten C. carboxidivorans-Kultur und der C. carboxidivorans-Kultur, welche
spater als Sterilitatskontrolle fungierte, sind in Abbildung 41 (A und B) zu sehen. Die
ausgewahlte C. carboxidivorans-Kultur und die Kontrollkultur zeigten bei beiden
Parametern dhnliche Endresultate. So erreichte die C. carboxidivorans-Kultur eine ODsoonm
von 1,54 und die Kontrollkultur eine ODsoonm Von 1,74 nach 549 h Inkubation. Auffallend
ist ein biphasisches Wachstum beider Kulturen. Zu Beginn des Wachstumsversuches stieg

die ODgoonm Nach 69 h auf ca. 0,45 bzw. 0,48 und verblieb zunachst bei diesen Werten bzw.
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Abbildung 41: A: Wachstum, B: pH von A C. carboxidivorans (acetogene Kultur) in Tanner-
Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas, W C. carboxidivorans (spatere
Negativkontrolle bzw. Sterilitatskontrolle) in Tanner-Medium , modified” mit der Gasphase
Synthesegas. Synthesegas wurde in allen Kulturen nach 69, 237 und 406 h aufgefiillt. C: ODsoonm-
Werte, D: pH der B drei C. carboxidivorans-Kulturen (acetogene Kulturen) - Mittelwert mit
eingezeichneter Standardabweichung, von B C. carboxidivorans (spatere Negativkontrolle bzw.

Sterilitatskontrolle) zum letzten Zeitpunkt der Messung.
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die ODgoonm fiel sogar wieder ab. Erst nach insgesamt 335 h Kultivierung stieg in beiden
Kulturen die ODeoonm wWieder deutlich an. Der pH-Wert beider Kulturen verblieb bis zu
einer Inkubationsdauer von 335 h bei 6,2 - 6,3 und fiel erst zeitgleich zum zweiten Anstieg
der ODggonm auf Endwerte von 5,0 (C. carboxidivorans-Kultur) bzw. 5,1 (Kontrollkultur). Im
Vergleich aller drei C. carboxidivorans-Kulturen sind deutliche Abweichungen im Bezug
auf die ODgoonm zuU sehen (Abbildung 41 C und D). Diese Abweichung kam zustande, da von
allen drei C. carboxidivorans-Kulturen sehr unterschiedliche ODsoonm-Werte am Ende des
Versuchs erreicht wurden. Wahrend in der ausgewdhlten C. carboxidivorans-Kultur eine
ODesoonm Von 1,54 vorlag, wurde von einer Kultur der Triplikate nur eine ODgoonm von 0,19
zum letzten Messpunkt erzielt. Die zweite Kultur lag mit einer ODgoonm Von 0,65 nach 549 h
zwischen diesen Werten. Die Abweichungen im Wachstumsverhalten spiegelten sich auch
in den pH-Werten wieder. Nur in der ausgewahlten Kultur fiel der pH-Wert auf 5,0,
wahrend in den anderen Kulturen dieser bei Werten von knapp (iber pH 6 verblieb. Die
reprasentativ gezeigte C. carboxidivorans-Kultur und die Kontrollkultur (ebenfalls eine
C. carboxidivorans-Kultur) hatten die gréRte Ahnlichkeit in Bezug auf ODgoonm und pH-
Wert. Die Darstellung der Stoffwechselparameter wird mit dem Verlauf der
Konzentrationen an Ethanol, Butanol und Hexanol (ber die Zeit der ausgewahlten
C. carboxidivorans- und Kontrollkultur begonnen (Abbildung 42 A, B und C). Bis zu einer
Inkubationsdauer von 335 h verliefen die Ethanolkonzentrationen identisch. Danach stieg
die Ethanolkonzentration in der C. carboxidivorans-Kultur auf einen Maximalwert von
43,1 mM an, um dann wieder auf 38,2 mM am Ende des Versuchs abzufallen. In der
Kontrollkultur war ebenfalls die hochste Ethanolkonzentration nach 335 h Kultivierung
mit einer Konzentration von 30,2 mM festzustellen, welche bis zum letzten Messpunkt
auf 24,0 mM abfiel. Butanol und Hexanol wurden als weitere Produkte bereits in der
C. carboxidivorans- und der Kontrollkultur detektiert. Die Produktion startete nach einer
Inkubationsdauer von 335 bzw. 406 h. Die C. carboxidivorans-Kultur produzierte 9,1 mM
Butanol und 2,7 mM Hexanol, wihrend die Kontrollkultur im Vergleich dazu 5,2 mM
Butanol und 1,2 mM Hexanol produzierte. Es ist anzumerken, dass die Konzentrationen
dieser beiden Substanzen sich noch im Anstieg befanden, als die Kultivierung beendet
wurde und somit moglicherweise noch héhere Konzentrationen moglich gewesen waren.

Die Konzentrationsabweichungen von Ethanol, Butanol und Hexanol innerhalb der drei
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C. carboxidivorans-Kulturen sind in Abbildung 42 (D, E und F) zu sehen. Wie zuvor gezeigt
konnten in der ausgewahlten C. carboxidivorans-Kultur am Ende des Versuches 38,2 mM
Ethanol bestimmt werden. Wahrend die zweite der drei Kulturen eine vergleichbare
Konzentration gebildet hatte (33,0 mM), produzierte eines der Triplikate eine mehr als

doppelt so hohe Konzentration an Ethanol in derselben Zeit (82,2 mM). Diese Kultur
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Abbildung 42: A: Ethanol-, B: Butanol-, C: Hexanolkonzentrationen von A C. carboxidivorans
(acetogene Kultur) in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
B C. carboxidivorans (spatere Negativkontrolle bzw. Sterilitatskontrolle) in Tanner-Medium
,modified”“ mit der Gasphase Synthesegas. Synthesegas wurde in allen Kulturen nach 69, 237
und 406 h aufgefiillt. D: Ethanol-, E: Butanol-, F: Hexanolkonzentrationen der m drei
C. carboxidivorans-Kulturen (acetogene Kulturen) - Mittelwert mit eingezeichneter
Standardabweichung, von B C. carboxidivorans (spatere Negativkontrolle bzw.

Sterilitatskontrolle) zum letzten Zeitpunkt der Messung.
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produzierte auch zusatzlich 4,0 mM Butanol, jedoch kein Hexanol. In der Kultur, in welcher
33,0 mM Ethanol gebildet wurde, konnte weder Butanol noch Hexanol detektiert werden.
Somit kam es bei diesen Parametern zu deutlichen Unterschieden zwischen den einzelnen

Kulturen. Die weitere Darstellung der Resultate zeigt nun den Verlauf der
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Abbildung 43: A: Acetat-, B: Butyrat-, C: Capronatkonzentrationen von A C. carboxidivorans
(acetogene Vorkultur) in Tanner-Medium ,modified” mit der Gasphase Synthesegas,
B C. carboxidivorans (spatere Negativkontrolle bzw. Sterilitatskontrolle) in Tanner-Medium
,modified”“ mit der Gasphase Synthesegas. Synthesegas wurde in allen Kulturen nach 69, 237
und 406 h aufgefiillt. D: Acetat-, E: Butyrat-, F: Capronatkonzentrationen der B drei
C. carboxidivorans-Kulturen (acetogene Kulturen) - Mittelwert mit eingezeichneter
Standardabweichung, von B C. carboxidivorans (spatere Negativkontrolle bzw.

Sterilitatskontrolle) zum letzten Zeitpunkt der Messung.
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Konzentrationen an Acetat, Butyrat und Capronat (iber die Zeit (Abbildung 43 A, B und C).
Hier ist ein ahnliches Bild wie bei der Produktion der zugehorigen Alkohole zu erkennen.
Die eigentliche Acetatproduktion begann in der C. carboxidivorans- und Kontrollkultur
erst nach 335 h Inkubation. Zuvor lagen zu keinem Zeitpunkt hohere Konzentrationen als
8 mM vor. Die ausgewahlte C. carboxidivorans-Kultur bildete bis zum Ende des Versuchs
78,4 mM, wahrend die Kontrollkultur 78,7 mM Acetat bildete. Butyrat und Capronat
wurden wie ihre entsprechenden Alkohole erst nach 406 h Kultivierung produziert. Der
Verlauf der Butyratkonzentration war in beiden Kulturen anndhernd identisch. Es wurden
in beiden Fillen 9,8 mM Butyrat zum letzten Messpunkt des Versuchs detektiert. Die
Konzentration an Capronat war in der C. carboxidivorans-Kultur mit 4,2 mM gegeniiber
der Kontrollkultur mit 3,1 mM erhdht. Der Vergleich der drei C. carboxidivorans-Kulturen
untereinander zeigte, wie bereits zuvor, deutliche Unterschiede (Abbildung 43 D, E und
F). In der gezeigten C. carboxidivorans-Kultur war die Acetatkonzentration mit einem
Wert von 78,4 mM am hochsten. In den beiden anderen Kulturen wurden im Gegensatz

dazu nur 7,5 mM und 6,1 mM produziert (mehr als Faktor zehn niedrigere
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Abbildung 44: ® ODsoonm, @ Ethanol-, Acetat-, ®m Butyrat-, = Butanol-, ® Hexanol-, und
B Capronatkonzentration der A: C. carboxidivorans-Kultur (acetogene  Kultur),

B: C. carboxidivorans-Kontrollkultur (spatere Negativkontrolle bzw. Sterilitdatskontrolle).
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Konzentrationen). Butyrat und Capronat wurden nur in der ausgewahlten Kultur gebildet
bzw. nachgewiesen, nicht aber in den restlichen zwei Kulturen. Die Capronatproduktion
der gezeigten Kultur und der Kontrollkultur war im Rahmen dieser Arbeit die erste
nachgewiesene Capronatproduktion von C. carboxidivorans, da dieses bei anderen
Kultivierungen bisher nie detektiert werden konnte. In Abbildung 44 werden alle
Stoffwechselparameter der C. carboxidivorans- und der Kontrollkultur zusammenfassend
aufgetragen gegen die ODeoonm gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass es beim zweiten
Anstieg der ODgoonm zur erhdhten Bildung von Acetat, Butyrat, Capronat, Butanol und
Hexanol kam.

3.2.4.1.2 Kultivierung von C. kluyveri in einem Medium prapariert aus einer

acetogenen Kultur (C. carboxidivorans)

Ausgehend von den acetogenen Kulturen 3.2.4.1.1. wurde ein Ndhrmedium fir die
Kultivierung von C. kluyveri prapariert. Es konnte pro acetogener Vorkultur 100 ml
prapariertes Medium erhalten werden, welches in 500-ml-Miller-Krempel-Flaschen
(Gasphase N2/CO3) uberfuhrt wurde. Diese wurden mit einer stationdren Kultur von
C. kluyveri inokuliert und unter nicht schittelnden Bedingungen inkubiert. Der zuvor als
Kontrollkultur bezeichnete Ansatz ist in dieser Kultivierung nun die Negativ- bzw.
Sterilitatskontrolle. Diese Kontrollflasche wurde ebenfalls inkubiert, aber nicht inokuliert.
Unter sterilen Bedingungen, besser gesagt bei einer sterilen Praparation des Mediums,
sollte es zu keinem Wachstum oder Stoffwechselaktivititen von oder durch
Mikroorganismen kommen. Die in diesem Versuch gezeigte reprasentativ gewahlte Kultur
wuchs in dem Medium, welches aus der repradsentativen Kultur in Kapitel 3.2.4.1.1
prapariert wurde. In Abbildung 45 (A und B) ist die ODgoonm und der Verlauf des pH-Wertes
Uber die Zeit zu sehen. Die ausgewahlte C. kluyveri-Kultur erreichte in dem praparierten
Medium eine ODeoonm vVon 0,23 (Messung der ODgoonm in diesem Versuch ,gegen Luft”;
siehe 2.6.1) nach einem zwischenzeitlichen Hochstwert von 0,35 nach 46 h Inkubation.
Die C. kluyveri-Kultur der Positivkontrolle erreichte eine ODgoonm von 0,32 zum Ende nach
einem Maximalwert von 0,64 nach 70 h. In der Negativ- bzw. Sterilitatskontrolle war kein
Anstieg der ODgoonm festzustellen. Die ODggonm vVerblieb nahezu unverandert bei 0,13 Gber
die Dauer der Inkubation. Die pH-Werte verblieben in allen Kulturen auf ihren

Ausgangswerten. Somit blieb der pH-Wert der C. kluyveri-Kultur in prapariertem Medium
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bei 6,6, der pH-Wert der Sterilitatskontrolle bei 6,7 und der pH-Wert der Positivkontrolle
bei 6,0. Im Vergleich aller Kultivierungen von C. kluyveri in prdpariertem Medium
untereinander und in Bezug zur Positiv- und Negativkontrolle zeigten sich sehr geringe
Abweichungen (Abbildung 45 C und D). Somit lag in allen drei C. kluyveri-Kulturen die
ODsoonm bei ca. 0,2 und die pH-Werte in allen drei Kulturen bei ca. 6,6. Fir die Auswertung
der Stoffwechselprodukte wurden zunachst die fir die Kultivierung von C. kluyveri
bendtigten Substrate Ethanol und Acetat betrachtet. In Abbildung 46 (A und B) sind die
entsprechenden Konzentrationen der ausgewahlten Kultur und der Sterilitatskontrolle zu
sehen. Die anfangliche Ethanolkonzentration der C. kluyveri-Kultur lag bei 26,2 mM.
Ethanol wurde innerhalb von 70 h komplett aufgebraucht und war somit nach diesem

Zeitraum nicht mehr nachweisbar. Acetat wurde in dieser C. kluyveri-Kultur zwar nicht
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C. carboxidivorans-Kultur mit der Gasphase N,/CO,, B nicht inokuliertes pripariertes Medium
(Sterilitatskontrolle) mit der Gasphase N,/CO,, ® C. kluyveri in Tanner-Medium , modified” 2
mit der Gasphase N»/CO,. C: ODgoonm-Werte, D: pH der ®m drei Kultivierungen von C. kluyveri in
einem Medium prapariert aus C. carboxidivorans-Kulturen - Mittelwert mit eingezeichneter
Standardabweichung, von B nicht inokuliertem prapariertem Medium (Sterilitatskontrolle),

von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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komplett aufgebraucht, aber es kam ebenfalls zu einem Absinken der Konzentration von
anfangs 41,4 mM auf eine Konzentration von 29,0 mM. Diese Konzentration blieb bis zum
Ende unverdndert. In der Sterilitatskontrolle war keine Ab- oder Zunahme der
Konzentration von Ethanol oder Acetat festzustellen. Die Konzentrationen an Ethanol und
Acetat zeigten bei Beendigung des Wachstumsversuchs bei der Kultivierung von
C. kluyveri im praparierten Medium grofRere Abweichungen (Abbildung 46 C und D).
Ethanol wurde nur in der zuvor gezeigten Kultur vollstandig verbraucht. In den zwei
anderen Kulturen waren bei Beendigung der Kultivierung zum einem noch 10,3 mM
(Konzentration bei Versuchsbeginn: 23,0 mM) und zum anderen noch 37,0 mM
(Konzentration bei Versuchsbeginn: 58,1 mM) Ethanol vorhanden. In allen Kulturen
wurde Ethanol verbraucht, aber in zwei von drei Kulturen nicht vollstindig. Wie in
3.2.4.1.1 gezeigt, wurden in zwei von drei C. carboxidivorans-Kulturen nur etwa 6 - 7 mM

Acetat gebildet. Somit war auch in diesen Kulturen weniger Acetat als Substrat fir
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Abbildung 46: A: Ethanol-, B: Acetatkonzentrationen von A C. kluyveri in einem Medium
prapariert aus einer C. carboxidivorans-Kultur mit der Gasphase N»/CO,, B nicht inokuliertes
pripariertes Medium (Sterilititskontrolle) mit der Gasphase N,/CO,. C: Ethanol-,
D: Acetatkonzentrationen der m drei Kultivierungen von C. kluyveriin einem Medium prapariert
aus C. carboxidivorans-Kulturen - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung zum

Zeitpunkt der letzten Messung.
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C. kluyveri vorhanden. Die Acetatkonzentrationen dieser beiden Kulturen fielen auf
Endwerte von ca. 1 mM, wahrend in der gezeigten ausgewahlten Kultur die Konzentration
zum Ende des Versuchs bei 28,6 mM lag (Konzentration bei Versuchsbeginn: 41,4 mM).
Es wurden zwar hohe Abweichungen bei den letzten Messpunkten des Versuchs
festgestellt, jedoch konnte in allen Ansatzen eine Abnahme der Substrate Ethanol und
Acetat festgestellt werden. Nach der Darstellung der Substratkonzentrationen folgt nun
die Betrachtung der Produktkonzentrationen der ausgewahlten C. kluyveri-Kultur und der
Kontrollkulturen (Abbildung 47 A und B). In der ausgewahlten C. kluyveri-Kultur wurden
16,7 mM Butyrat nach 260 h nachgewiesen. Es ist aber zu beachten, dass bereits zu Beginn
der Kultivierung 7,0 mM Butyrat in der Kulturflasche vorhanden waren, welche ausgehend

von der C. carboxidivorans-Kultur produziert wurden. Diese reprasentative Kultur
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Abbildung 47: A: Butyrat-, B: Capronatkonzentrationen von A C. kluyveri in einem Medium
prapariert aus einer C. carboxidivorans-Kultur mit der Gasphase N»/CO,, ® nicht inokuliertes
prapariertes Medium (Sterilitidtskontrolle) mit der Gasphase N»/CO,, , ® C. kluyveri in Tanner-
Medium ,,modified” 2 mit der Gasphase N,/CO,. C: Butyrat-, D: Capronatkonzentrationen der
E drei Kultivierungen von C. kluyveri in einem Medium prépariert aus C. carboxidivorans-
Kulturen - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von m C. kluyveri zum

Zeitpunkt der letzten Messung.
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produzierte auch 15,1 mM Capronat im selben Zeitraum. Auch hier befanden sich bereits
2,5 mM Capronat zu Beginn des Versuchs im Nahrmedium, welches zuvor von der
C. carboxidivorans-Kultur gebildet wurde. Die Positivkontrolle zeigte durch die
nachgewiesene Produktion von Butyrat und Capronat die Funktionalitat der verwendeten
C. kluyveri-Kultur. In der Steriltdtskontrolle konnte keine Veranderung der Butyrat- und
Capronatkonzentration Uber die Zeit festgestellt werden. Im Vergleich der drei
Kultivierungen von C. kluyveriin Medium prapariert aus acetogenen Kulturen zeigten sich
zwar Abweichungen, jedoch sind in allen Kulturen klare Tendenzen zu erkennen
(Abbildung 47 C und D). Butyrat wurde, wie bereits zuvor dargestellt, in einer
Konzentration von 16,7 mM in der ausgewdhlten Kultur zum Ende des Versuchs
nachgewiesen. In den zwei verbliebenen Kulturen wurde ebenfalls Butyrat gebildet,
jedoch deutlich weniger mit Konzentrationen von 2,4 mM und 2,5 mM. Hochste Relevanz
in diesem Versuch hatte jedoch die Feststellung, dass in allen Ansatzen der Kultivierung
von C. kluyveri in Medium prapariert aus acetogenen Kulturen eine Produktion von
Capronat festgestellt werden konnte. Neben den gezeigten 15,1 mM der reprasentativen
Kultur wurden auch 10,7 mM bzw. 9,0 mM Capronat in den restlichen zwei Kulturen des
Triplikats detektiert (Capronat zu Beginn der Inkubation nicht in den Kulturen
nachweisbar). Analysiert wurden in allen Kulturen auch die Butanol- und
Hexanolkonzentrationen. In keiner dieser Kulturen konnte eine Verdnderung der
entsprechenden Konzentrationen und somit auch keine Produktion festgestellt werden.
Daher wurde dieser Verlauf nicht als Grafik dargestellt. In Abbildung 48 sind die
Stoffwechselparameter der ausgewahlten C. kluyveri-Kultur zu sehen, welche in
prapariertem Medium kultiviert wurde, aufgetragen gegen die ODeoonm. Es ist ersichtlich,

dass der Substratverbrauch und die Produktbildung bereits nach 79 h abgeschlossen
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Abbildung 48: B ODgoonm, ® Ethanol-, A Acetat-, m Butyrat-, und = Capronatkonzentration der

C. kluyveri-Kultur kultiviert in Medium prapariert aus einer C. carboxidivorans-Kultur.
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waren. Es wurde kein weiteres Ethanol bzw. Acetat mehr verbraucht und Butyrat und

Capronat haben zu diesem Zeitpunkt schon fast ihre Maximalkonzentrationen erreicht.

3.2.4.2 Separate biphasische Fermentation von C. ljungdahlii und C. kluyveri

Die zweite separate biphasische Fermentation wurde mit C. ljungdahlii und C. kluyveri
durchgefiihrt. Die Resultate der Kultivierung der acetogenen Vorkulturen sind in Kapitel
3.2.4.2.1 und die Resultate der Kultivierung von C. kluyveri in Medium prapariert aus
diesen acetogenen Kulturen sind in Kapitel 3.2.4.2.2 zu sehen.

3.2.4.2.1 Resultate der Kultivierung der acetogenen Kulturen

Die separate biphasische Fermentation wurde begonnen, indem zuerst die acetogenen
Kulturen, in diesem Falle die C. ljungdahlii-Kulturen, inokuliert und inkubiert wurden. Die

Inkubationsbedingungen waren identisch zur Kultivierung der acetogenen Kulturen in der
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Abbildung 49: A: Wachstum, B: pH von A C. ljungdahlii (acetogene Kultur) in Tanner-Medium
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,modified” mit der Gasphase Synthesegas, B C. ljungdahlii (spitere Negativkontrolle bzw.
Sterilitatskontrolle) in Tanner-Medium ,,modified” mit der Gasphase Synthesegas. Synthesegas
wurde in allen Kulturen nach 70, 236, 404 und 573 h aufgefiillt. C: ODgoonm-Werte, D: pH der
B drei C. ljungdahlii-Kulturen (acetogene Kulturen) - Mittelwert mit eingezeichneter
Standardabweichung, von B C. ljungdahlii (spatere Negativkontrolle bzw. Sterilitdtskontrolle)

zum letzten Zeitpunkt der Messung.
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zuvor gezeigten separaten biphasischen Fermentation (3.2.4.1.1). In Abbildung 49 (A und
B) sind der Verlauf der ODsoonm-Werte und der pH-Werte dieser Kultivierung zu sehen.
Dargestellt sind zwei Kulturen von C. ljungdahlii. Die erste stellt eine reprasentativ
gewahlte Kultur (von dreien) dar, aus der im Anschluss, wie im Versuch zuvor, das Medium
fir C. kluyveri prapariert wurde, und die zweite Kultur diente als Negativ- bzw.
Sterilitatskontrolle im Folgeversuch. Zwischen diesen beiden Kulturen konnten beziiglich
der ODsoonm-Werte und der pH-Werte keine Unterschiede festgestellt werden. Beide
Parameter hatten einen fast identischen Verlauf und gleiche Endwerte. So wurden nach
670 h Inkubation in der ausgewahlten C. ljungdahlii-Kultur eine ODgoonm vVon 1,45 und in
der Negativkontrolle eine ODsoonm von 1,67 gemessen. Die pH-Werte beider Kulturen

fielen im Laufe der Inkubation auf einen Wert von 4,6 nach einem Anfangswert von 6,1.
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Abbildung 50: A: Ethanol-, B: Acetatkonzentrationen von A C. ljungdahlii (acetogene Kultur) in
Tanner-Medium ,modified“ mit der Gasphase Synthesegas, B C. [jungdahlii (spatere
Negativkontrolle bzw. Sterilitatskontrolle) in Tanner-Medium , modified” mit der Gasphase
Synthesegas. Synthesegas wurde in allen Kulturen nach 70, 236, 404 und 573 h aufgefiillt.
C: Ethanol-, D: Acetatkonzentrationen der B drei C. /jungdahlii-Kulturen (acetogene Kulturen) -
Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von ®C. ljungdahlii (spatere

Negativkontrolle bzw. Sterilitatskontrolle) zum letzten Zeitpunkt der Messung.
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Alle drei acetogenen Kulturen zeigten &dhnliche Resultate am Ende des Versuchs
(Abbildung 49 C und D) und auch dhnliche Resultate im Vergleich zur Kontrollkultur. Eine
der acetogenen Kulturen hatte eine zur ausgewahlten Kultur erhdhte ODgoonm von 1,77
und eine weitere Kultur eine leicht niedrigere ODeoonm von 1,45. Die pH-Werte aller
Kulturen erreichten einen Wert von 4,6 zum letzten Messpunkt. In der Auswertung der
Stoffwechselprodukte sind nur die Ethanol- und Acetatkonzentrationen dargestellt
(Abbildung 50 A und B), da nur diese Substanzen detektiert werden konnten. Die
ausgewahlte C. ljungdahlii-Kultur erreichte Gber die komplette Inkubationsdauer eine
hohere Ethanolkonzentration (25,1 mM) als die Kontrollkultur (19,8 mM). In beiden
Kulturen begann die Ethanolproduktion nach 70 h Inkubation. Die Acetatkonzentrationen
beider Kulturen waren mit 147,8 mM in der ausgewahlten C. ljungdahlii-Kultur
vergleichbar hoch wie in der Kontrollkultur mit 159,12 mM Acetat. Der Anstieg der
Acetatkonzentration begann, wie im Falle der Ethanolproduktion, nach 70 h Inkubation.
Die Abweichungen der Ethanol- und Acetatkonzentrationen aller drei acetogener
Kulturen sind in Abbildung 50 (C und D) zu sehen. Es wurde in keiner der acetogenen
Kulturen deutlich mehr oder weniger Ethanol gebildet als in der Kontrollkultur
(Ethanolkonzentrationen der nicht gezeigten Kulturen 21,2 mM und 18,4 mM). Das

gleiche Bild zeigt sich bei den Acetatkonzentrationen, welche sich mit Werten von 148 —
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Abbildung 51: B ODesoonm, @ Ethanol-, A Acetatkonzentrationen der A: C. ljungdahlii-Kultur
(acetogene Kultur), B: C. ljungdahlii-Kontrollkultur (spdtere Negativkontrolle bzw.

Sterilitatskontrolle)
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161 mM nahe der Konzentration befanden, welche auch bei der Kontrollkultur detektiert
wurde. In Abbildung 51 werden zusammenfassend und fiir einen besseren Uberblick die
von der reprasentativen C. ljungdahlii-Kultur produzierten Konzentrationen an Ethanol
und Acetat gegenliber der ODgoonm aufgetragen. Es ist deutlich zu erkennen, dass in der
exponentiellen Wachstumsphase, welche zwischen einer Inkubationsdauer von 70 bis
164 h zu finden ist, auch der GroRteil der Ethanol- und Acetatproduktion stattfand. Nach
164 h waren bereits die maximalen Konzentrationen an Ethanol und Acetat erreicht und

die ODsoonm Stagnierte (stationdre Phase).

3.2.4.2.2 Kultivierungvon C. kluyveriin Medium prapariert aus einer acetogenen Kultur
(C. ljungdahlii)
Ausgehend von den acetogenen Kulturen (3.2.4.2.1) wurde ein Nahrmedium fiir die
Kultivierung von C. kluyveri prapariert. Der modus operandi war identisch wie im
Abschnitt 3.2.4.1.2 beschrieben. Die in diesem Versuch gezeigte reprasentativ gewahlte
Kultur wuchs in dem Medium, welches aus der reprasentativen Kultur aus Kapitel
3.2.4.2.1 prapariert wurde. In Abbildung 52 (A und B) ist der Verlauf der ODgoonm-Werte
und der pH-Werte der ausgewahlten C. kluyveri-Kultur, der Positiv- und Negativkontrolle
(nicht inokuliertes prapariertes Medium) Uber die Zeit zu sehen. Die ausgewadhlte
C. kluyveri-Kultur erreichte nach 70 h Inkubation eine maximale ODgoonm von 0,26
(Messung gegen Luft). Gegen Ende des Versuchs fiel die ODgoonm auf 0,15. Die
Positivkontrolle hatte ebenfalls ihren maximalen Wert nach 70 h Inkubation mit einer
ODsoonm Von 0,64 erreicht, welcher dann auf einen finalen Wert von 0,32 abfiel. In der
Negativkontrolle konnte kein Wachstum festgestellt werden, da die ODgoonm VOn Anfang
bis Ende des Versuches bei einem Wert von 0,09 verblieb. Der Verlauf der pH-Werte zeigte
in keiner der drei Kulturen eine deutliche Verdnderung oder Tendenz. Der pH-Wert der
Positivkontrolle stagnierte konstant bei ca. 6 und der pH-Wert der Negativkontrolle und
der pH-Wert der ausgewahlten C. kluyveri-Kultur stagnierten bei ca. 6,6. Die finalen
ODesoonm und pH-Werte aller drei Kultivierungen von C. kluyveri in prapariertem Medium
verliefen sehr dhnlich (Abbildung 52 C und D). In allen drei Kulturen lag die ODgoonm Nach
260 h bei ca. 0,15 und die pH-Werte verblieben in allen drei Kulturen bis zum Ende des

Versuches bei ca. 6,5. Abbildung 53 (A und B) zeigt den Verlauf der Stoffwechselparameter
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beginnend mit dem Verlauf der Substratkonzentration von Ethanol und Acetat (iber die
Dauer der Inkubation. In der ausgewahlten C. kluyveri-Kultur war zu Beginn des Versuches
Ethanol in einer Konzentration von 15,8 mM festzustellen, welches bereits nach 70 h
komplett verbraucht wurde. In der Negativkontrolle verblieb die Ethanolkonzentration
bei ca. 11 mM Uber die komplette Inkubationsdauer. Der Anfangswert der
Acetatkonzentration in der ausgewahlten C. kluyveri-Kultur lag bei 80,7 mM. Diese
Konzentration fiel, ahnlich wie die Ethanolkonzentration, innerhalb von 92 h auf eine
Konzentration von 65,7 mM und verblieb bis zum Versuchsende bei diesem Wert. In der
Negativkontrolle war keine bedeutende Anderung der Acetatkonzentration zu sehen. Die
Konzentration verblieb bei einem Wert um ca. 80 mM. Die finalen Acetatkonzentrationen
aller drei C. kluyveri-Kulturen und deren Abweichung sind in Abbildung 53 (C) zu erkennen.

In den zwei nicht dargestellten C. kluyveri-Kulturen wurden zum letzten Messpunkt mit
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Abbildung 52: A: Wachstum, B: pH von A C. kluyveri in einem Medium prapariert aus einer
C. ljungdahlii-Kultur mit der Gasphase N,/CO,, W nicht inokuliertes pripariertes Medium
(Sterilitatskontrolle) mit der Gasphase N,/CO,, ® C. kluyveri in Tanner-Medium ,, modified” 2
mit der Gasphase N,/CO;. C: ODgoonm-Werte, D: pH der B drei Kultivierungen von C. kluyveri in
einem Medium prapariert aus C. ljungdahlii-Kulturen - Mittelwert mit eingezeichneter
Standardabweichung, von B nicht inokuliertem prapariertem Medium (Sterilitatskontrolle),

von B C. kluyveri zum Zeitpunkt der letzten Messung.
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zum einen 71,4 mM (Konzentration zu Beginn des Versuches: 78,6 mM) bzw. 71,9 mM
(Konzentration zu Beginn des Versuches: 83,7 mM) vergleichbare Werte detektiert.
Ethanol wurde in beiden nicht dargestellten sowie in der gezeigten C. kluyveri-Kultur nach
46 bzw. 70 h komplett verbraucht. Die Anfangskonzentrationen von Ethanol lagen in
diesen Kulturen zum einen bei 11,5 mM bzw. bei 14,0 mM. In der weiteren Darstellung
der Resultate wird nun der Fokus auf die Auswertung der Produktkonzentrationen an
Butyrat und Capronat der ausgewahlten C. kluyveri-Kultur sowie der Positiv- als auch
Negativkontrolle Gber die Versuchsdauer gelegt (Abbildung 54 A und B). Innerhalb von 70
h wurden in der ausgewahlten C. kluyveri-Kultur 14,2 mM Butyrat gebildet. Diese
Konzentration blieb bis zur Beendigung des Versuches nahezu unverdndert. In der
Negativkontrolle konnte keine Bildung von Butyrat detektiert werden. Es wurde in diesem

Ansatz generell kein Butyrat nachgewiesen, da bereits in der acetogenen C. ljungdahlii-
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Abbildung 53: A: Ethanol-, B: Acetatkonzentrationen von A C. kluyveri in einem Medium
prapariert aus einer C. ljungdahlii-Kultur mit der Gasphase N,/CO,, ® nicht inokuliertes
prapariertes Medium (Sterilitdtskontrolle) mit der Gasphase N»/CO,. C: Acetatkonzentrationen
der ® drei Kultivierungen von C. kluyveri in einem Medium prapariert aus C. ljungdahlii-
Kulturen - Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung zum Zeitpunkt der letzten

Messung.
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Kultur, welcher diese Negativkontrolle entspringt, kein Butyrat nachgewiesen werden
konnte. Analog zur Butyratproduktion wurde auch im gleichen Zeitraum Capronat in der
ausgewahlten C. kluyveri-Kultur gebildet. Erzielt wurde eine Konzentration von 3,4 mM
nach 70 h Inkubation. Diese Konzentration verblieb bis zum Ende des Versuches nahezu
unverandert. In der Positivkontrolle konnte sowohl eine Butyrat- als auch eine
Capronatproduktion detektiert werden. Der Nachweis der Funktionalitat der genutzten
C. kluyveri-Kultur ist somit erbracht. Produziert wurden 8,3 mM Butyrat und 30,2 mM
Capronat. Es wurden in allen drei C. kluyveri-Kulturen vergleichbare Konzentrationen an
Butyrat und Capronat bei Beendigung des Versuches (Abbildung 54 C und D) detektiert.
In den nicht gezeigten C. kluyveri-Kulturen wurden zum einen 14,7 mM und 10,2 mM

Butyrat am Ende des Experimentes detektiert. Capronat wurde in allen drei C. kluyveri-
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Abbildung 54: A: Butyrat-, B: Capronatkonzentrationen von A C. kluyveri in einem Medium
prapariert aus einer C. ljungdahlii-Kultur mit der Gasphase N,/CO,, ®m nicht inokuliertes
prapariertes Medium (Sterilitidtskontrolle) mit der Gasphase N»/CO,, , ® C. kluyveri in Tanner-
Medium , modified” 2 mit der Gasphase N,/CO,. C: Butyrat-, D: Capronatkonzentrationen der
B drei Kultivierungen von C. kluyveri in einem Medium prapariert aus C. l[jungdahlii-Kulturen -
Mittelwert mit eingezeichneter Standardabweichung, von ® C. kluyveri zum Zeitpunkt der

letzten Messung.
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Kulturen nachgewiesen. Es wurden in den zwei nicht gezeigten Kulturen mit 1,9 mM und
2,3 mM etwas niedrigere Konzentrationen als in der gezeigten Kultur produziert. In
Abbildung 55 sind die Resultate der gewdhlten Kultivierung von C. kluyveri in Medium
prapariert aus einer C. ljungdahlii-Kultur zusammengefasst. Es ist ersichtlich, dass nach
70-92 h Kultivierung der Verbrauch der Substrate (Ethanol und Acetat) sowie die Bildung
der Produkte (Butyrat und Capronat) abgeschlossen waren, genauso wie das Wachstum

(ODsoonm).
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Abbildung 55: B ODgoonm, @ Ethanol-, A Acetat-, m Butyrat und = Capronatkonzentration der

C. kluyveri-Kultur kultiviert in einem Medium prapariert aus einer C. ljungdahlii-Kultur.
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3.2.4.3 Zusammenfassung der separaten biphasischen Fermentation

Die im Laufe dieser separaten biphasischen Fermentationen maximal produzierten
Konzentrationen an Butanol, Hexanol und Capronat sind in Tabelle 11 zu sehen. Die
Fermentation von C. kluyveri in einem Medium, welches aus einer C. carboxidivorans-
Kultur prapariert wurden, erbrachte die hochste Capronatkonzentration (15,1 mM), die
mittels einer Cofermentation in dieser Arbeit erzielt wurden. In allen durchgefiihrten
Kultivierungen der separaten biphasischen Fermentationen (sechs Kulturen insgesamt;

pro Fermentation drei) konnte eine Capronatproduktion erzielt werden.

Tabelle 11: Maximal gebildete Konzentrationen an Butanol, Hexanol und Capronat in den

separaten biphasischen Fermentationen

Butanol [mM] Hexanol [mM] Capronat [mM]
C. kluyveri in
Medium prapariert
aus 6,1 1,8 15,1
C. carboxidivorans-
Kulturen

C. kluyveri in
Medium prapariert 0 0 3,7
aus C. ljungdahlii-
Kulturen
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3.3 Untersuchung des Einflusses verschiedener Substratkonzentrationen auf
das Wachstum und das Produktspektrum von C. kluyveri
Mittels der in dieser Arbeit gezeigten (Co-)Fermentationen war es in einigen Versuchen
moglich, Capronat durch die Nutzung von C. kluyveri ausgehend von Synthesegas zu
produzieren. In jeder der (Co-)Fermentationen standen C. kluyveri unterschiedliche
Substratkonzentrationen an Ethanol und Acetat zur Verfiigung, um daraus Capronat zu
bilden. Diese Substratkonzentrationen waren von den eingesetzten acetogenen
Stammen, welche die Substrate fiir C. kluyveri bilden sollten, abhangig. Die zur Verfliigung
stehenden Substratkonzentrationen konnten sehr unterschiedlich sein und vor allem
stellte sich dabei die Frage, welche Capronatkonzentrationen daraus im Idealfall
Uberhaupt gebildet werden konnen. Es wurden verschiedene Ethanol- und
Acetatkonzentrationen und damit auch verschiedene Ethanol/Acetat-Quotienten fir eine
Kultivierung von C. kluyveri ausgewahlt. Die ausgewdhlten Konzentrationen und
Quotienten orientierten sich an Konzentrationen, welche in Kultivierungen von
C. carboxidivorans und C. ljungdahlii (Synthesegas als Kohlenstoffquelle) zu bestimmten
Zeitpunkten der stationdren Wachstumsphasen detektiert wurden. Die Konzentrationen,
die ausgewdhlt wurden, lagen bei 50 mM Ethanol/100 mM Acetat, 100 mM
Ethanol/40 mM Acetat, 15 mM Ethanol/70 mM Acetat und 25 mM Ethanol/10 mM

Acetat. Diese Konzentrationen wurden in einer Dreifachbestimmung getestet. Die
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Abbildung 56: A: Wachstum von C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit der Gasphase
Synthesegas sowie ®m 50 mM Ethanol/100 mM Acetat; ® 100 mM Ethanol/40 mM Acetat;
15 mM Ethanol/70 mM Acetat; m 25 mM Ethanol und 10 mM Acetat; ® 250 mM Ethanol/50
mM Acetat (Positivkontrolle) und ® keine Zugabe von Ethanol und Acetat (Negativkontrolle)
B: ODgoonm der zugehorigen Triplikate zum Zeitpunkt der letzten Messung — Mittelwerte mit

eingezeichneter Standardabweichung.
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Kultivierung erfolgte in 50 ml Tanner-Medium ,,modified” 2 in 125-ml-Miller-Krempel-
Flaschen bei 37 °C unter nicht schiittelnden Bedingungen. Es wurden zwei zeitlich
voneinander getrennte Versuche durchgefiihrt. Daher sind in der Darstellung der
Ergebnisse auch unterschiedliche Zeitpunkte der Messungen zu sehen. Zum Vergleich
wurde eine Positivkontrolle mitgefihrt, deren Medium 250 mM Ethanol und 50 mM
Acetat enthielt und eine Negativkontrolle, der kein Ethanol und Acetat zugefligt wurde.
In Abbildung 56 (A) sind die Verldufe der ODsoonm Uber die Zeit dieser unterschiedlichen
Kultivierungen von C. kluyveri zu sehen. In absteigender Reihenfolge konnten folgende
maximalen ODgoonm Von den jeweiligen ausgewdahlten Kulturen erzielt werden: Kultur mit
100 mM Ethanol/40 mM Acetat — maximale ODgoonm-Werte von 0,43 nach 74 h; Kultur mit
250 mM Ethanol/50 mM Acetat (Positivkontrolle) — maximale ODgoonm 0,26 nach 143 h;
Kultur mit 50 mM Ethanol/100 mM Acetat — maximale ODgoonm Von 0,20 nach 96 h; Kultur
mit 25 mM Ethanol/10 mM Acetat — maximale ODgoonm vVon 0,16 nach 71 h; Kultur mit 15
mM Ethanol/70 mM Acetat — maximale ODeoonm von 0,10 nach 71 h und Kultur ohne
Zugabe von Ethanol und Acetat (Negativkontrolle) — maximale ODgoonm von 0,04 nach 71
h Inkubation. In allen Kulturen war festzustellen, dass die ODgoonm Nach dem Erreichen
ihrer Maximalwerte wieder absank und sich dann auf niedrigerem Niveau stabilisierte. Im
Vergleich der jeweiligen Triplikate zum Zeitpunkt des Versuchsendes (Abbildung 56 B) ist
zu sehen, dass sich fast dieselbe Situation ergab wie im Fall der gewahlten Reinkulturen.
Einziger Unterschied war, dass die Positivkontrolle bei Versuchsende eine hohere ODgoonm
hatte als die Kultur mit 100 mM Ethanol und 40 mM Acetat. Es lasst sich sonst dieselbe
absteigende Reihenfolge der maximalen ODeoonm-Werte wie zuvor erkennen. Deutlich
erkennbar ist, dass die Kultur mit 15 mM Ethanol/70 mM Acetat und die Negativkontrolle
mit Abstand die geringsten ODesoonm-Werte erreichten. In Abbildung 57 (A und B) ist der
Verlauf der Substrate Ethanol und Acetat liber die komplette Versuchsdauer der
reprasentativen Kulturen zu sehen. In der Positivkontrolle fiel die Ethanolkonzentration
von anfanglich 266,6 mM auf 156 mM zum letzten Messpunkt. In der Kultur, welcher
100 mM Ethanol und 40 mM Acetat zugefiigt wurden, fiel die Ethanolkonzentration von
anfanglich 103,1 mM auf 19,0 mM. In den restlichen Kulturen wurde Ethanol komplett bis
zur Beendigung der Inkubation aufgebraucht. In der Negativkontrolle wurde trotz keiner

direkten Zugabe von Ethanol eine Konzentration von 1,6 mM detektiert, welche bis zum
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Ende des Versuches nahezu unverandert blieb. Auch die Acetatkonzentrationen sanken
in allen ausgewahlten Kulturen. In der Kultur eingestellt auf 50 mM Ethanol und 100 mM
Acetat sank die Acetatkonzentration von am Anfang detektierten 93,7 mM auf 64,7 mM;
in der Kultur eingestellt auf 15 mM Ethanol und 70 mM Acetat von am Anfang
detektierten 66,3 mM auf 52,0 mM; in der Positivkontrolle von am Anfang detektierten
55,6 mM auf 14,3 mM; in der Kultur eingestellt auf 100 mM Ethanol und 40 mM Acetat
von am Anfang detektierten 48,2 mM auf 12,2 mM und in der Kultur eingestellt auf 25 mM
Ethanol und 10 mM Acetat von am Anfang detektierten 9,3 mM auf 1,7 mM zum Ende
des Versuches. In der Negativkontrolle konnte zu keinem Zeitpunkt Acetat detektiert
werden. Mit Blick auf die Endkonzentrationen aller Triplikate ist zu sehen, dass sich die
jeweiligen Substratkonzentrationen an Ethanol und Acetat am Ende des Versuches

teilweise deutlich unterschieden (Abbildung 57 C und D). Je hoher die gewahlten
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Abbildung 57: A: Ethanol-, B: Acetatkonzentrationen von C. kluyveri in Tanner-Medium
,modified” 2 mit der Gasphase Synthesegas sowie 8 50 mM Ethanol/100 mM Acetat; m 100 mM
Ethanol/40 mM Acetat; ®m 15 mM Ethanol/70 mM Acetat; ® 25 mM Ethanol und 10 mM Acetat;

250 mM Ethanol/50 mM Acetat (Positivkontrolle) und m keine Zugabe von Ethanol und Acetat
(Negativkontrolle). C: Ethanol-, D: Acetatkonzentrationen der zugehdrigen Triplikate zum

Zeitpunkt der letzten Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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Substratkonzentrationen waren, desto hoher konnten auch die Abweichungen ausfallen.
Die Hohe der Endkonzentrationen selbst waren von den gewahlten
Substratkonzentrationen abhédngig. In der weiteren Resultatdarstellung sind nun die
produzierten Butyrat- und Capronatkonzentrationen der reprasentativ gewahlten
Kulturen zu sehen (Abbildung 58 A und B). Im Falle von Butyrat ergaben sich folgende
Produktkonzentrationen (angeordnet von der hochsten zur niedrigsten Konzentration): in
der Kultur mit 50 mM Ethanol und 100 mM Acetat wurden 27,9 mM Butyrat, in der
Positivkontrolle wurden 18,5 mM Butyrat, in der Kultur mit 100 mM Ethanol und 40 mM
Acetat wurden 15,7 mM Butyrat, in der Kultur mit 15 mM Ethanol und 70 mM Acetat
wurden 10,2 mM Butyrat und in der Kultur mit 25 mM Ethanol und 10 mM Acetat wurden
2,3 mM am Ende des Versuches detektiert. In der Negativkontrolle konnte kein Butyrat
nachgewiesen  werden. Die Analyse von Capronat ergab folgenden

Produktkonzentrationen (angeordnet von der hochsten zur niedrigsten Konzentration): in
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Abbildung 58: A: Butyrat-, B: Capronatkonzentrationen von C. kluyveri in Tanner-Medium
,modified” 2 mit der Gasphase Synthesegas sowie 8 50 mM Ethanol/100 mM Acetat; m 100 mM
Ethanol/40 mM Acetat; m 15 mM Ethanol/70 mM Acetat; ® 25 mM Ethanol und 10 mM Acetat;

250 mM Ethanol/50 mM Acetat (Positivkontrolle) und m keine Zugabe von Ethanol und Acetat
(Negativkontrolle). C: Butyrat-, D: Capronatkonzentrationen der zugehdrigen Triplikate zum

Zeitpunkt der letzten Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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der Positivkontrolle wurden 46,0 mM Capronat, in der Kultur mit 200 mM Ethanol und
40 mM Acetat wurden 29,0 mM Capronat, in der Kultur mit 25 mM Ethanol und 10 mM
Acetat wurden 11,8 mM Capronat, in der Kultur mit 50 mM Ethanol und 100 mM Acetat
wurden 10,4 mM Capronat und in der Kultur mit 15 mM Ethanol und 70 mM Acetat
wurden 2,6 mM Capronat zum Ende des Versuches detektiert. Auch in der
Negativkontrolle konnten zum letzten Messpunkt 1,3 mM Capronat nachgewiesen
werden. Diese Tendenzen und Reihenfolgen in der Butyrat- und Capronatkonzentrationen
wurden auch beim Vergleich aller Triplikate untereinander festgestellt (Abbildung 58 C
und D).
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3.3.1 Zusammenfassung der Resultate bei der Untersuchung des Einflusses
verschiedener Substratkonzentrationen auf das Wachstum und das
Produktspektrum von C. kluyveri

In Tabelle 12 sind die wichtigsten Ergebnisse dieses Versuches zur besseren Ubersicht und

Analyse zusammengefasst. Angeordnet sind alle Ansatze von der hochsten zur niedrigsten

eingesetzten Ethanolkonzentration. Mittels der Auswertung der gaschromatographischen

Analyse wurde auch der jeweilige Quotient aus Ethanol und Acetat der

zusammengehorenden Triplikate ausgehend von den tatsdchlich gemessenen

Konzentrationen bestimmt. Der Ethanol/Acetat-Quotient wurde zu Beginn und am Ende

des Wachstumsversuchs errechnet. Des Weiteren sind die jeweils in den Kulturen

maximal gemessenen Werte der ODgoonm SOwie die maximalen Konzentrationen an

Butyrat und Capronat mit aufgefihrt. Bei Betrachtung der zusammengefassten

Ergebnisse lasst sich erkennen, dass je hoher die eingesetzte Ethanolkonzentration war,

desto hoher auch die Capronatkonzentration war. Im Falle eines zum Acetat

verschobenen Quotienten am Anfang des Versuches wurde mehr Butyrat als Capronat
gebildet.

Tabelle 12: Uberblick iiber die genutzten Ethanol und Acetatkonzentrationen, den bestimmten

Ethanol/Acetat-Quotient am Anfang und Ende des Versuchs, die maximal gemessenen ODesoonm-

Werte sowie die maximal detektierten Konzentrationen an Butyrat und Capronat im Laufe der

Inkubation (Resultate beziehen sich, falls durchgefiihrt, auf alle Triplikate).

Ethanol/Acetat- Ethanol/Acetat- ODsoonm Butyrat Capronat

Quotient Quotient [mM] [mM]
(Beginn) (Ende)
250 mM
Ethanol/50 mM 4,8 11,5 0,27 18,5 46,0
Acetat
100 mM
Ethanol/40 mM 2,3 2,2 0,44 18,1 32,6
Acetat
50 mM
Ethanol/100 mM 0,5 0 0,39 32,5 15,8

Acetat
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Tabelle 12 (fortgesetzt)

Ethanol/Acetat- Ethanol/Acetat- ODegoonm Butyrat  Capronat

Quotient Quotient [mM] [mM]
(Beginn) (Ende)
25 mM
Ethanol/10 3,0 0,65 0,19 2,7 13,9
mM Acetat
15 mM
Ethanol/70 0,2 0 0,1 10,2 2,81
mM Acetat
Keine
Zugabe von - - 0,04 0 1,33
Ethanol
und Acetat

*Bestimmung nicht moglich, da Acetat komplett verbraucht wurde.
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3.4 Untersuchung des Einflusses von Kohlenmonoxid auf das Wachstum und
den Stoffwechsel von C. kluyveri
Im Laufe dieser Arbeit erschien 2016 eine Publikation (Diender et al., 2016), welche
ebenfalls eine Co-Kultivierung von C. autoethanogenum und C. kluyveri zur Produktion
von u.a. Capronat zum Thema hatte. In dieser Publikation wurde die Behauptung
aufgestellt, dass Kohlenmonoxid (Bestandteil des Synthesegases) eine toxische Wirkung
auf C. kluyveri hat. In dieser Veroffentlichung wurden zwar Versuche unternommen, die
zeigten, wie Kohlenmonoxid die Konzentrationen der Produkte einer Cofermentation
stark beeinflusst (Vergleich schiittelnde gegen nicht schiittelnde Bedingungen), jedoch
wurde kaum der direkte Einfluss von Kohlenmonoxid auf C. kluyveri allein gezeigt. Es
wurde lediglich ein Wachstumsexperiment gezeigt, bei dem C. kluyveri unter
Standardbedingungen kultiviert wurde und nach vier Tagen Inkubation 50 kPa (0,5 bar)
Kohlenmonoxid zugegeben wurde. Diese Zugabe zeigte aber in diesem Versuch keinen
Einfluss auf die Bildung der Endprodukte. Fiir diese Arbeit war es essentiell, den genauen
Effekt und Einfluss von Kohlenmonoxid auf C. kluyveri zu klaren, da in den simultanen und
sequentiellen Cofermentationen (ohne Wechsel der Gasphase wahrend der Kultivierung)
C. kluyveri direkt dem Kohlenmonoxid ausgesetzt war. Zur Untersuchung dieses Einflusses
wurden verschiedene Kultivierungen mit verschiedenen Gasphasen mit C. kluyveri
vorgenommen. C. kluyveri wurde mit reinem Kohlenmonoxid, mit Synthesegas mit einem
Anteil von 40 % Kohlenmonoxid (2.2.1) und zum Vergleich mit der Ublicherweise
genutzten Gasphase N/CO, kultiviert. Die jeweiligen Ansdtze wurden in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Kultivierungen erfolgten in 125-ml-Miiller-
Krempel-Flaschen, welche 50 ml Tanner-Medium ,, modified” enthielten, welchem 100
mM Ethanol und 20 mM Acetat zugefiigt wurde. Die Kulturen wurden nicht geschittelt,
um eine Diffusion von Kohlenmonoxid in das Medium zu vermeiden und um damit
dieselben Bedingungen zu erzeugen wie in den simultanen und sequentiellen
Cofermentationen. Der Wachstumsverlauf der reprasentativ gewahlten Kulturen ist in
Abbildung 59 (A) zu sehen. Es ist deutlich zu erkennen, dass es nur bei Verwendung der
Gasphase N2/CO, zum Wachstum kommen konnte. Diese Kultur erzielte eine ODggonm VON
0,326 nach 46 h. In den anderen zwei Kulturen Gberschritt die ODgoonm Nie Werte von 0,03

(Gasphase Kohlenmonoxid) und 0,01 (Gasphase Synthesegas). Dieselbe Situation war in
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allen Kulturen der Triplikate vorzufinden (Abbildung 59 B). Nur die Kulturen, deren
Gasphase aus N,/CO; bestand, zeigten eine deutlich erhéhte ODgoonm zum Ende des
Versuchs. Korrelierend zum Verlauf der ODegoonm zeigte sich die Auswertung der
Substratkonzentrationen von Ethanol und Acetat in den ausgewadhlten Kulturen. Den
Ndhrmedien zugefligt werden sollten 100 mM Ethanol und 20 mM Acetat. Die
gaschromotgraphische  Analyse  zeigte  jedoch, dass die  tatsdchlichen
Anfangskonzentrationen von Ethanol 128,8 mM, 134,2 mM sowie 137,0 mM waren. Die
Acetatkonzentrationen zu Beginn des Wachstumsversuches lagen bei 18,7 mM, 33,1 mM
und 21,8 mM. Trotz dieser Abweichungen von den gewilinschten
Ausgangskonzentrationen ist in diesem Versuch eine klare Tendenz zu sehen (Abbildung
60 A und B). So blieben die Ethanol- und Acetatkonzentrationen (ber die Dauer des
Versuchs in der Kultur, welche zum einen reines Kohlenmonoxid als Gasphase hatte und
zum anderen in der Kultur, welche mit Synthesegas beflllt wurde, nahezu unverandert.
In der Kultur mit der Gasphase N,/CO, wurden Ethanol und Acetat von C. kluyveri
konsumiert. Die Ethanolkonzentration sank von 134,2 mM auf 53,6 mM nach 191 h ab.
Der Verbrauch von Ethanol begann nach 25 h Inkubation. Der Verbrauch von Acetat
begann nach dem gleichen Zeitraum, wahrend die Konzentration von einem Anfangswert
von 33,1 mM auf 4,3 mM nach 191 h fiel. Gleicher Sachverhalt und gleiche Konstellation
waren im Vergleich aller jeweilig zugehorigen Kulturen bei Beendigung des Versuchs

festzustellen (Abbildung 60 C und D). In allen Kulturen, deren Gasphase aus
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Abbildung 59: A: Wachstum von C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified” mit verschiedenen
Gasphasen A Kohlenmonoxid, m N,/CO,, ® Synthesegas. B: ODgoonm der zugehorigen Triplikate

zum Zeitpunkt der letzten Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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Kohlenmonoxid oder Synthesegas bestand, blieben die Ethanol- und
Acetatkonzentrationen (iber die Dauer des Versuches unverdndert. Die gezeigten
Abweichungen bei den jeweiligen Kulturen waren schon am Anfang festzustellen und
waren kein Zeichen einer Stoffwechselaktitivat. In allen Kulturen, die mit N»/CO, befillt
waren, war eine deutliche Abnahme der Ethanol- und Acetatkonzentration festzustellen.
So nahmen in den zwei nicht gezeigten Kulturen die Ethanolkonzentrationen von
143,8 mM auf 107,8 mM bzw. von 131,2 mM auf 65,8 mM ab. Acetat sank in den nicht
gezeigten Kulturen von 13,8 mM auf 1,3 mM bzw. von 26,9 mM auf 3,23 mM. Ein zum
Verbrauch der Substrate passendes Bild ergab sich bei Betrachtung der
Produktkonzentrationen von Butyrat und Capronat in den ausgewdhlten Kulturen
(Abbildung 61 A und B). Die Bildung beider Substanzen konnte nur in der Kultur mit der
Gasphase N2/CO; gezeigt werden. Nach 25 h Kultivierung stiegen diese Konzentrationen

stark an und erreichten im Falle von Butyrat eine Konzentration von 7,9 mM (kurzzeitiger
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Abbildung 60: A: Ethanol-, B: Acetatkonzentrationen von C. kluyveri in Tanner-Medium
,modified“ mit verschiedenen Gasphasen A Kohlenmonoxid, ®m N,/CO,, ® Synthesegas.
C: Ethanol-, D: Acetatkonzentrationen der zugehorigen Triplikate zum Zeitpunkt der letzten

Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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Maximalwert 11,4 mM nach 46 h) und im Falle von Capronat 38,8 mM nach 191 h
Inkubation. In den restlichen zwei Kulturen mit den Gasphasen Kohlenmonoxid und
Synthesegas konnte kein Butyrat oder Capronat nachgewiesen werden. Diese Sachlage
war auch in allen Triplikaten festzustellen (Abbildung 61 C und D). Deutlich erhohte
Butyrat- und Capronatkonzentrationen waren in allen drei Kulturen mit der Gasphase
N,/CO> zu finden wenn auch die Konzentrationen untereinander zum Teil stark variierten.
Mittels dieses Versuches wurde zwar der negative Effekt von Kohlenmonoxid auf
C. kluyveri gezeigt, jedoch konnte keine direkte Unterscheidung gemacht werden, ob das
Kohlenmonoxid nun toxisch (Absterben der Zellen) oder inhibitorisch (reversible
Blockierung des Stoffwechsels) wirkt. Um diese Fragestellung zu kldren, wurden drei neue
Kulturen mit 1 ml aus den jeweiligen reprasentativen Kulturen (Einfachbestimmung)
inokuliert, um zu klaren, ob die Zellen der C. kluyveri-Kulturen wieder Wachstum zeigen
bzw. noch lebensfahig sind. Inokuliert wurden 125-ml-Miiller-Krempel-Flaschen, welche

mit 50 ml Tanner-Medium ,,modified” 2 und der Gasphase N»/CO; befillt waren. Das

>
(@)

14 14
12 12
S 10 S 10
E s E g
® ®
:>-'. 6 :>:. 6
2 4 3 4
2 2
0 L L ] 0
(] 50 100 150 200
B Zeit [h] D
45 45 ¢
40 40 ¢
g 35 §35 E
e 30 s 30
= 25 =25 f
S 20 <€ 20
o [ ]
o 15 al5
[+ (T
O 10 O 10 f
5 5
0 e e 0
(] 50 100 150 200
Zeit [h]

Abbildung 61: A: Butyrat- B: Capronatkonzentrationen von C. kluyveri in Tanner-Medium
,modified“ mit verschiedenen Gasphasen A Kohlenmonoxid, ®m N,/CO,, ® Synthesegas.
C: Butyrat-, D: Capronatkonzentrationen der zugehorigen Triplikate zum Zeitpunkt der letzten

Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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Wachstum wurde bestimmt, indem zum Beginn und Ende der Kultivierung die ODsoonm
bestimmt wurde. Zur Beurteilung einer vorhandenen Stoffwechselaktivitdt wurden die
Konzentrationen von Butyrat und Capronat am Ende der Kultivierung herangezogen. Die
Resultate dieses Versuches sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Es ist zu erkennen, dass
nur die Kulturen, die zuvor unter der Gasphase N,/CO> und Synthesegas kultiviert wurden,
wieder Wachstum zeigten. So erreichten diese Kulturen ODgoonm von 0,30 und 0,32. Diese
Kulturen waren auch wieder im Stande, Butyrat und Capronat mit einer Konzentration
von 4,9 mM Butyrat und 32,7 mM Capronat in der Kultur, die bereits zuvor unter N,/CO;
inkubiert wurde und 7,7 mM Butyrat und 12,6 mM Capronat in der Kultur, die zuvor unter

Synthesegas inkubiert wurde, zu produzieren.

Tabelle 13: Ergebnisse der Inokulation von Tanner-Medium ,, modified” 2 (Gasphase N,/CO,) mit
C. kluyveri, welcher zuvor unter den Gasphasen Kohlenmonoxid, N,/CO, und Synthesegas

inkubiert wurde.

ODsoonm Zum ODé6oonm Zum Butyrat zum Capronat zum
Beginn der Ende der Ende der Ende der
Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation
[mM] [mM]
C. kluyveri aus
Kultur mit 0,01 0,03 0 0
Kohlenmonoxid
C. kluyveri aus 0,01 0,30 4,9 32,7
Kultur mit
N,/CO;
C. kluyveri aus
Kultur mit 0,01 0,32 7,7 12,6

Synthesegas
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3.5 Untersuchung der Fahigkeit von C. carboxidivorans und C. ljungdahlii zur
Umwandlung von Butyrat und Capronat in die entsprechenden Alkohole

In den simultanen und sequentiellen Cofermentationen, die zu einer Produktion von
Capronat fiihrten, war neben Capronat immer auch Butanol und Hexanol in der Analyse
vorzufinden. Im Falle von Cofermentationen mit C. carboxidivorans ist dieses Resultat
wenig Uberraschend, da er nativ in der Lage ist, Butanol und Hexanol, neben Butyrat und
Capronat, zu bilden (Phillips et al., 2015; Fernandez-Naveira et al., 2017a). In dieser
Publikation wird auch ein Stoffwechselweg fiir die Umwandlung von Butyrat und Capronat
zu Butanol und Hexanol postuliert. Butyrat wird hierbei mittels der Aldehyd-
Oxidoreduktase in Butyraldehyd umgewandelt, welches dann wiederum durch eine
Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase zu Butanol umgesetzt wird. Derselbe Mechanismus soll
im Falle der Umwandlung von Capronat zu Hexanol vorliegen, auch wenn der erste Schritt
der Umwandlung von Capronat zu Capronaldehyd von den Autoren nur vermutet wurde.
Somit ist C. carboxidivorans in der Lage, in den Cofermentationen gebildetes Capronat
wieder zu verstoffwechseln, was nicht unerheblich ist.

Im Falle von C. ljungdahlii gestaltete sich die Situation zusatzlich noch etwas anders.
C. ljungdahlii ist nativ nicht in der Lage, Butanol und Hexanol zu bilden. Bei C. kluyveri
konnte bei Wachstumsversuchen in der spatexponentiellen Wachstumsphase die
Produktion von Butanol und Hexanol nachgewiesen werden (Thauer et al., 1968), wenn
auch, wie die Autoren behaupteten, nur in ,vernachldssigbaren Mengen”“. Genaue
Konzentrationsangaben wurden nicht gemacht und es wurde auch nicht weiter darauf
eingegangen. Erst einige Jahre spater hatte man herausgefunden, dass C. kluyveri nur
Butanol und Hexanol bildet, wenn als Substrat Succinat oder 4-Hydroxybutyrat verwendet
wird (Kenealy und Waselefsky, 1985). In den Experimenten dieser Arbeit und mit den
damit verbundenen Konditionen war C. kluyveri nicht in der Lage, Butanol und Hexanol zu
bilden und daher war es nun sehr verwunderlich, in Cofermentationen von C. ljungdahlii
und C. kluyveri genau diese beiden Substanzen vorzufinden. Erklarbar wird dieses
Phanomen erst dadurch, dass C. ljungdahlii die Fahigkeit besitzt, Butyrat und Capronat in
ihre entsprechenden Alkohole umzuwandeln. Der Nachweis, dass C. ljungdahlii die
Fettsduren Butyrat und Capronat zu Butanol und Hexanol umwandeln kann, wurde bereits

zuvor erbracht (Perez et al., 2013). In dieser Publikation wurde derselbe Mechanismus fiir
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moglich gehalten, wie er bei C. carboxidivorans zuvor beschrieben wurde. Aufgrund dieser
Fahigkeit von C. ljungdahlii kann auch dieser Organismus Einfluss nehmen auf mogliche
Capronatkonzentrationen in Cofermentationen.

Eine Ubersicht (ber die Wechselwirkungen der in der Cofermentation genutzten
Organismen ist in Abbildung 62 zu sehen. Die Fahigkeit von C. kluyveri, direkt Butanol und
Hexanol zu bilden, wird nur als eventuelle Moglichkeit dargestellt. Um auch im Rahmen
dieser Arbeit die mogliche Umsetzung der Fettsduren in ihre Alkohole durch die in dieser
Arbeit genutzten Stamme zu untersuchen, wurden Kultivierungen von C. ljungdahlii und

C. carboxidivorans Butyrat und Capronat zugegeben und die Auswirkungen untersucht.
Synthesegas

C. carboxidivorans C. ljungdahlii

Ethanol und Acetat

C. kluyveri

Butyrat und Capronat

C. carboxidivorans C. ljungdahlii

Butanol und Hexanol =€-------- C. kluyveri

Abbildung 62: Schematischer Uberblick, welche Organismen in einer Cofermentation in der

Lage sind Butyrat, Capronat, Butanol und Hexanol zu bilden.
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3.5.1 Umwandlung von Butyrat und Capronat durch C. carboxidivorans

Es wurde in diesem Experiment versucht, moglichst dieselben Bedingungen zu schaffen
wie in einer Cofermentation, d.h. C. carboxidivorans wurde in 100 ml Tanner-Medium
,modified” in 1000-ml-Mdller-Krempel-Flaschen (sieben Ansatze) inokuliert. Es wurden
nicht schiittelnde Bedingungen gewadhlt, und die Gasphase der Kulturflaschen war
Synthesegas (aufgefillt in einem siebentdgigen Zyklus). Es wurde vermieden, den
Kulturen eine zu hohe Konzentration (nicht mehr als 5-6 mM) an Butyrat und Capronat
zuzufigen, um Toxizitdtseffekte zu vermeiden. Drei Kulturen wurde Butyrat zugegeben,
drei weiteren Capronat und in einer Kultur wurde auf die Zugabe von Butyrat und
Capronat verzichtet (Kontrollkultur). Der Verlauf der ODeoonm und des pH-Wertes von
reprasentativ gewdhlten Kulturen tber die Inkubationsdauer ist in Abbildung 63 (A und B)
zu sehen. Alle Kulturen hatten im Vergleich zu vorhergegangenen Kultivierungen von
C. carboxidivorans eine geringere ODgoonm. Die hochste ODggonm Wurde von der

C. carboxidivorans-Kultur, welcher Butyrat zugegeben wurde, erreicht. Diese Kultur hatte
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der Gasphase Synthesegas und A Zugabe von Butyrat, B Zugabe von Capronat, ® keiner Zugabe
von Butyrat oder Capronat (Kontrollkultur). C: ODggonm, D: pH der zugehorigen Triplikate zum

Zeitpunkt der letzten Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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eine ODegoonm Von 0,48 nach 1103 h Inkubation. In dieser Kultur erfolgte ein zweiter Anstieg
der ODsoonm Nach der stationdren Phase, welche von einer Inkubationsdauer von 167 bis
711 h reichte. Die Kontrollkultur erzielte zum letzten Messpunkt eine ODgoonm von 0,27,
und die Kultur mit Zugabe von Capronat zeigte mit einem Wert von 0,14 die geringste
ODeoonm. Die anfanglichen pH-Werte aller reprasentativen Kulturen lagen bei 6, trotz der
Zugabe von Butyrat und Capronat. Nach 1103 h Kultivierung war der pH-Wert in der Kultur
mit Zugabe von Butyrat auf 5,4, in der Kultur mit Zugabe von Capronat auf 5,7 und in der
Kontrollkultur auf 5,2 gefallen. Im Vergleich aller Kulturen fiel die finale ODgoonm teils sehr
unterschiedlich aus (Abbildung 63 C und D). Im Falle der Kulturen mit Butyratzugabe
zeigte eine der drei Kulturen bei Kultivierungsende eine vergleichbare ODggonm mit 0,45,
wahrend eine weitere Kultur nur eine ODgoonm von 0,13 erreichte. Die zuvor nicht
gezeigten Kulturen mit Zugabe von Capronat zeigten geringere Unterschiede, weil mit
Werten von 0,14 und 0,16 vergleichbare ODgoonm gemessen wurden. Im Falle der pH-

Werte konnten keine groBen Unterschiede festgestellt werden. In allen Kulturen fielen
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Abbildung 64: A: Ethanol-, B: Acetatkonzentrationen von C. carboxidivorans in Tanner-Medium
,modified”“ mit der Gasphase Synthesegas und A Zugabe von Butyrat, B Zugabe von Capronat,
® keiner Zugabe von Butyrat oder Capronat (Kontrollkultur). C: Ethanol-, D:
Acetatkonzentrationen der zugehoérigen Triplikate zum Zeitpunkt der letzten Messung -

Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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die pH-Werte und erreichten Werte um ca. 5,3-5,6. Die Darstellung der
Stoffwechselparameter wird begonnen mit den nicht durch die Zugabe direkt betroffenen
Konzentrationen an Ethanol und Acetat der ausgewahlten Kulturen (Abbildung 64 A und
B). Ethanol erreichte in der Kultur mit Zugabe von Capronat und in der Kontrollkultur
(korrelierend zur ODggonm) geringere Konzentrationen von 13,2 mM bzw. 11,0 mM. Nur in
der Kultur mit Zugabe von Butyrat wurde mit einer Konzentration von 53,7 mM bei
Inkubationsende deutlich mehr Ethanol gebildet. Im Falle der Acetatkonzentration lag die
Situation umgekehrt vor. Hier erreichte die Kontrollkultur, welche zuvor noch die
geringste Ethanolkonzentration hatte, die hochste Acetatkonzentration mit 73,2 mM. Die
Kultur mit Zugabe von Butyrat erreichte 64,0 mM und die Kultur mit Zugabe von Capronat
erreichte im Vergleich dazu nur eine Konzentration von 43,6 mM Acetat. In allen
gezeigten Kulturen war zu sehen, wie die Acetatkonzentrationen stetig liber die Zeit

anstiegen. Der Befund, dass die Ethanolkonzentrationen hoéher und die
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Abbildung 65: A: Butyrat-, B: Butanolkonzentrationen von C. carboxidivorans in Tanner-
Medium , modified” mit der Gasphase Synthesegas und A Zugabe von Butyrat, B Zugabe von
Capronat, ® keiner Zugabe von Butyrat oder Capronat (Kontrollkultur). C: Butyrat-,
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Acetatkonzentrationen geringer ausfielen als in den Kulturen mit Zugabe von Butyrat und
Capronat im Vergleich zur Kontrollkultur, war fast in allen Kulturen zu finden (Abbildung
64 C und D). Im Falle der Kulturen mit Zugabe von Butyrat ist erwahnenswert, dass nur
die zuvor ausgewahlte Kultur eine derart hohe Ethanolkonzentration von 53,7 mM
erreichte, die anderen zwei Kulturen hingegen nur 19,4 mM bzw. 21,6 mM. In Abbildung
65 (A und B) ist der Verlauf der Butyrat- und Butanolkonzentrationen der ausgewdahlten
Kulturen direkt gegeniibergestellt. In den Kulturen, denen kein Butyrat zugegeben wurde,
konnte eine eigenstandige Bildung von Butyrat festgestellt werden, welche nach 500-
600 h Inkubation begann. In der Kultur mit Zugabe von Capronat wurde eine
Butyratkonzentration von 1,1 mM erreicht, wahrend in der Kontrollkultur eine
Konzentration von 2,6 mM erzielt wurden. In der Kultur mit Zugabe von Butyrat waren zu
Beginn des Versuchs 4,4 mM Butyrat detektiert worden. Es ist zu erkennen, dass die

Butyratkonzentration bis zu einer Inkubationsdauer von 888 h kontinuierlich abnahm (bis
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Abbildung 66: A: Capronat-, B: Hexanolkonzentrationen von C. carboxidivorans in Tanner-
Medium ,,modified” mit der Gasphase Synthesegas und A Zugabe von Butyrat, B Zugabe von
Capronat, ® keiner Zugabe von Butyrat oder Capronat (Kontrollkultur). C: Capronat-,
D: Hexanolkonzentrationen der zugehodrigen Triplikate zum Zeitpunkt der letzten Messung —

Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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1,7 mM), um dann nochmal auf eine finale Konzentration von 2,9 mM zu steigen. Der
Konzentrationsverlauf des entsprechenden Alkohols zeigt, dass Butanol in der Kultur mit
Zugabe von Capronat und in der Kontrollkultur erst nach 888 h Inkubation produziert
wurde. In beiden Kulturen wurden dabei mit Werten von ca. 0,7 mM verhaltnismaRig
geringe Konzentrationen an Butanol detektiert. In der Kultur mit Zugabe von Butyrat war
die Butanolkonzentration mit einer Konzentration von 5,0 mM mebhr als flinfmal hoher.
Dieselbe Situation ergab sich bei Betrachtung der Butyrat- und Butanolkonzentrationen
fir alle Kulturen (Abbildung 65 C und D). In allen Kulturen mit Zugabe von Butyrat nahm
dessen Konzentration tiber die Dauer der Kultivierung ab. In einer Kultur wurde am letzten
Messpunkt eine zur reprasentativ gewdahlten Kultur vergleichbare Butyratkonzentration
von 2,5 mM (Konzentration bei Start der Kultivierung: 4,3 mM) und eine noch hdhere
Konzentration von 4,3 mM (Konzentration bei Start der Kultivierung: 5,8 mM) detektiert.
Damit korrelierten die Butanolkonzentrationen. In allen Kulturen, denen Butyrat
zugegeben wurde, war eine deutlich erhéhte Produktion von Butanol im Vergleich zu den
anderen Kulturen festzustellen. So konnten neben den zuvor gezeigten 5,0 mM auch 2,3
mM und 3,3 mM in den beiden anderen Kulturen detektiert werden. In der weiteren
Darstellung der Resultate ist der Konzentrationsverlauf von Capronat und des
zugehorigen Alkohols Hexanol in den ausgewahlten Kulturen zu sehen (Abbildung 66 A
und B). Capronat war in der Kultur mit Zugabe von Butyrat und auch in der Kontrollkultur
nicht nachweisbar. In der Kultur mit Zugabe von Capronat war anfanglich eine
Konzentration von 4,2 mM nachweisbar. Diese Konzentration fiel auf einen Wert von
1,3 mM nach 1103 h Inkubation. In vergleichender Betrachtung aller Kulturen konnte
auch in den anderen Kulturen mit Zugabe von Butyrat kein Capronat nachgewiesen
werden (Abbildung 66 C und D). Eine Abnahme von Capronat und eine Zunahme von
Hexanol war in allen Kulturen festzustellen, bei denen den Kulturen Capronat zugegeben
wurde. So sank in den nicht gezeigten Kulturen die Capronatkonzentration von anfanglich
3,2 mM auf 0,6 mM bzw. von anfanglich 3,9 mM auf 2,4 mM. Hexanol war nur in den
Kulturen mit Zugabe von Capronat nachweisbar. Neben den gezeigten 1,9 mM wurden in
den restlichen zwei Kulturen 1,6 mM bzw. 1,2 mM Hexanol gebildet. Insgesamt konnte
gezeigt werden, dass in diesem Wachstumsversuch bei Zugabe von Butyrat und Capronat

immer die Konzentrationen der jeweiligen zugehorigen Alkohole anstiegen.
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3.5.2 Umwandlung von Butyrat und Capronat durch C. ljungdahlii

Die Umwandlung von Butyrat und Capronat zu Butanol und Hexanol wurde nach den
zuvor gezeigten Versuchen mit C. carboxidivorans auch mit C. ljungdahlii durchgefihrt.
Die Methodik und die damit verbundenen Bedingungen der Kultivierung waren dieselben
wie im Versuch mit C. carboxidivorans. Drei C. ljungdahlii-Kulturen wurde zu Beginn
Butyrat, drei weiteren zu Beginn Capronat zugegeben. Einer weiteren Kultur wurde keines
von beiden zugegeben (Kontrollkultur). In Abbildung 67 (A und B) ist der Verlauf der
ODeoonm und des pH-Wertes Uber die Dauer der Inkubation zunachst von jeweils einer
ausgewahlten Kultur zu sehen. Alle drei Kulturen zeigten einen dhnlichen Verlauf der
ODeoonm. Die Kultur mit Zugabe von Capronat und die Kontrollkultur erreichten eine finale
ODesoonm VoOn ca. 1,23 und die Kultur mit Zugabe von Butyrat erreichte eine geringere
ODesoonm Von 0,96. Die Unterschiede bei Betrachtung der pH-Werte der unterschiedlichen
Kulturen fielen noch geringer aus. Alle Kulturen erreichten nach 863 h Kultivierung pH-

Werte von 4,6-4,7. Einzige feststellbare Differenz des Verlaufes war, dass in den Kulturen
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Abbildung 67: A: Wachstum, B: pH von C. ljungdahlii in Tanner-Medium ,, modified“ mit der
Gasphase Synthesegas und A Zugabe von Butyrat, B Zugabe von Capronat, ® keiner Zugabe von
Butyrat oder Capronat (Kontrollkultur). C: ODsoonm, D: pH der zugehorigen Triplikate zum

Zeitpunkt der letzten Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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mit Zugabe von Butyrat und Capronat die pH-Werte schneller fielen. In allen Kulturen,
denen Butyrat zugegeben wurde, waren geringere finale ODgoonm-Werte vorzufinden als
in den restlichen Kulturen (Abbildung 67 C und D). Die Abweichungen innerhalb der
Triplikate fielen gering aus. Nur ein Ansatz der Kulturen mit Zugabe von Capronat zeigte
eine dhnlich niedrige ODgoonm Von 0,96 wie die Kulturen, in die Butyrat zugegeben wurde.
Im Falle der pH-Werte waren bei Beendigung des Versuches keine entscheidenden
Unterschiede zueinander festzustellen. Die Zugabe von Butyrat und Capronat hatte einen
deutlichen Einfluss auf den Verlauf der Ethanol- und Acetatkonzentrationen der
ausgewahlten Kulturen (Abbildung 68 A und B). Die Kontrollkultur erreichte mit 41,1 mM
Ethanol deutlich mehr als die Kultur mit Zugabe von Butyrat (22,3 mM) und die Kultur mit
Zugabe von Capronat (33,4 mM). Im Falle von Acetat konnten in allen Kulturen zum
Versuchsende ca. 100 mM Acetat detektiert werden, jedoch ist zu erkennen, dass in den

Kulturen mit Zugabe von Butyrat und Capronat ein friherer und schnellerer Anstieg der
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Abbildung 68: A: Ethanol-, B: Acetatkonzentrationen von C. ljungdahlii in Tanner-Medium
,modified” mit der Gasphase Synthesegas und A Zugabe von Butyrat, B Zugabe von Capronat,
® keiner Zugabe von Butyrat oder Capronat (Kontrollkultur). C: Ethanol-,
D: Acetatkonzentrationen der zugehorigen Triplikate zum Zeitpunkt der letzten Messung —

Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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Konzentration zu verzeichnen war. Die Tatsache, dass die Kulturen mit Zugabe von Butyrat
und Capronat weniger Ethanol bildeten, war in allen Kulturen der Dreifachbestimmung zu
erkennen (Abbildung 68 C und D). Die Acetatkonzentrationen waren zusammenfassend in
allen Kulturen vergleichbar zur Kontrollkultur am Ende der Kultivierung. Entscheidend ist
hier der Vergleich der Konzentrationsverlaufe von Butyrat und Butanol in den
reprasentativ ausgewahlten Kulturen (Abbildung 69 A und B). Direkt zu erkennen ist, dass
Butyrat nur in den Kulturen, in die dieses auch zugegeben wurde, detektierbar war. In
keiner der anderen Kulturen wurde Butyrat nachgewiesen. In der Kultur mit der Zugabe
von Butyrat ist zu sehen, wie die Konzentration von den anfangs zugefiigten 5,4 mM auf
eine Konzentration von 2,6 mM nach 863 h fallt. Korrelierend dazu ist zu erkennen, wie
Butanol nur in der Kultur gebildet wird, der Butyrat zugeben wurde. Die
Butanolproduktion begann bereits nach 71 h und erreichte eine finale Konzentration von

2,2 mM. In allen Kulturen, denen Butyrat zugegeben wurde, fiel die Konzentration
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Abbildung 69: A: Butyrat-, B: Butanolkonzentrationen von C. ljungdahlii in Tanner-Medium
,modified” mit der Gasphase Synthesegas und A Zugabe von Butyrat, B Zugabe von Capronat,
® keiner Zugabe von Butyrat oder Capronat (Kontrollkultur). C: Butyrat-,
D: Butanolkonzentrationen der zugehérigen Triplikate zum Zeitpunkt der letzten Messung —

Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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wahrend der Kultivierung, zudem wurde in diesen Kulturen Butanol gebildet (Abbildung
69 C und D). In den zwei nicht ausfiihrlich gezeigten Kulturen fiel die anfdngliche
Butyratkonzentration von 3,9 mM auf 1,7 mM bzw. von 4,3 mM auf 1,8 mM. Butanol
wurde in diesen Kulturen in einer Konzentration von 1,4 mM und 1,9 mM gebildet. Die
Konzentrationsverldufe von Capronat und Hexanol entsprachen in den reprasentativ
ausgewahlten Kulturen dem Konzentrationsverlauf von Butyrat und Butanol (Abbildung
70 A und B). Hier war Capronat ebenfalls nur in der Kultur, welcher zu Beginn auch
Capronat zugeben wurde, nachweisbar. Es st zu erkennen, wie die
Capronatkonzentration von anfanglich 3,5 mM auf 1,4 mM am Ende des Versuches sank.
Eine Bildung des entsprechenden Alkohols, in diesem Fall Hexanol, lieR sich wiederum nur
in der Kultur, welcher Capronat zugeben wurde, feststellen. Die Produktion von Hexanol
begann direkt nach Inokulation und erreichte einen Endwert von 2,8 mM. Alle Kulturen

des dreifachen Ansatzes verbrauchten Capronat, wenn es dem Kulturmedium zugeben
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Abbildung 70: A: Capronat-, B: Hexanolkonzentrationen von C. ljungdahlii in Tanner-Medium
,modified” mit der Gasphase Synthesegas und A Zugabe von Butyrat, B Zugabe von Capronat,
® keiner Zugabe von Butyrat oder Capronat (Kontrollkultur). C: Capronat-,
D: Hexanolkonzentrationen der zugehodrigen Triplikate zum Zeitpunkt der letzten Messung —

Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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wurde (Abbildung 70 C und D). In einer der nicht gezeigten Kulturen fiel die
Capronatkonzentration von 2,2 mM auf 1,3 mM, wahrend in der anderen Kultur die
Konzentration von 3,1 mM auf 1,7 mM fiel. Hexanol wurde in den zuvor nicht gezeigten
Kulturen in einer Konzentration von 2,3 mM bzw. 1,9 mM gebildet. Es ist somit in diesem
Versuch ein Zusammenhang zwischen der Zugabe von Butyrat bzw. Capronat und der

Bildung von Butanol und Hexanol zu sehen.

3.5.3 Zusammenfassung der Versuche zur Untersuchung der Fahigkeit von
C. carboxidivorans und C. ljungdahlii zur Umwandlung von Butyrat und Capronat
in die entsprechenden Alkohole

In Tabelle 14 sind die wichtigsten Ergebnisse der zuvor gezeigten Versuche 3.5.1 und

3.5.2. zusammengefasst. Gezeigt werden dort nur die jeweiligen Kulturen, denen Butyrat

oder Capronat zugegeben wurde. Gezeigt werden die Ausgangskonzentrationen an

Butyrat und Capronat (Mittelwerte aus allen drei Kulturen) sowie die Konzentrationen an

Butanol und Hexanol (ebenfalls Mittelwerte aus allen drei Kulturen). Es zeigte sich, dass

C. carboxidivorans aus vergleichbaren Ausgangskonzentrationen an Butyrat und Capronat

mehr Butanol bildete, wahrend C. ljungdahlii mehr Hexanol bildete.

Tabelle 14: Ubersicht iiber durchschnittlich entstandene Butanol- und Hexanolkonzentrationen
in den jeweiligen Kultivierungen mit C. carboxidivorans und C. ljungdahlii, denen Butyrat oder

Capronat zugegeben wurde.

Butyrat zu Butanol am Capronat zu Hexanol am
Beginn des Ende des Beginn des Ende des
Versuches Versuches Versuches Versuches
[mM] [mM] [mM] [mM]
Kultivierung von
C. carboxidivorans 4,8 3,5 3,8 1,6

Kultivierung von
C. ljungdahlii 4,5 1,8 2,9 2,3
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3.6 Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf das Wachstum und das
Produktspektrum bei Kultivierung von C. kluyveri
Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits in vorangegangenen Experimenten bestimmte
Parameter oder Bestandteile, welche in den Cofermentationen zu finden waren,
ausgewahlt, wie z.B. die unterschiedlich gebildeten Substratkonzentrationen (3.3) oder
die Anwesenheit von Kohlenmonoxid (3.4), um deren Einfluss auf die Kultivierung von
C. kluyveri zu untersuchen. In dem hier beschriebenen Versuch wurde der Einfluss des pH-
Wertes auf das Wachstum von C. kluyveri und damit auch auf die Produktion von Capronat
untersucht. C. kluyveri hat ein pH-Optimum von 6,8, ein Wert, der zu keinem Zeitpunkt
einer simultanen oder sequentiellen Cofermentation vorzufinden ist, und eine tolerierte
Bandbreite von 6,0-7,5 (Barker und Taha, 1942). In den Cofermentationen wurde als
Ndhrmedium Tanner-Medium ,modified” verwendet, eingestellt auf einen pH-Wert von
6,1. Dieser pH-Wert orientierte sich primar an den optimalen Bedingungen fiir die
Kultivierung von acetogenen Bakterien. C. autoethanogenum hat ein pH-Optimum von 6,0
bei einer tolerierten Bandbreite von 4,5-6,5 (Abrini et al., 1994) C. carboxidivorans ein pH-
Optimum von 6,2 mit einer tolerierten Bandbreite von 4,4-7,6 (Liou et al., 2005) und
C. ljungdahlii ein pH-Optimum von 6,0 mit einer tolerierten Bandbreite von 4,0-7,0
(Tanner et al., 1993). In den Cofermentationen wurde nun versucht, mit dem im Tanner-
Medium ,modified” gewahlten pH-Wert von 6,1 eine einheitliche Grundlage aller
Versuche und somit in Bezug auf das pH-Optimum einen Kompromiss zu finden. Um zu
klaren, wie sich dieser eingestellte pH-Wert und wie sich die wéahrend einer
Cofermentation entstehenden niedrigeren pH-Werte auf das Wachstum und die
Produktion von Capronat auswirken, wurde der im Folgenden ndher beschriebenen
Versuch durchgefihrt. Es wurden Kultivierungen von C. kluyveri in Tanner-Medium
,modified” 2 (mit 100 mM Ethanol und 20 mM Acetat) durchgefiihrt. Die Nahrmedien
wurden vor Inokulation auf pH-Werte zwischen 5,0 und 7,0 eingestellt (2 Kulturflaschen
jeweils der gleiche pH-Wert; Doppelbestimmung). Verwendet wurden 125-ml-Miiller-
Krempel-Flaschen mit 50 ml Ndahrmedium. Inkubiert wurde unter nicht schiittelnden
Bedingungen. Die in der Darstellung der Resultate angegebenen pH-Werte sind die
Mittelwerte der beiden Kulturflaschen (Abweichungen der pH-Werte der jeweiligen

zugehorigen Kulturen waren sehr gering). In Abbildung 71 (A) ist der Verlauf der ODgsoonm
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von ausgewahlten C. kluyveri-Kulturen in Ndhrmedien mit pH-Werten von 5,0 bis 7,0 zu
sehen. Die Kulturen, in denen die anfanglichen pH-Werte bei 5,0, 5,1 und 5,2 lagen,
zeigten keinen Anstieg der ODgoonm Und somit kein Wachstum. Erst die Kultur mit einem
anfanglichen pH-Wert von 5,6 zeigte einen Anstieg der ODsoonm, Wenn auch verlangsamt
im Vergleich zu Kulturen mit hoheren pH-Werten. Alle Kulturen, die Wachstum zeigten,
erreichten nach unterschiedlichen Maximalwerten gegen Ende der Kultivierung eine
ODesoonm von 0,25 bis 0,34. Bei Betrachtung der finalen ODeoonm-Werte beider
durchgefiihrten Kultivierungen zum letzten Zeitpunkt der Messung (Abbildung 71 B) l&sst
sich das gleiche Resultat ablesen. Erst ab einem pH-Wert von 5,6 war C. kluyveriim Stande
zu wachsen. Der Ansatz mit dem eingestellten pH-Wert von 5,6 zeigte eine sehr hohe
Abweichung, dain einer der beiden Kulturen bei diesem pH-Wert kein Anstieg der ODgoonm
festzustellen war. Mit Ausnahme dieser Kultur hatten die zueinander gehérenden
Kulturen der Doppelbestimmungen vergleichbare Werte der ODegoonm. In den
ausgewahlten Kulturen, in denen kein Anstieg der ODsoonm festgestellt wurde, konnte
auch keine Bildung von Butyrat und Capronat detektiert werden (Abbildung 72 A und B).
Die erste Produktbildung in Bezug auf eine Zunahme der pH-Werte wurde in der Kultur
mit dem initialem pH-Wert von 5,6 detektiert. Diese Kultur bildete die hochste
Butyratkonzentration im Vergleich zu allen Kulturen, mit einem Wert von 7 mM nach
214 h Kultivierung. Die restlichen Butyratkonzentrationen lagen in einem Bereich von 2,7-

3,8 mM bei den initialen pH-Werten von 5,9-7,0. Die hochsten Capronatkonzentrationen
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Abbildung 71: Wachstum von C. kluyveri in Tanner-Medium , modified“ 2 mit der Gasphase
N,/CO; und einem pH-Wert von = 5,0; m 5,1; m 5,3; m 5,6; m 6,0; m 6,4; m 6,7; ® 6,9; m 7,0;
A: Verlauf der ODgoonm in reprasentativ gewdhlten Kulturen B: ODggonm aller Kulturen zum letzten

Punkt der Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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waren am Ende der Inkubation in Kulturen mit anfanglichen pH-Werten von 6,7 (33,8 mM
Capronat), 6,4 (32,3 mM Capronat) und 6,9 (31,2 mM Capronat) zu finden. Im Vergleich
der detektierten Konzentrationen beider zugehorigen Kulturen zueinander lieR sich die
gleiche Tendenz erkennen (Abbildung 72 C und D). Auch hier konnten nur sehr geringe
Konzentrationen an Butyrat und Capronat gemessen werden, wenn der pH-Wert zu
Beginn auf einen Wert unter 5,6 eingestellt wurde. Bei der Kultur mit dem eingestellten
pH-Wert von 5,6 konnte zum ersten Mal, aber nur in einer von beiden Kulturen, die
Bildung von Butyrat und Capronat festgestellt werden. Die hochste Konzentration an
Butyrat wurde in der Kultur mit dem initialen pH-Wert von 6,0 gebildet und die hochste

Konzentration an Capronat in der Kultur mit einem initialen pH-Wert 6,4, 6,7 und 6,9.
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Abbildung 72: A: Butyrat-, B: Capronatkonzentrationen von C. kluyveri in Tanner-Medium
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,modified“ 2 mit der Gasphase N»/CO; und einem initialem pH-Wert von 5,0; m5,1; m5,3;
m5,6;76,0;,m6,4;,m6,7; 16,9; m7,0. C: Butyrat-, D: Capronatkonzentrationen der zugehérigen
Duplikate zum letzten Punkt der Messung - Mittelwerte mit eingezeichneter

Standardabweichung.
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3.6.1 Zusammenfassung der Resultate zur Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes
auf das Wachstum und das Produktspektrum von C. kluyveri

In Tabelle 15 sind alle Ergebnisse zur besseren Ubersichtlichkeit zusammengefasst. Es

wurden die Mittelwerte der maximalen ODewonm und der maximalen

Capronatkonzentrationen aus den jeweiligen zugehdérigen Kulturen berechnet. Zu sehen

ist, dass bei eingestellten pH-Werten von 6,7 und 7,0 die hochsten ODggonm-Werte erzielt

wurden, wahrend bei pH-Werten von 6,4 und 6,7 die hochsten Capronatkonzentrationen

detektiert wurden.

Tabelle 15: Maximal erzielte ODgoonm-Werte und maximale Capronatkonzentrationen von

C. kluyveri bei den unterschiedlichen eingestellten initialen pH-Werten (Mittelwerte aus beiden

Kulturen).
Eingestellter pH- Maximale
Wert des Maximale ODggonm Capronatkonzentration

Ndhrmediums [mM]
5,0 0,12 0,7
51 0,12 0,8
5,3 0,14 1,0
5,6 0,27 34
6,0 0,45 33,1
6,4 0,45 40,2
6,7 0,53 38,0
6,9 0,48 35,5

710 0'50 34,7
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3.7 Untersuchung der Auswirkung der Verschleppung von Ethanol und Acetat
aus Vorkulturen von C. kluyveri bei Inokulation neuer Kulturen
C. kluyveri wurde fir die Erstellung von Vorkulturen in Wachstumsversuchen und zur
Stammbhaltung als Dauerkultur zu Beginn der Arbeit in ATCC 1120 Medium und im
weiteren Verlauf ausschlieBlich in Tanner-Medium ,,modfied” 2 kultiviert. Die jeweiligen
Rezepte der Nahrmedien sehen jedoch auch immer eine Zugabe von Ethanol und Acetat
vor. Dies ist sinnvoll da C. kluyveri sowohl Ethanol als auch Acetat als Substrat benétigt.
Eine Problematik, die sich daraus ergibt, war die Frage, wieviel Ethanol und Acetat aus
stationaren C. kluyveri-Kulturen in (Co-)Fermentationskulturen eingebracht wurde
(Verschleppung). Zu Beginn dieser Arbeit wurde C. kluyveri in Medium kultiviert, welches
500 mM Ethanol und 100 mM Acetat enthielt. Spater wurde festgestellt, dass auch
geringere Konzentrationen ausreichend fir das Wachstum waren, weshalb im Weiteren
geringere Konzentrationen (100 mM Ethanol und 20 mM Acetat) gewahlt wurden, um
einen eventuellen Eintrag in (Co-)Fermentationskulturen zu vermindern. Die Vorkulturen,
bei denen hohe Konzentrationen an Ethanol und Acetat genutzt wurden fanden nur
Verwendung in den simultanen Cofermentationen und in den sequentiellen
Cofermentationen mit einem Wechsel der Gasphase wahrend der Kultivierung. In allen
restlichen Versuchen wurden bereits die ,niedriger konzentrierten” Vorkulturen genutzt.
Generell kam aber die Frage auf, wieviel Ethanol und Acetat in eine neu inokulierte (Co-)
Fermentationskultur eingebracht wurde und welche Konzentrationen an Capronat daraus
gebildet werden kdnnen. Wichtig waren diese Versuche, um in den durchgefiihrten (Co-)
Fermentationen sicher sagen zu kénnen, dass die detektierten Konzentrationen an
Capronat ausgehend von aus Synthesegas produziertem Ethanol und Acetat gebildet
wurden und nicht durch industriell hergestelltes Ethanol und Acetat, welches sich durch
die Vorkultur im Nahrmedium befand. Fiir die Versuche zur Aufklarung der Verschleppung
von Ethanol und Acetat wurden nahezu dieselben Bedingungen gewahlt, wie in den (Co-)
Fermentationen selbst. Dies bezieht sich vor allem auf die Inokulationsvolumina. In den
(Co-)Fermentationen wurden 100 ml Tanner-Medium ,modified“ mit 2 ml einer
stationaren C. kluyveri-Kultur inokuliert. Um die Gasphase moglichst zu vergroRern,
wurden 1000-ml-Miiller-Krempel-Flaschen verwendet. Fir diesen Versuch wurden 125-

ml-Miller-Krempel-Flaschen mit 50 ml Tanner-Medium ,modfied” genutzt und diese mit
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1 ml der C. kluyveri-Vorkulturen inokuliert. Somit wurde, wie in den (Co-)Fermentationen
auch, mit einem Volumenanteil von 1:50 [v/v] inokuliert. In diesen Kulturen bestand die
Gasphase aus N/CO; und die Kulturen wurden unter nicht schiittelnden Bedingungen
inkubiert. Inokuliert wurde mit stationaren C. kluyveri-Kulturen, welche urspriinglich
500 mM Ethanol und 100 mM Acetat enthielten und mit C. kluyveri-Kulturen welche
urspriinglich 100 mM Ethanol und 20 mM Acetat enthielten. Diese zwei Bedingungen
wurden in einer Dreifachbestimmung untersucht. Zusatzlich wurde eine Kontrollkultur
von C. kluyveri mitgefihrt, welche in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit 100 mM Ethanol
und 20 mM Acetat inkubiert wurde. In Abbildung 73 ist der Verlauf der ODgoonm-Werte
einer reprasentativ gewahlten Kultur (Abbildung 73 A) und die finalen ODgoonm-Werte aller
drei Kulturen und deren Abweichung zum letzten Messpunkt zu sehen (Abbildung 73 B).
Die reprasentativ ausgewadhlten C. kluyveri-Kulturen, welche aus Vorkulturen mit
niedrigen (=100 mM Ethanol und 20 mM Acetat) und hohen Substratkonzentrationen
(=500 mM Ethanol und 100 mM Acetat) inokuliert wurden, erreichten in Tanner-Medium
,modified” (enthélt kein Ethanol und Acetat) nur sehr geringe Werte der ODggonm. Die
C. kluyveri-Kultur, welche aus der Vorkultur mit den niedrigeren Konzentrationen

inokuliert wurde, erreichte eine finale ODggonm von 0,04. Die C. kluyveri-Kultur, welche der
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Abbildung 73: Wachstum von C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified” (d.h. keine Zugabe von
Ethanol und Acetat) mit der Gasphase N,/CO>; Inokulation mit C. kluyveri-Vorkulturen, welche
H 100 mM Ethanol und 20 mM Acetat (geplant aber vermutlich hoher konzentriert; siehe Text)
B 500 mM Ethanol und 100 mM Acetat enthielten; ® C. kluyveri inokuliert in Tanner-Medium
,modified” 2 mit 100 mM Ethanol und 20 mM Acetat (Positivkontrolle); A: ODsoonm der
reprdsentativ gewdhlten Kulturen B: ODgoonm aller drei durchgefiihrten Kulturen zum letzten

Punkt der Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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Vorkultur mit den hoheren Konzentrationen entstammte, erreichte eine minimal héhere
ODeoonm von 0,05. Der Anstieg der ODeoonm erfolgte in beiden Kulturen zum gleichen
Zeitpunkt wie in der Kontrollkultur, welche eine ODeoonm von 0,26 nach 91 h Inkubation
erreichte. Alle jeweilig zueinander gehorenden Kulturen, welche in Ndhrmedium ohne
Ethanol und Acetat inkubiert wurden, erreichten nur eine sehr geringe ODgoonm (Abbildung
73 B). Es war festzustellen, dass die C. kluyveri-Kulturen, welche den Vorkultur mit den
hoheren Konzentrationen entstammte, durchgehend eine héhere ODgoonm erreichten, als
Kulturen, die aus Vorkulturen inokuliert wurden, die niedrigere Konzentrationen hatten.
In Abbildung 74 (A und B) ist zu sehen, wieviel Ethanol und Acetat aus den Vorkulturen in
die Ndhrmedien der reprasentativ gewdhlten Kulturen eingebracht wurde. In der
C. kluyveri-Kultur, welche der Vorkultur mit niedrigeren Konzentrationen entstammte,
wurden zu Beginn des Versuchs 5,3 mM Ethanol und 0,7 mM Acetat detektiert. Durch die

Inokulation aus der Vorkultur mit den héheren Konzentrationen wurden mit 8,5 mM
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Abbildung 74: A: Ethanol-, B: Acetatkonzentrationen von C. kluyveri in Tanner-Medium
,modified” (d.h. keine Zugabe von Ethanol und Acetat) mit der Gasphase N,/CO;; Inokulation
mit C. kluyveri-Vorkulturen, welche A 100 mM Ethanol und 20 mM Acetat (geplant aber
vermutlich héher konzentriert; siehe Text) B 500 mM Ethanol und 100 mM Acetat enthielten.
C: Ethanolkonzentrationen der Triplikate zum letzten Punkt der Messung — Mittelwerte mit

eingezeichneter Standardabweichung.
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Ethanol und 1,3 mM Acetat ca. doppelt so hohe Konzentrationen eingebracht. Die
Ethanol- und Acetatkonzentrationen nahmen in beiden Kulturen liber die Dauer der
Inkubation stark ab. So verblieben in der Kultur, die aus der Vorkultur mit den niedrigeren
Konzentrationen entstammt, noch 1,1 mM Ethanol, wéhrend das Acetat nicht mehr
nachweisbar war. In der C. kluyveri-Kultur, die der Vorkultur mit den hdheren
Konzentrationen entstammte, waren noch 2,4 mM Ethanol nachweisbar, wahrend
ebenfalls kein Acetat mehr nachweisbar war. In den jeweiligen Triplikaten lag dieselbe
Situation vor (Abbildung 74 C). In keiner der C. kluyveri-Kulturen konnte noch Acetat
nachgewiesen werden. Die Ethanolkonzentrationen lagen zum Ende der Kultivierung in
den C. kluyveri-Kulturen, die der Vorkultur mit den niedrigeren Konzentrationen

entstammen, bei ca. 1 mM und bei den Kulturen, welcher der Vorkultur mit den hoheren
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Abbildung 75: A: Butyrat-, B: Capronatkonzentrationen von C. kluyveri in Tanner-Medium
,modified” (d.h. keine Zugabe von Ethanol und Acetat) mit der Gasphase N,/CO;; Inokulation
mit C. kluyveri-Vorkulturen welche A 100 mM Ethanol und 20 mM Acetat (geplant aber
vermutlich héher konzentriert; siehe Text) ® 500 mM Ethanol und 100 mM Acetat enthielten;
® C. kluyveri inokuliert in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit 100 mM Ethanol und 20 mM Acetat
(Positivkontrolle). C: Butyrat-, D: Capronatkonzentrationen der Triplikate zum letzten Punkt der

Messung — Mittelwerte mit eingezeichneter Standardabweichung.
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Konzentrationen entstammte, bei ca. 2,4 mM. Wie in Abbildung 75 (A und B) zu erkennen,
konnten die ausgewahlten Kulturen von C. kluyveri ausgehend von diesen eingebrachten
Ethanol- und Acetatkonzentrationen auch geringe Konzentrationen an Capronat bilden.
In der Kultur, welche der Vorkultur mit den niedrigeren Konzentrationen entstammte,
wurde 1,8 mM und in der Kultur, welcher der Vorkultur mit den héheren Konzentrationen
entstammte, wurden 2,9 mM nach 91 h detektiert. Die Bildung von Butyrat konnte in
keiner der Kulturen, auBer der Kontrollkultur, nachgewiesen werden. Capronat wurde in
der Kontrollkultur in einer Konzentration von 22,0 mM nach 91 h gebildet. Die Bildung
von Capronat war jeweils in allen drei zueinander gehdrenden Kultivierungen zu erkennen
(Abbildung 75 Cund D). Die Capronatkonzentrationen lagen in den Kulturen, die inokuliert
wurden aus den Vorkulturen mit dem hoheren Ethanol und Acetatkonzentrationen, hoher
als in den Kulturen, welche inokuliert wurden mit der Vorkultur, die die niedrigeren
Konzentrationen hatte. Eine Bildung von Butyrat war mit Ausnahme der Kontrollkultur
nicht festzustellen.

Aufgrund der detektierten Konzentrationen an verschlepptem Ethanol und Acetat ist im
Falle der Nutzung der Vorkulturen mit den niedrigeren Konzentrationen (100 mM Ethanol
und 20 mM Acetat) anzunehmen das diese deutlich hoher konzentriert vorlagen als
gewlinscht. Es ist davon auszugehen, dass die Substratkonzentrationen bei ca. 250 mM

Ethanol und 100 mM Acetat lagen (siehe Diskussion 4.7).
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3.7.1 Zusammenfassung der Untersuchung der Verschleppung von Ethanol und Acetat
aus Vorkulturen von C. kluyveri bei Inokulation neuer Kulturen

In Tabelle 16 sind die wichtigsten Resultate dieses Versuches kurz zusammengefasst. Es

ist zu sehen, welche Konzentrationen (Mittelwerte aus allen drei Kulturen) an Ethanol und

Acetat mittels der verschiedenen Vorkulturen und deren verschiedenen

Substratkonzentrationen in die Kulturen eingebracht wurden, und welche Konzentration

an Capronat davon ausgehend gebildet werden konnte.

Tabelle 16: Konzentrationen an Ethanol und Acetat, die durch die Vorkulturen eingebracht
wurden und die Capronatkonzentrationen, die davon ausgehend gebildet wurden (Mittelwerte

aus allen drei Kulturen).

Verwendete Ethanol zu Acetat zu Capronat zu
Vorkultur Kultivierungsbeginn Kultivierungsbeginn Kultivierungsende
[mM] [mM] [mM]

100 mM Ethanol

und 20 mM Acetat

(vermutlich héher 5,4 0,9 1,6
konzentriert; siehe

Text)

500 mM Ethanol
und 100 mM 9,0 1,3 2,9

Acetat
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3.8 Elektronenmikroskopische Betrachtung von simultanen Cofermentationen
Fiir diese Arbeit wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von simultanen
Cofermentationen angefertigt, welche mit C. carboxidivorans und C. kluyveri sowie mit
C. ljungdahlii und C. kluyveri durchgefihrt wurden. Um eine visuelle Identifizierung der
jeweiligen Organismen zu ermoglichen, wurden als Referenz auch Aufnahmen von den
jeweils einzelnen Bakterienstdammen erstellt. Zielsetzung der elektronenmikroskopischen
Betrachtung war es, morphologische Unterschiede in den Cofermentationen zu erkennen
und um zusatzlich mit visuellen Moglichkeiten beide Organismen eventuell in den
Kulturen nachzuweisen. Fir diese Aufnahmen wurden die zwei simultanen
Cofermentationen sowie einzelne Kulturen von C. carboxidivorans, C. ljungdahlii und
C. kluyveri kultiviert. Alle Kulturen, auBer der C. kluyveri-Kultur, wurden in 1000-ml-
Miller-Krempel-Flaschen mit 100 ml Tanner-Medium ,modified” und der Gasphase
Synthesegas durchgefiihrt. C. kluyveri wurde in 125-ml-Miiller-Krempel-Flaschen, welche
50 ml Tanner-Medium ,,modified” 2 (100 mM Ethanol und 20 mM Acetat) enthielten, mit
der Gasphase N»/CO inkubiert. Jede Kultur wurde in einer Einfachbestimmung
durchgefiihrt. Nach einer Inkubationsdauer von 337 h wurden Proben fir die
Elektronenmikroskopie (Prdparation siehe 2.9) und fir die gaschromatographische
Analyse entnommen. Der friihe Zeitpunkt der Probennahme wurde gewidhlt, um
C. kluyveri-Zellen zu erhalten, die moglichst zum GroRteil nicht in einem lysierten Zustand
vorlagen. In Abbildung 76 sind die ODgoonm-Werte und die Capronatkonzentrationen

dieser Kulturen nach 337 h Inkubation zum Zeitpunkt der Probennahme zu sehen. In allen
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Abbildung 76: A: ODsoonm, B: Capronatkonzentration von C. carboxidivorans und C. kluyveri
(simultane Cofermentationskultur), ® C. ljungdahlii und C. kluyveri (simultane
Cofermentationskultur), m C. carboxidivorans, ® C. ljungdahlii und = C. kluyveri beim Zeitpunkt

der Probennahme fiir die Elektronenmikroskopie nach einer Inkubationsdauer von 337 h.
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Kulturen war ein Anstieg der ODgoonm festzustellen. Die hochste ODggonm Mit einem Wert
von 1,17 wurde von der C. ljungdahlii-Kultur erreicht, gefolgt von der Kultur von
C. ljungdahlii zusammen mit C. kluyveri mit einer ODgoonm von 0,44. Die andere
Cofermentationskultur erreichte eine ODgoonm von 0,20. Die Kultur, die ausschlieRlich
C. kluyveri enthielt, erzielte eine ODgoonm von 0,18, wahrend die Kultur, die nur
C. carboxidivorans enthielt, eine ODegoorm Vvon 0,16 erreichte. Die hochste
Capronatkonzentration wurde in der C. kluyveri-Kultur mit einer Konzentration von
31,3 mM detektiert. Capronat konnte mit Konzentrationen von 1,7 mM
(C. carboxidivorans und C. kluyveri) bzw. 2,5 mM (C. ljungdahlii und C. kluyveri) auch in
den zwei Cofermentationskulturen nachgewiesen werden. Somit haben die
Cofermentationen bereits nach 337 h Capronat gebildet. In den Reinkulturen von
C. carboxidivorans und C. ljungdahlii konnte kein Capronat detektiert werden.

Im Folgenden werden nun die elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt und

erldutert. Die ersten Aufnahmen, welche mittels eines Rasterelektronenmikroskops

Abbildung 77: A-D: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Bakterienzellen aus einer
C. carboxidivorans-Kultur erstellt mit dem Rasterelektronenmikroskop Hitachi S-5200

UltraHigh Resolution FE.
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erstellt wurden (Abbildung 77), zeigen Einzelzellen einer C. carboxidivorans-Kultur. Zu
erkennen sind stabchenformige Bakterien mit einem Durchmesser von ca. 0,6-0,9 um und
einer Ldnge von ca. 8-9 um. Auffillig waren die glatten Oberflachen der Bakterienzellen.
Peritrich angeordnete Flagellen wurden vereinzelt festgestellt. In einer der
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 77 D) ist eine fast
abgeschlossene Zellteilung zu erkennen. In der praparierten Kulturprobe, welche der
C. ljungdahlii-Kultur entstammte, waren ebenfalls stabchenformige Bakterien zu sehen
(Abbildung 78). Diese waren jedoch kleiner als die zuvor beschriebenen Bakterien. Der
Durchmesser betrug ca. 0,5-0,6 um, wahrend die Lange ca. 3-4 um betrug. In allen
Aufnahmen (Abbildung 78 A-D) ist eine peritriche Begeillelung zu sehen und in einer
Aufnahme (Abbildung 78 A) sind zwei Zellen zu sehen, die sich in der Zellteilung befinden.
Die Oberflache der Bakterien erscheint relativ glatt, jedoch auch etwas grober verglichen

mit den Zellen in der Probe der C. carboxidivorans-Kultur.

Abbildung 78: A-D: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Bakterienzellen einer
C. ljungdahlii-Kultur erstellt mit dem Rasterelektronenmikroskop Hitachi S-5200 UltraHigh

Resolution FE.
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In der praparierten Kulturprobe, welche der C. kluyveri-Kultur entstammt, waren im
Gegensatz dazu Zellen mit einer sehr rauen und ungleichmaBigen Oberfliche zu sehen
(Abbildung 79). Zellen aus dieser Kultur erschienen bei rasterelektronenmikroskopischer
Betrachtung stabchenformig und wiesen einen Durchmesser von ca. 0,6 um auf, wahrend
die Zelllange ca. 5-6 um betrug. Eine BegeilRelung konnte nicht festgestellt werden, jedoch
sind zellassoziierte Strukturen erkennbar (Abbildung 79 B und D). Die Struktur der Zellen,
vor allem an deren Oberflache, war von runden bis kugelférmigen Strukturen gepragt. In
der Probe waren auch einige Zellen zu sehen, die sich bereits in der Lyse befanden
(Abbildung 79 C). Vereinzelt konnten auch sporenahnliche Strukturen gesehen werden
(nicht gezeigt).

In der Cofermentationskultur von C. carboxidivorans und C. kluyveri wurden
verschiedene Bakterienzellen beobachtet, die sich morphologisch voneinander
unterschieden (Abbildung 80). Zum einen langliche, stabchenformige Zellen, welche einen
Durchmesser von ca. 0,8-0,9 um aufwiesen und ca. 7-9 um lang waren. Interessanterweise

konnten aber auch Zellen beobachtet werden, die nahezu doppelt so lang waren

Abbildung 79: A-D: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Bakterienzellen einer

C. kluyveri-Kultur erstellt mit dem Rasterelektronenmikroskop Hitachi S-5200 UltraHigh
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(Abbildung 80 A). Des Weiteren konnten Zellen in der Phase der Zellteilung beobachtet
werden (Abbildung 80 A und B). Die Oberflachen der meisten Zellen erschienen sehr glatt.
Dariber hinaus wurden in dieser Probe auch Zellen gesehen, welche zwar stabchenformig
waren und den gleichen Durchmesser von ca. 0,7-0,8 um aufwiesen, aber mit einer Lange
von ca. 5 um deutlich kiirzer waren (Abbildung 80 C und D). Diese Zellen zeigten zudem
eine vergleichsweise raue Oberflachenstruktur. Beide Zelltypen zeigten vereinzelt eine
peritriche BegeiRelung.

In der zweiten Cofermentationskultur mit C. ljungdahlii und C. kluyveri wurden auf
Grundlage der morphologischen Betrachtung ebenfalls zwei unterschiedliche Arten von
Bakterienzellen gesehen (Abbildung 81). Alle Zellen wiesen mit ca. 0,5-0,6 um einen
dhnlichen Durchmesser bzw. mit ca. 3-5 um eine dhnliche Lange auf. Deutlicher waren die
Unterschiede aber in der Beschaffenheit der Zelloberflache. So waren zum einen Zellen
mit glatter Oberflache zu sehen (Abbildung 81 A) und zum anderen Zellen mit einer sehr

unebenen rauen Oberflache (Abbildung 81 D). In einer Aufnahme (Abbildung 81 B) sind

Abbildung 80: A-D: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Bakterienzellen einer
Cofermentationskultur mit C. carboxidivorans und C. kluyveri erstellt mit dem

Rasterelektronenmikroskop Hitachi S-5200 UltraHigh Resolution FE.
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beide unterschiedlichen Zelltypen direkt nebeneinander zu sehen, wobei die
Unterschiede klar zu erkennen sind. Eine peritriche BegeiBRelung ist bei beiden Zellformen

zu erkennen und alle Bakterien waren stabchenformig.

Abbildung 81: A-D: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Bakterienzellen einer
Cofermentationskultur mit C. ljungdahlii und C. kluyveri erstellt mit dem

Rasterelektronenmikroskop Hitachi S-5200 UltraHigh Resolution FE.
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4 Diskussion

4.1 Konstruktion eines Biosyntheseweges zur Produktion von Capronat mittels
rekombinanter acetogener Staimme

Mittels ,,metabolic engineering” sollte ein Biosyntheseweg konstruiert werden, der die
Produktion von Capronat, ausgehend von Synthesegas in acetogenen Bakterien
ermoglicht. Wie zuvor beschrieben (3.1) wurde dieser Biosyntheseweg in zwei Teilschritte
unterteilt. Zum einen sollte durch Einbringen von Genen aus C. acetobutylicum Acetyl-
CoA zu Butyryl-CoA umgewandelt werden und zum anderen dieses dann weiter durch
Gene aus C. kluyveri zu Capronyl-CoA umgesetzt werden. Die notwendigen Gene aus
C. acetobutylicum befanden sich bereits auf dem Plasmid pMW 2, welches im Rahmen
einer Dissertation der Universitdit Ulm, mit der Zielsetzung einer rekombinanten
Butanolsynthese, erstellt wurde (Wensche, 2012). Fiir die Zwecke dieser Dissertation
enthielt dieses Plasmid das Butyraldehyd-/Butanol-Dehydrogenase-Gen aus
C. acetobutylicum (adhE). Dieses Gen ware fiir die Zwecke der hier vorliegenden Arbeit
storend gewesen, da mittels des von diesem Gen codierten Enzyms Butyryl-CoA zu
Butanol umgewandelt worden ware, womit ein Teil des Butyryl-CoA’s fir die
weitergehende Synthese von Capronat weggefallen wéare. Dieses Gen wurde aus dem
Plasmid pMW 2 entfernt, indem es mittels Restriktionsendonukleasen ausgeschnitten
und das Plasmid anschlieend religiert wurde. Dieses Plasmid, im weiteren als pMW 2.1
bezeichnet, wurde bereits im Rahmen einer Masterarbeit der Universitdt Ulm erstellt
(Bielzer, 2013) und fraglich war nur noch dessen Funktionalitat (siehe 4.1.1).

Fiir die Erstellung des zweiten Plasmides, pMTL82151 crt2_bcd2_ etfB2_etfA2 _hbd2
(Abbildung 6) wurde ebenfalls das sogenannte traditionelle Klonieren, d.h. Klonieren mit
Verwendung von Restriktionsendonukleasen und Ligasen zum Einbau in Plasmide,
angewandt. In dieses Plasmid sollten nun zusatzlich die fir die Capronyl-CoA-Synthese
bendtigten Gene aus C. kluyveri eingefligt werden. Ein Grof3teil dieser Gene konnte auch
in dieses Plasmid kloniert werden. Das einzige noch fehlende Gen war crt2 aus C. kluyveri.
Dieses Gen sollte aus Mangel an, nach dem bereits vollzogenen Einbau der restlichen
Gene, noch vorhandenen Restriktionsschnittstellen des genutzten Vektors pMTL82151

erst mit einem Promoter ligiert werden und dann zusammen mit diesem eingebaut
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werden. Fir diesen Zweck wurde der Promoter Py aus C. acetobutylicum ausgewahlt.
Dieser Promoter wurde ausgewahlt, da mit ihm bereits zuvor sowohl in E. coli (Schuster,
2010) als auch in C. ljungdahlii (Kbpke et al., 2010) heterologe Genexpressionen erzielt
werden konnten. Die Ligation von Py und crt2 sollte durch eine SOE-PCR vollzogen
werden. Die dadurch erhaltenen DNA-Fragmente wurden sequenziert, und es wurde
immer ein Fehlen von Teilen der Promoterstruktur bemerkt, wahrend das Gen crt2 immer
komplett vorlag. Es wurde Uber einen ldngeren Zeitraum versucht, eine korrekte Ligation
zu erzielen, jedoch ohne Erfolg. Die Ursache fiir das Fehlen von Teilen der
Promotersequenz konnte nie eindeutig identifiziert werden und diese Klonierungstrategie
musste Uberdacht werden, da sie so nicht zielfiihrend war. Somit wurden die Arbeiten an
der Capronatsynthese mittels Cofermentation initiiert und intensiviert.

Dennoch kamen Uber die Zeit noch weitere Ideen bzw. neu entstandene Alternativen auf,
die die Konstruktion des rekombinanten Biosyntheseweges hatten voranbringen kénnen.
Zum einen hatte durch die Nutzung anderer E. coli-Stamme ausgeschlossen werden
kénnen, dass der verwendete Stamm E. coli XL1-Blue MRF' verantwortlich fiir die
Veranderung des Promoters Py ist. Mit hoher Wahrscheinlichkeit kénnte dieser Ansatz
jedoch auch keine Losung darstellen, da der Promoter Py, zuvor bereits in E. coli XL1-Blue
MRF' erfolgreich fiir eine heterologe Expression, um eine Produktion von Butanol in E. coli
zu erreichen, genutzt werden konnte (Schuster, 2010).

Ein vielversprechender Ansatz fiir die Losung dieses Problem sind neu entstandene und in
den letzten Jahren immer mehr beachtete Methoden der Klonierung. Wie bereits erwahnt

Ill

wurde fur die Plasmidkonstruktionen dieser Arbeit das als ,traditionell” bezeichnete
Klonieren genutzt. Das bedeutet, dass die gewiinschten Gene zuerst mittels PCR
amplifiziert und gleichzeitig Restriktionsschnittstellen eingefiigt werden. Daraufhin
werden die DNA-Fragmente in Zwischenvektoren eingebracht (TA-Klonierung) und dann
mittels Restriktionsverdau aus diesem Zwischenvektor wieder herausgeschnitten. Der
Zielvektor wird ebenfalls mit denselben Restriktionsendonukleasen geschnitten. Dann
werden geschnittener Zielvektor und DNA-Fragment noch mittels einer DNA-Ligase
zusammengefiigt.

Alternativ dazu gibt es neuere Verfahren, wie zum einen das sogenannte ,Gibson

Assembly“ (Gibson et al., 2009; New England Biolabs, MA, USA) und zum anderen das
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darauf basierende ,In-Fusion Cloning“ (Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan). Grundlegendes
Prinzip beider Methoden ist, dass die zu inserierenden DNA-Fragmente mittels PCR
amplifiziert werden und dabei gleichzeitig kurze Nukleotidsequenzen eingebaut werden,
welche entweder homolog zu weiteren einzubauenden DNA-Fragmenten und/oder
homolog zu freiliegenden Enden des Zielvektors sind. Der Zusammenbau des Plasmids
wird dann mittels Zugabe von DNA-Polymerase und DNA-Ligase durchgefiihrt. Mittels
dieser Methoden kdnnen mehrere Fragmente auf einmal in den Vektor eingebaut
werden. Da die Inkubationstemperatur in allen Arbeitsschritten unveradndert bleibt,
werden diese Verfahren auch als isotherm bezeichnet. Fiir die Klonierung in dieser Arbeit
waren diese Methoden sehr interessant. Als schwierig kdnnte es sich aber erweisen, die
grofle Anzahl an Fragmenten (7 Fragmente = 5 Strukturgene plus Promoter und
Terminator) fehlerfrei in das Zielplasmid einzubauen. Dieses Vorhaben konnte sich als
problematisch oder zumindest als langwierigerer erweisen, bis ein korrekter Einbau der
Fragmente erfolgt ist. Behelfsweise konnten auch zuvor einzelne Fragmente bereits liber
z.B. eine SOE-PCR ligiert werden, um die Anzahl der einzubringenden Fragmente zu
verringern. Diese Ligationen konnten aber auch wieder zu dem urspriinglichen Problem
flihren, welches schon bei der Ligation von Pyt und crt2 auftrat.

Generell sind noch einige weitere Aspekte bei dieser geplanten heterologen
Capronatproduktion erwahnenswert. Der angedachte Stoffwechselweg enthilt eine
relativ groBe Anzahl einzubringender Gene und damit verbundener Reaktionsschritte,
weshalb es ungewiss erscheint, ob Capronat mittels dieses Weges hatte gebildet werden
konnen. Um diese Anzahl an Genen einzubringen, hatten zwei Plasmide in ein acetogenes
Bakterium wie z.B. C. ljungdahlii eingebracht werden miissen, die zudem beide stabil
vorliegen miussten. Die Erfolgsaussicht der stabilen Coexistenz der in dieser Arbeit
genutzten Plasmide unter Nutzung zweier Antibiotika zur Selektion ist nur schwer zu
beurteilen. Weiterhin problematisch fiir eine hohe Produktausbeute kdnnte zudem sein,
dass das am Anfang benoétigte und durch den ,,Wood-Ljungdahl-Pathway” entstandene
Acetyl-CoA zum Teil einer moglichen Capronatsynthese durch die native Produktion
anderer Stoffwechselprodukte entzogen werden wiirde. So wird Acetyl-CoA zum einen

zur notwendigen Synthese von ATP mittels der Phosphotransacetylase und Acetatkinase
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zu Acetat (Mdller, 2003) und zum anderen mittels der bifunktionallen Aldehyd/Alkohol-

Dehydrogenase zu Ethanol umgewandelt.

4.1.1 Test der Funktionalitdt des Plasmid pMW 2.1 in E. coli XL1-Blue MRF'

Das Plasmid pMW 2.1 konnte wie bereits zuvor erwahnt fertig gestellt werden (Abbildung
4). Dieses Plasmid enthielt Gene des Butanolsyntheseweges aus C. acetobutylicum um,
ausgehend von Acetyl-CoA, eine Synthese von Butyryl-CoA zu erreichen (Abbildung 3).
Der Nachweis der Funktionalitdt dieses Plasmids wurde nun durch Transformation in
E. coli XL1-Blue MRF' durchgefiihrt. Zusatzlich wurde mit zwei weiteren Plasmiden jeweils
eine Thioesterase eingebracht, welche Butyryl-CoA zum nachweisbaren Butyrat
umwandeln sollte. Im durchgefiihrten Wachstumsversuch war zu sehen, dass E. coli XL1-
Blue MRF' Wildtyp und E. coli XL1-Blue MRF' [pMW 2.1] kein Butyrat und auch kein Aceton
bilden konnten. Im Falle des Wildtyps war das auch zu erwarten, da solch eine native
Produktion noch nicht beschrieben wurde. Ein anderes Ergebnis, d.h. eine Bildung von
Butyrat aus dem, in diesem Falle eventuell produzierten Butyryl-CoA, ware beim Versuch
mit E. coli XL1-Blue MRF' [pMW 2.1] moglich gewesen. Zwar wurden hier keine
Thioesterasen eingebracht, jedoch besitzt E. coli bereits die Thiosterase |, genannt TesA,
und die Thioesterase Il, genannt TesB (Lennen und Pfleger, 2012).

Im Falle von TesA wurden die hochsten Enzymaktivitdaten bei Nutzung von Acyl-CoAs mit
einer Kettenlange von C12 bis C14 als Substrat nachgewiesen (Bonner und Bloch, 1972).
Eine Hydrolyse des kurzkettigen Acetyl-CoA konnte in dieser Publikation nicht festgestellt
werden. Ein dhnliches Substratspektrum liegt bei TesB vor. Auch diese Thioesterase zeigte
die hochsten Hydrolyseaktivitdten bei Verwendung von acylhaltigen Substraten mit einer
Kettenlange von C12 bis C18. Fiir diese Bestimmung wurden in diesem Falle nicht Acyl-
CoAs gespalten, sondern die entsprechenden Acyl-ACPs. Die hydrolytische Aktivitdt von
TesB wurde auch schon in der Konstruktion von Biosynthesewegen genutzt. So wurde
TesB eingesetzt, um eine Produktion von 3-Hydroxysduren in E. coli zu erzielen (Martin et
al., 2013). Die Substrate von TesB waren in diesem Fall 3-Hydroxyacyl-CoAs. Auch eine
Produktion von 3-Hydroxyvalerat in E. coli konnte u.a. mit diesem Enzym erzielt werden
(Tseng et al., 2010). TesB wurde hier fir den letzten Schritt der Synthese genutzt und

hydrolysierte 3-Hydroxyvalerat-CoA. Besonders interessant ist die Publikation von Baek
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et al. (2013), in der TesB genau fiir den Schritt verwendet wurde, der er auch in
Zusammenhang mit dem Versuch dieser Arbeit eine Rolle spielt. Es wurde eine Produktion
von Butyrat in E. coli erzielt, wobei TesB im letzten Syntheseschritt das Butyryl-CoA zum
eben genannten Butyrat hydrolysiert. Ob nun TesB wirklich fiir diese Reaktion
verantwortlich ist, bleibt trotzdem zweifelhaft. In der Publikation von Volker et al. (2014),
deren Ziel ebenfalls eine Synthese von Butyrat in E. coli war, u.a. eben mit TesB, wurde
auch in einem der Versuche das entsprechende Gen dieser Thioesterase deletiert. Dabei
konnte jedoch kein Einfluss auf die produzierten Konzentrationen festgestellt werden, so
dass eventuell auch ein anderes Enzym fiir diese Reaktion verantwortlich sein kénnte. In
dem in dieser Arbeit durchgefihrten Wachstumsversuch mit E. coli XL1-Blue MRF' [pMW
2.1] wurde von keiner der nativ vorhandenen Thioesterasen Butyrat gebildet. Somit war
es richtig und notwendig, die zwei anderen heterologen Thioesterasen einzubringen. Im
Versuch mit E. coli XL1-Blue MRF' [pMW 2.1; pIMP_adc_tell_th/A] wurde ebenfalls keine
Bildung von Butyrat nachgewiesen. Somit scheint es, dass die hier eingebrachte
Thioesterase Tell das Butyryl-CoA nicht hydrolysieren konnte. Nachgewiesen bei Tell
wurde bisher eine niedrige Hydrolyserate von Acetyl-CoA und Butyryl-CoA (Schwarzer et
al., 2002). In der entsprechenden Kultur konnten 0,9 mM Aceton detektiert werden. Die
Ursache der Acetonbildung ist in der zusatzlichen Anwesenheit des Genes adc auf dem
transformierten Plasmid zu finden. Das Gen adc codiert eine Acetacetat-Decarboxylase,
welche ausgehend von Acetacetat Aceton unter Abspaltung von Kohlendioxid bilden kann
(Gerischer und Dirre, 1990). Dabei stellt sich die Frage, woher das Acetacetat stammt, da
es nativ von E. coli nicht gebildet werden kann. Anzunehmen ist, dass die eingebrachte
Thioesterase Tell das Acetacetat gebildet hat, indem es Acetacetyl-CoA hydrolyisert hat.
Acetacetyl-CoA wurde wiederum ausgehend von zwei Molekilen Acetat entweder durch
eine Thiolase (codiert durch thlA; vorhanden auf beiden Plasmiden) oder der nativ in
E. colivorhandenen Acetyl-CoA Acetyltransferase (codiert durch atoB) gebildet (Winzer et
al., 2000; Baek et al., 2013). Die Bildung von Aceton war kein Ziel dieses Versuchs, konnte
aber indirekt bestatigen, dass das entsprechende Plasmid vorlag und die Gene auch
abgelesen wurden.

Alle Aspekte, die gerade zur Acetonbildung genannt wurden, treffen auch auf die Kultur

mit E. coli XL1-Blue MRF' [pMW 2.1; pIMP_adc_ybgC thlA] zu. In dieser Kultur konnten
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3,2 mM Aceton detektiert werden. Wie bereits zuvor im Falle von E. coli XL1-Blue MRF'
[PMW 2.1; pIMP_adc_tell_thIA] ist davon auszugehen, dass die hier eingebrachte
Thioesterase YbgC das fiir die Acetonbildung durch die Acetacetat-Decarboxylase
bendtigte Acetacetat bilden konnte. Entscheidend in diesem Versuch war die Bildung von
1,2 mM Butyrat. Das Butyrat wurde hochstwahrscheinlich wie beabsichtigt durch
Hydrolyse von Butyryl-CoA durch die Thioesterase YbgC gebildet. Der Thioesterase YbgC
konnte bereits zuvor eine Enzymaktivitat bei Verwendung von Butyryl-CoA als Substrat
nachgewiesen werden (Zhuang et al.; 2002). Aufgrund dieser Butyratbildung konnte
davon ausgegangen werden, dass das Plasmid pMW 2.1 und der damit erstellte

Biosyntheseweg prinzipiell funktional ist.

4.2 Produktion von Capronat ausgehend von Synthesegas mittels (Co-)
Fermentationen

4.2.1 Simultane Cofermentation

Die ersten Versuche, die zur Etablierung einer nicht rekombinanten Capronatsynthese
ausgehend von Synthesegas durchgefiihnrt wurden, waren die der simultanen
Cofermentationen. Die erste durchgefiihrte simultane Cofermentation wiederum war der
Ansatz mit C. autoethanogenum und C. kluyveri. Es konnten in diesem Versuch keine
bedeutenden Unterschiede im Wachstumsverhalten der Cofermentationskulturen und
der C. autoethanogenum-Kultur festgestellt werden (Abbildung 12). Somit ist davon
auszugehen, dass die Anwesenheit von C. kluyveri keine negativen Einfllisse auf das
Wachstum von C. autoethanogenum in den Cofermentationskulturen hatte. Zudem
besteht auch die Moglichkeit, dass kein Wachstum von C. kluyveri in diesen Kulturen
stattgefunden hat. Es ist nicht eindeutig moglich, durch die Bestimmung der ODgoonm zU
beurteilen, ob ein Wachstum von C. kluyveri in den Cofermentationskulturen
stattgefunden hat, und wenn ja, wie es verlief, da in diesen Kulturen die ODgoonm VON
beiden Organismen gleichzeitig bestimmt wurde. Diese Problematik der ODsoonm-
Bestimmung betraf alle Kulturen dieser Arbeit, in denen sich zwei unterschiedliche
Organismen zu einem Zeitpunkt gleichzeitig befanden. Die relativ hohen ODggonm-Werte
der Cofermentationskulturen sind zusammen mit den detektierten

Produktkonzentrationen ein Indiz, dass hier hauptsachlich nur ein Wachstum von
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C. autoethanogenum stattgefunden hat, worauf spater noch genauer eingegangen wird.
Zu beachten ist, dass C. kluyveri selbst mit optimaler Substratversorgung (500 mM Ethanol
und 100 mM Acetat) in diesem Versuch nur eine maximale ODgoonm Von 0,32 im Falle der
Wildtyp-Kultur erreichte. Bei Erreichen solch niedriger ODgoonm-Werte ware der Beitrag
von C. kluyveri zur gesamten ODeoonm der Cofermentationskultur eher gering. Die erzielten
ODsoonm-Werte sanken nach Erreichen des Maximums wieder etwas ab, was sich auf eine
Lyse einiger Zellen zurickfihren lasst. Ein Rickgang der Zelltrockenmasse bzw. der
ODeoonm bei Kultivierungen von C. kluyveri war nach Erreichen der stationdren Phase schon
in anderen Publikationen zu erkennen (Yin et al., 2017; Reddy et al., 2017). Das Absinken
von ODgoonm-Werten im Falle von Kultivierungen von C. kluyveri war in allen
entsprechenden Versuchen dieser Arbeit zu sehen. Der pH-Wert in der
C. autoethanogenum-Kultur sank schneller ab als in den Cofermentationskulturen.
Ursachlich dafar ist die in den Cofermentationskulturen anfanglich geringere
Acetatbildung, verursacht durch die Anwesenheit von C. kluyveri. Die
Acetatkonzentrationen erreichen erst ab einer Inkubationsdauer von 575 h das Niveau
der C. autoethanogenum-Kultur. Ab diesem Zeitpunkt sind auch die Unterschiede im pH-
Wert nur noch gering und die Werte haben sich nahezu angeglichen.

Bei Betrachtung der Ethanolkonzentrationen ist deutlich zu sehen, wie die Anwesenheit
von C. kluyveri die Konzentrationen beeinflusst (Abbildung 13). In allen
Cofermentationskulturen war um den Faktor fiinf weniger Ethanol vorhanden als in der
C. autoethanogenum-Kultur. Dies ist ein starkes Indiz, dass C. kluyveri die gebildeten
Ethanolkonzentrationen verbraucht hat. Somit ist davon auszugehen, dass C. kluyveri in
dieser Kultur lebensfahig war, da die metabolische Aktivitdt in Form des
Ethanolverbrauchs vorhanden war. Anzumerken ist, dass eine héhere Ethanolproduktion
durch C. autoethanogenum als die hier in der Wildtypkultur detektierten 5 mM erhofft
wurde. In einigen Publikationen wurden durch autotrophe Kultivierungen von
C. autoethanogenum ebenfalls nur vergleichbare Ethanolkonzentrationen erreicht. So
wurden in der Erstbeschreibung von C. autoethanogenum maximal 7,7 mM Ethanol
erreicht (Abrini et al.,, 1994) und auch Cotter et al. (2009), welche den Einfluss
verschiedener Parameter auf das Wachstum von C. gutoethanogenum untersuchten,

erreichten nur eine maximale Konzentration von 1,4 mM. Deutlich ho6here
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Ethanolkonzentrationen wurden von Képke et al. (2011b) erreicht, welche im Rahmen des
Nachweises einer nativen 2,3-Butandiolproduktion auch eine Produktion von ca. 22 mM
Ethanol nachwiesen. Auch Abubackar et al. (2015), welche das Ziel hatten, den
Ethanol/Acetat-Quotienten zugunsten von Ethanol zu verschieben, erreichten fast 20 mM
Ethanol. Noch héhere Ethanolkonzentrationen mit einer Konzentration von fast 40 mM
Ethanol in einer unkontrollierten Batchfermentation wurden von Bengelsdorf et al. (2016)
publiziert. Beachtenswert ist, dass bei Kdpke et al., (2011b) und bei Bengelsdorf et al.
(2016) ein Nahrmedium genutzt wurde, das nahezu identisch zu dem war, welches in
dieser Arbeit verwendet wurde. Der Grund der unterschiedlich erzielten
Ethanolkonzentrationen liegt an den genutzten Gasphasen. Die Publikationen mit den
héheren Ethanolkonzentrationen nutzten entweder nur Kohlenmonoxid alleine oder
Synthesegase, die einen prozentual hoheren Anteil an Kohlenmonoxid und/oder einen
niedrigeren Anteil an Kohlendioxid hatten. Abrini et al. (1994) hatten schon in der
Erstbeschreibung gezeigt, dass die Ethanolkonzentration mit einem hoheren
prozentualen Anteil Kohlenmonoxid deutlich ansteigt. So bewirkte eine Erhéhung des
Anteils von Kohlenmonoxids von 33 % auf 60 % eine Steigerung der Ethanolkonzentration
um den Faktor fiinf (von 1,56 mM auf 7,7 mM). Eine mogliche Erklarung der erhohten
Ethanolproduktion liegt im Wood-Ljungdahl-Weg. Im Falle einer Nutzung von
Kohlenmonoxid als Substrat wird dieses im ersten Schritt des Methylzweiges durch die
Kohlenmonoxid-Dehydrogenase zu Kohlendioxid oxidiert und es entstehen reduziertes
Ferredoxin sowie Protonen in Form von Wasserstoff (Bengelsdorf et al., 2013). Zusatzlich
wird im Carbonylzweig reduziertes Ferredoxin eingespart, welches fir die Reduktion von
Kohlendioxid zu Kohlenmonoxid bendtigt wird. Durch diese zwei Schritte waren somit
mehr Reduktionsdquivalente in Form von reduziertem Ferredoxin vorhanden, welches
von der Aldehyd:Ferredoxin Oxidoreduktase genutzt werden kénnte, um ausgehend von
Acetat das Acetaldehyd zu bilden, welches die letzte Vorstufe der Ethanolproduktion ist.
Eine erhohte spezifische Aktivitdt der Aldehyd:Ferredoxin Oxidoreduktase in
C. autoethanogenum bei Nutzung einer Gasphase mit hoherem Anteil an Kohlenmonoxid
(42 %) gegenliber der Nutzung einer Gasphase bestehend aus Wasserstoff und
Kohlendioxid konnte in einem Fall nachgewiesen werden (20 U/mg gegeniber 8 U/mg;

Mock et al., 2015). Aufgrund von Schwierigkeiten in der Versuchsdurchfiihrung (zu hohe
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Hintergrundaktivitat beim Enzymtest) konnte die spezifische Aktivitdt hier jedoch nur in
der entgegengesetzten Reaktionsrichtung, d.h. bei der Reaktion von Acetaldehyd zu
Acetat, bestimmt werden.

Die in dieser Cofermentation erzielten Ethanolkonzentrationen waren zu niedrig, um eine
Capronatsynthese durch C. kluyveri zu ermoglichen. Moglichkeiten, wie die
Ethanolkonzentration bei Kultivierung von C. autoethanogenum gesteigert werden
konnte und wie mit diesen Organismen eine funktionale simultane Cofermentation
erreicht werden kénnte, werden noch spater in der Diskussion aufgezeigt (siehe generelle
Aspekte 4.9).

Die simultane Cofermentation von C. carboxidivorans und C. kluyveri zeigte einen
deutlichen Einfluss von C. kluyveri auf den Wachstumsparameter ODgsgonm (Abbildung 14).
Alle Cofermentationskulturen erreichten eine niedrigere ODgoonm als die
C. carboxidivorans-Kultur. Dieser Befund lasst sich leicht erklaren, da sich hier zwei
Organismen alle Nahrstoffe des Nahrmediums teilen miissen. Der pH-Wert der
Cofermentationskulturen war im Verlauf deutlich niedriger, weil im Gegensatz zur
C. carboxidivorans-Kultur héhere Konzentrationen an Sauren gebildet wurden. Die
C. carboxidivorans-Kultur wechselte bereits nach 236 h von der acidogenen in die
solventogene Phase. Die Produktion von Acetat und Butyrat nahm ab diesem Zeitpunkt
deutlich ab, und die Produktion von Butanol und Hexanol begann, wodurch auch der pH-
Wert nicht weiter abfiel. Die Ethanolkonzentrationen der Cofermentationskulturen
wurden durch die metabolische Aktivitdt von C. kluyveri niedrig gehalten (Abbildung 15).
Im Vergleich dazu konnte ohne den Einfluss von C. kluyveri die Ethanolkonzentration wie
in der C. carboxidivorans-Kultur immer weiter steigen. Die Acetatkonzentrationen waren
in den Cofermentationskulturen sogar hoher, was daran lag, dass die C. carboxidivorans-
Kultur schon frih die acidogene Phase verlassen hatte. Die Cofermentationskulturen und
die C. carboxidivorans-Kultur bildeten Butanol und Hexanol, wobei nur noch in der
C. carboxidivorans-Kultur eine stetige Zunahme nach 333 h festgestellt wurde. Die
Produktion von Butanol und Hexanol korrelierte in den Cofermentationskulturen mit der
Aktivitat von C. kluyveri v.a. mit der Capronatproduktion und stagnierte dann. Es scheint
wahrscheinlich, dass zu diesem Zeitpunkt von C. carboxidivorans Butyrat und Capronat

wahrend der Bildung in den Cofermentationskulturen in die entsprechenden Alkohole
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umgewandelt wurden. Es ist davon auszugehen, dass Butanol und Hexanol in den
Cofermentationskulturen von C. carboxidivorans gebildet wurden und nicht von
C. kluyveri. Eine Bildung von Butanol und Hexanol durch C. kluyveri wurde bisher nur bei
Verwendung von Succinat oder 4-Hydroxybutyrat als Substrat beschrieben (Kenealy und
Waselefsky, 1985). Butyrat und Capronat entstanden ebenfalls in allen
Cofermentationskulturen, aber erst nach ca. 236 h Inkubation, was zeigt, dass C. kluyveri
eine langere Anpassungszeit bendtigte, bis es die Produktion beginnen konnte. Es ist stark
davon auszugehen, dass hohere Konzentrationen an Capronat hatten erreicht werden
konnen, aber C. carboxidivorans einen Teil zu Hexanol umgesetzt hat. Durch die
Korrelation der Stoffwechselparameter ist davon auszugehen, dass Capronat in den
Cofermentationskulturen von C. kluyveri produziert wurde und nicht von
C. carboxidivorans. Eine Produktion ausgehend von C. carboxidivorans wirde keine
Problematik darstellen, da die Zielsetzung einer Produktion von Capronat, ausgehend von
Synthesegas, auch in diesem Falle gegeben ware. Inwiefern diese Cofermentation noch
zu optimieren ware, wird im spateren Verlauf noch erldutert (siehe generelle Aspekte

4.9).

Fir die letzte simultane Cofermentation wurden C. ljungdahlii und C. kluyveri verwendet.
Im Vergleich zur zuvor beschriebenen Cofermentation mit C. carboxidivorans erreichten
hier die Cofermentationskulturen sogar héhere ODegoonm-Werte als die C. ljungdahlii-Kultur
nach 354 h Inkubation (Abbildung 18). Mit Blick auf die Capronatsynthese der
reprasentativen Cofermentationskultur (Abbildung 20) ist zu sehen, dass genau zu diesem
Zeitpunkt C. kluyveri keine metabolische Aktivitdit mehr aufweist und nur deswegen
hohere ODesoonm-Werte erreicht werden, weil alle Nahrstoffe des Nahrmediums nun
C. ljungdahlii zur Verfiigung standen. Insgesamt war der ODgoonm-Wert auch gegeniiber
der C. ljungdahlii-Kultur erhdht, weil hier die ODgoonm zweier Organismen gleichzeitig
bestimmt wurde. Der pH-Wert sank in der C. ljungdahlii-Kultur schneller, da die
Saureproduktion in Form von Acetat bereits kurz nach Inkubationsbeginn angefangen
hatte (Abbildung 18; Abbildung 20). Nachdem die Synthese von Capronat und Butyrat in
der reprasentativen Cofermentationskultur abgeschlossen war, akkumulierte auch Acetat

immer mehr, und der pH-Wert sank auf dieselben Werte wie die der C. ljungdahlii-Kultur.
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Die Ethanolkonzentrationen der Cofermentationskulturen standen, wie bei allen
simultanen Cofermentationen stark, unter dem Einfluss der Anwesenheit von C. kluyveri
(Abbildung 19). Bis zu einer Inkubationszeit von 239 h war nur eine geringe
Ethanolkonzentration in der reprasentativen Cofermentationskultur nachzuweisen. Diese
stieg genau ab dem Zeitpunkt an, bei dem die Capronatsynthese geringer wurde
(Abbildung 20). Somit ist zu erkennen, dass bis zur einer Inkubationsdauer von 354 h
C. kluyveri metabolisch aktiv war, weil erst danach die Ethanolkonzentration in der
Cofermentationskultur steigen konnte. Dieselbe Situation zeigte sich im Falle der
Acetatkonzentration. Auch diese stieg in der Cofermentationskultur nicht an, solange
C. kluyveri noch metabolisch aktiv war, und erreichte erst danach fast die gleiche Hohe
wie die C. ljungdahlii-Kultur. Die Bildung von Butanol und Hexanol war bereits nach 167 h
zu sehen. Wie zuvor beschrieben, kann C. kluyveri unter diesen Bedingungen kein Butanol
und Hexanol bilden. Im Falle von C. ljungdahlii konnte die native Bildung von Butanol und
Hexanol noch nie nachgewiesen werden. Beschrieben ist jedoch die Fahigkeit von
C. ljiungdahlii Butyrat und Capronat in seine entsprechenden Alkohole, also Butanol und
Hexanol, umzuwandeln (Perez et al., 2013). Die Konzentrationen von Butanol und Hexanol
erreichten ihren Maximalwert genau zu dem Zeitpunkt, an dem auch die Bildung von
Butyrat und Capronat abgeschlossen war. Auch bei dieser Cofermentation ist davon
auszugehen, dass die Umwandlung in Butanol und Hexanol gleich nach der Bildung von
Butyrat und Capronat begann. Somit waren auch hier héhere Capronatkonzentrationen
ohne die Umwandlung zu Hexanol moglich gewesen. Auf Optimierungsmoglichkeiten
dieser Cofermentation wird spater noch verwiesen (siehe generelle Aspekte 4.9).

AbschlieBend ist zu den simultanen Cofermentationen zu sagen, dass sowohl mit
C. carboxidivorans als auch mit C. ljungdahlii jeweils zusammen mit C. kluyveri eine
erfolgreiche und reproduzierbare Synthese von Butanol, Hexanol und vor allem Capronat,
ausgehend von Synthesegas, erzielt werden konnte. C. autoethanogenum jedoch erwies

sich aufgrund der zu geringen Produktion von Ethanol als nicht geeignet.
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4.2.2 Sequentielle Cofermentation mit einem Wechsel der Gasphase wdhrend der
Kultivierung
Die zweite Versuchsreihe, die zur Etablierung einer nicht rekombinanten
Capronatsynthese ausgehend von Synthesegas durchgefiihrt wurde, war die der
sequentiellen Cofermentationen mit einem Wechsel der Gasphase wahrend der
Kultivierung. In der sequentiellen Cofermentation mit C. autoethanogenum und
C. kluyveri konnten keine Unterschiede im Verlauf der ODgoonm und des pH-Wertes
zwischen der C. autoethanogenum-Kultur und der Cofermentationskultur festgestellt
werden (Abbildung 23). Deutlich zu erkennen ist, dass ab dem Wechsel der Gasphase
(Zeitpunkt 236 h) die ODgoonm und der pH-Wert stagnierten. Ebenfalls stagnierten in der
C. autoethanogenum-Kultur und der Cofermentationskultur ab diesem Zeitpunkt die
Konzentrationen von Acetat und Ethanol (Abbildung 24). Es ist davon auszugehen, dass
durch den Wechsel der Gasphase der Stoffwechsel von C. autoethanogenum zum Erliegen
kam. Gewechselt wurde die Gasphase von Synthesegas auf N2/CO, (80 % N2 und 20 %
CO,). Der Stickstoff dient in dieser Gasphase als fiir den Energiestoffwechsel inertes Gas,
sowie fir die Schaffung von anaeroben Bedingungen. Kohlendioxid kann von acetogenen
Bakterien wie C. autoethanogenum als Kohlenstoffquelle genutzt werden. Jedoch zieht
die Nutzung von Kohlendioxid einige Konsequenzen nach sich. Im Carbonylzweig des
Wood-Ljungdahl-Weges ist fiir die Reduktion von Kohlendioxid in Kohlenmonoxid
reduziertem Ferredoxin, notig und im Methylzweig kommt es zu keiner Bildung von
reduziertem Ferredoxin, da keine Oxidation von Kohlenmonoxid in Kohlendioxid
stattfindet (Bengelsdorf et al., 2013). Dieser Mangel an Reduktionsdquivalenten kann
kompensiert werden, wenn die verwendete Gasphase zusatzlich Wasserstoff enthalt. Im
Falle der Anwesenheit von Wasserstoff wird mittels einer elektronenbifurkierenden
Hydrogenase neben Protonen und NADH + H* auch reduziertes Ferredoxin gebildet
(Bengelsdorf et al., 2013). Generell zu beachten ist, dass reduziertes Ferredoxin essentiell
fir den Metabolismus acetogener Bakterien ist. So wird u.a. reduziertes Ferredoxin
bendtigt, um  mittels des membrangebundenen  RNF-Komplexes einen
Protonengradienten zwischen intrazellularem und extrazellularem Bereich zu schaffen
(Mock et al, 2015). Dieser Protonengradient wird durch eine ebenfalls

membrangebundene ATPase genutzt, um ATP zu generieren. Aufgrund der oben
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genannten Auswirkungen wird bei Kultivierung von acetogenen Bakterien, bei Nutzung
von Kohlendioxid, immer ein Gemisch zusammen mit Wasserstoff verwendet. Somit dient
Kohlendioxid bei diesen Gemischen als Kohlenstoffquelle und Wasserstoff als
Energiequelle (Wiechmann und Miiller, 2017). Die genannten Punkte liefern eine gute
Erklarung, warum es im Falle dieser (und auch der restlichen) sequentiellen
Cofermentationen zu keiner metabolischen Aktivitdit mehr nach dem Wechsel der
Gasphase kam. Eine Moglichkeit, wie der Stoffwechsel von C. autoethanogenum dennoch
hadtte am Laufen gehalten werden konnen, liegt an dem Produktspektrum von C. kluyveri.
Dieses produziert namlich neben Butyrat und Capronat auch Wasserstoff (Barker und
Taha, 1942; Seedorf et al., 2008). Im Falle eines metabolisch (sehr) aktiven C. kluyveri in
der Cofermentationskultur hatte C. autoethanogenum eventuell genug Wasserstoff zur
Verfiigung gehabt, und beide Organismen hatten davon profitieren kdnnen. Dieser
Gedankengang lasst sich auch auf die anderen sequentiellen Cofermentationen mit einem
Wechsel der Gasphase Ubertragen. In dieser sequentiellen Cofermentation mit
C. autoethanogenum war nur eine geringe metabolische Aktivitat von C. kluyveri
vorhanden, da in der Cofermentationskultur die Ethanolkonzentration nur gering 100 h
nach der Zugabe von C. kluyveri abnahm (Abbildung 24). Die Tatsache, dass in den
Cofermentationskulturen mehr Ethanol gebildet wurde als in der entsprechenden
C. autoethanogenum-Kultur, erscheint zufédllig, da alle Kulturen unter gleichen
Bedingungen kultiviert wurden. Auch durch Verschleppung von Ethanol aus der
C. kluyveri-Vorkultur in die Cofermentationskultur ldsst es sich nicht erklaren, da damit
nicht so hohe Konzentrationen erreicht worden waren (siehe auch 4.7). Die vorhandenen
Ethanolkonzentrationen von ca. 10 mM ermaoglichten eine geringe Produktion von 0,6 - 1
mM Butyrat und 0,5 - 1,2 mM Capronat. Somit war diese Cofermentation funktional, aber
die produzierten Konzentrationen erwiesen sich als sehr gering. Hauptproblematik war
die durch den Gaswechsel zu friih unterbrochene Ethanolproduktion des acetogenen
Bakteriums sowie die Tatsache, dass C. autoethanogenum keine hohen
Ethanolkonzentrationen erreichte, wie auch bereits zuvor festgestellt wurde (4.2.1). Der
verhéltnismaRig friihe Zeitpunkt des Gaswechsels in der sequentiellen Cofermentation

wurde gewahlt, damit noch geniigend Nahrstoffe fir C. kluyverivorhanden waren und der



176 Diskussion

pH-Wert der acetogenen Kultur noch nicht so weit gesunken war, dass er das Wachstum
von C. kluyveri inhibieren wiirde.

Im Falle der sequentiellen Cofermentation von C. carboxidivorans und C. kluyveri lag eine
dhnliche Situation vor. Ab dem Zeitpunkt des Gasphasenwechsels und der Zugabe von
C. kluyveri war entweder eine Stagnation oder nur geringe Anderung der ODsoonm, des pH-
Wertes und der Produktkonzentrationen zu beobachten (Abbildung 25; Abbildung 26).
Die Griinde dafir sind wie zuvor (sequentielle Cofermentation mit C. autoethanogenum)
in der geringeren Bildung an Reduktionsdquivalenten zu finden. Zwar konnte
C. carboxidivorans in den Cofermentationskulturen bis zum Zeitpunkt des Gaswechsel ca.
17 mM Ethanol produzieren, jedoch konnte nicht festgestellt werden, dass dieses von
C. kluyveri als Substrat genutzt wurde. Zum Zeitpunkt der Zugabe von C. kluyveri war der
pH-Wert der Cofermentationskulturen bereits auf einen Wert von ca. 4,8 abgefallen.
Dieser niedrige pH-Wert hatte eine Aktivitdit von C. kluyveri und somit eine
Capronatsynthese verhindert (siehe auch 4.6). Aufgrund der unterbrochenen
metabolischen Aktivitat von C. carboxidivorans konnte auch keine Produktion von Butanol
und Hexanol festgestellt werden.

Die sequentielle Cofermentation von C. ljungdahlii und C. kluyveri erbrachte ebenfalls ein
unzufriedenstellendes Ergebnis. Nach dem Austausch von Synthesegas durch N,/CO;
konnte in der Cofermentationskultur sowie der C. ljungdahlii-Kultur keine Anderung der
ODesoonm mehr festgestellt werden (Abbildung 27). Ein weiteres Wachstum von
C. ljungdahlii war unter dem Vorhandensein von nur noch Kohlendioxid als Substrat nicht
mehr moglich (siehe Begriindung weiter oben). Im Falle der pH-Werte, der Acetat- und
Ethanolkonzentration konnten nach Wechsel der Gasphase noch deutliche
Veranderungen gesehen werden. Der pH-Wert der Cofermentationskultur und
C. ljungdahlii-Kultur fiel nach dem Wechsel der Gasphase noch weiter, was sich durch die
weiterhin stattfindende Acetatsynthese in diesem Zeitraum erklaren ldsst. Nun stellt sich
aber die Frage, warum hier auch nach Gaswechsel noch eine Acetatsynthese stattfand
(Abbildung 28). Die Antwort ist bei Betrachtung der Ethanolkonzentrationen beider
Kulturen zu sehen, welche nach dem Wechsel auf N»/CO, deutlich abfallen. C. ljungdahlii
nutzte in diesem Fall aufgrund des Mangels einer Energiequelle Ethanol als Substrat. Die

Fahigkeit von C. ljungdahlii, Ethanol zu verwerten, wurde bereits in der Erstbeschreibung
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festgestellt, in deren Rahmen verschiedene Substrate getestet wurden (Tanner et al.,
1993). Mittels der bifunktionalen Acetaldehyd-/Ethanol-Dehydrogenase wird Ethanol
Uber die Zwischenstufe Acetaldehyd in Acetyl-CoA umgewandelt. Das Acetyl-CoA wird
mittels der Phosphotransacetylase und Acetatkinase unter ATP-Generierung zu Acetat.
Aus diesem Grunde fallt die Ethanolkonzentration ab, und die Acetatkonzentration steigt.
Das Sinken der Ethanolkonzentration in der Cofermentationskultur erweist sich als
zusatzlich kontraproduktiv flir die mogliche Capronatsynthese von C. kluyveri. Somit
konnte mittels dieser sequentiellen Cofermentation keine Capronatsynthese erzielt
werden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die sequentielle Cofermentation mit Wechsel der
Gasphase sich als nicht erfolgreiche Methode erwiesen hat. Der Zeitpunkt der Zugabe von
C. kluyveri in die Cofermentationskulturen muss immer zwischen mehreren Faktoren
abgewogen werden. Zum einen muss fir die Produktion von Ethanol und Acetat durch
das acetogene Bakterium eine ausreichende Kultivierungsdauer vorhanden sein und zum
anderen darf der pH-Wert dieser Kultur fiir die Capronatsynthese durch C. kluyveri nicht
zu weit absinken. Aulerdem miussen im Nahrmedium der Cofermentationskultur noch
genligend Nahrstoffe fur die Kultivierung von C. kluyveri vorhanden sein. Weiterhin
negativ war, dass durch den Gaswechsel die Produktion von Ethanol und Acetat zum

Erliegen kam und sogar wieder abfiel.

4.2.3 Sequentielle Cofermentation ohne Wechsel der Gasphase wahrend der
Kultivierung
Aufgrund der Problematiken, die sich durch den Wechsel der Gasphase bei den
sequentiellen Cofermentationen ergaben, wurden diese Cofermentationen nochmals
ohne einen Wechsel der Gasphase durchgefiihrt. Die erste dieser sequentiellen
Cofermentationen war die Kultivierung von C. autoethanogenum und C. kluyveri. Das
Wachstum und der Verlauf der pH-Werte der Cofermentationskultur und
C. autoethanogenum-Kultur waren identisch (Abbildung 30). Es kam somit zu keiner
sichtbaren Beeintrachtigung von C. autoethanogenum durch die Anwesenheit von
C. kluyveri. Einen deutlichen Einfluss nahm C. kluyveri aber auf die

Ethanolkonzentrationen der Cofermentationskulturen, welche in diesen deutlich
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verringert waren (Abbildung 31). Diese Konzentrationen sanken genau zu dem Zeitpunkt,
als C. kluyveri zugeben wurde, und es ist somit davon auszugehen, dass Ethanol von
C. kluyveri als Substrat genutzt wurde. In der C. autoethanogenum-Kultur, welche als
vergleichender Malistab diente, konnte mit 5 mM wieder nur eine geringe
Ethanolkonzentration festgestellt werden. Die Griinde sind wie zuvor im geringeren Anteil
des Kohlenmonoxids am Synthesegas zu finden (4.2.1). Aufgrund der Tatsache, dass die
Capronatproduktion hauptsachlich von der Ethanolkonzentration abhéangig ist (siehe auch
4.3), konnte aufgrund der geringen Ethanolkonzentration keine Capronatproduktion
erzielt werden. Der pH-Wert der Cofermentationskulturen dirfte die Capronatsynthese
nicht blockiert haben, da dieser bei Zugabe von C. kluyveri in allen
Cofermentationskulturen noch bei 5,9 lag.

In den sequentiellen Cofermentationen von C. carboxidivorans und C. kluyveri ohne
Wechsel der Gasphase war ein deutlicher Einfluss der Anwesenheit von C. kluyveri auf die
ODeoonm der Cofermentationskulturen zu sehen (Abbildung 32). Diese war deutlich
niedrigerer als die ODeoonm der C. carboxidivorans-Kultur, und somit ist von einer
Hemmung des Wachstums von C. carboxidivorans auszugehen. Grund dafir ist, dass sich
zwei Organismen die Nahrstoffe des Ndhrmediums teilen miissen. Der pH-Wert sank in
den Cofermentationskulturen weniger stark als in der mitgefiihrten C. carboxidivorans-
Kultur. Grund hierfiir ist die erhohte Acetatbildung in der C. carboxidivorans-Kultur,
wahrend in den Cofermentationskulturen das Acetat von C. kluyveri nach dessen Zugabe
als Substrat genutzt wurde (Abbildung 34). Die Ethanolkonzentrationen der
Cofermentationskulturen wurden durch die metabolische Aktivitat von C. kluyveri
geringgehalten und waren dadurch deutlich niedriger als in der C. carboxidivorans-Kultur.
Es ist auch davon auszugehen, dass C. carboxidivorans in der Cofermentationskultur
weiterhin Ethanol produziert hatte, da es nur so zu einer deutlichen Capronatsynthese
kommen konnte, wie es hier der Fall war (Abbildung 34). Butanol und Hexanol war in den
Cofermentationskulturen in groReren Konzentrationen zu finden, was sich dadurch
erklaren lasst, dass ein Teil des gebildeten Butyrats und Capronats umgehend in die
entsprechenden Alkohole umgewandelt wurde (siehe auch 4.5). Die Butanol- und
Hexanolproduktion von C. carboxidivorans war bei Betrachtung aller Kultvierungen dieses

Organismus in dieser Arbeit nicht sehr bestandig. Ein moglicher Grund hierfir ist, dass
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C. carboxidivorans bei Kultivierungen in Tanner-Medium aufgrund der Pufferung des
Ndhrmediums nur sehr langsam niedrige pH-Werte durch Sdureproduktion erreichte.
Somit fand erst nach langer Kultivierungsdauer ein Wechsel von der acidogenen in die
solventogene Phase statt.

Bei der sequentiellen Cofermentation mit C. ljungdahlii und C. kluyveri ohne Wechsel der
Gasphase kam es nun zu einem Sonderfall der Cofermentation, welcher aber gut die
Problematik der sequentiellen Cofermentation aufzeigt. Wie bereits zuvor erwadhnt
wurden die Cofermentationskulturen in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. In diesem
Versuch kam es nun zu dem Fall, dass eine Cofermentationskultur ein anderes
Produktspektrum hatte, als die anderen zwei Kulturen. Nur dort kam es zu einer Synthese
von Butanol, Hexanol und Capronat. Zuerst wird auf diese reprasentative Kultur
eingegangen und dann erldutert, warum es in den anderen zwei Kulturen keine Synthese
gab. In der reprasentativ gezeigten Cofermentationskultur zeigte die Anwesenheit von
C. kluyveri einen deutlichen Einfluss auf die ODgoonm und den pH-Wert (Abbildung 36). Die
ODeoonm War niedriger, weil sich wiederum beide Organismen die Nahrstoffe des
Ndhrmediums teilen mussten und der pH-Wert war hoéher, weil weniger Acetat
vorhanden war bzw. gebildet wurde, welches den pH-Wert senken wiirde. Die
Acetatkonzentration wurde von C. kluyveri durch Konsumierung geringgehalten
(Abbildung 38). Auch die Ethanolkonzentration nimmt ab der Zugabe von C. kluyveri ab
und wird durch dessen Metabolismus ebenfalls geringgehalten (Abbildung 37). Wie im
Falle zuvor kann hier davon ausgegangen werden, dass weiterhin Ethanol produziert
wurde und dieses unmittelbar verstoffwechselt wurde. Durch die Bildung von Butyrat und
Capronat kam es dann auch zur Bildung von Butanol und Hexanol. Die Umwandlung der
Fettsduren in ihre entsprechenden Alkohole wurde durch C. ljungdahlii verursacht.

Der Grund, warum nur eine der drei Cofermentationskulturen eine Capronatsynthese
zeigte, kann eindeutig identifiziert werden. Zum Zeitpunkt der Zugabe von C. kluyveri
hatten die entsprechenden zwei Cofermentationskulturen bereits durch die
Acetatsynthese pH-Werte von 5,7 und 5,8 erreicht und erreichten am nachsten
Messpunkt bereits Werte von 5,3 und 5,5. Der pH-Wert der funktionalen
Cofermentationskultur lag zum Zeitpunkt der Zugabe von C. kluyveri bei 6,2. Somit war in

den zwei Cofermentationskulturen der pH-Wert fir ein metabolisch aktiven C. kluyveri zu
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niedrig (siehe auch 4.6). Dieser Befund zeigt wiederum die Problematik der sequentiellen
Cofermentation, da einerseits dem acetogenen Bakterium genug Zeit gelassen werden
muss, um die Substrate Ethanol und Acetat zu produzieren, und andererseits der pH-Wert
nicht zu tief sinken darf, damit das ganze System der Capronatsynthese noch funktioniert.
Auf diese Problematik wird u.a. auch noch im spateren Verlauf der Diskussion

eingegangen (siehe generelle Aspekte 4.9).

4.2.4 Separate biphasische Fermentation

In den simultanen und sequentiellen Cofermentationen wurden ab bestimmten
Zeitpunkten beide Organismen gleichzeitig kultiviert, was zur Folge hatte, dass fiir keinen
der beiden Organismen optimale Bedingungen vorlagen. In der separaten biphasischen
Fermentation wurden beide Organismen raumlich und zeitlich getrennt voneinander
kultiviert. Somit wurden beide genutzten Organismen unter optimalen Bedingungen
kultiviert und dennoch blieb der Grundgedanke einer Cofermentation erhalten, da die
Kultivierung beider Organismen aufeinander aufbaute.

Diese Versuche wurden nicht mehr mit C. autoethanogenum durchgefiihrt, da die
produzierten Ethanolkonzentrationen in den vorangegangenen Versuchen nicht
zufriedenstellend und nicht ausreichend fiir eine Capronatsynthese durch C. kluyveri
waren (4.2.1; 4.2.2; 4.2.3). Die erste separate biphasische Fermentation wurde mit zuerst
stattfindender Kultivierung von C. carboxidivorans und dann mit anschlieBender
Kultivierung von C. kluyveri in prapariertem Medium durchgefiihrt, welches der ersten
Kultivierung entstammte. Die Kultivierung von C. carboxidivorans wurde zu bisherigen
Kultivierungen leicht abgewandelt. In den simultanen und sequentiellen
Cofermentationen wurde es unterlassen, die Kulturen zur besseren Substratversorgung
zu schiitteln. Damit sollte verhindert werden, dass Kohlenmonoxid in das Ndhrmedium
diffundiert und C. kluyveri inhibiert (siehe auch 4.4). Die Kultivierung der acetogenen
C. carboxidivorans-Vorkulturen erfolgte nun unter schiittelnden Bedingungen, um eine
optimale Substratversorgung mit Synthesegas zu erreichen. Die C. carboxidivorans-
Kulturen zeigten unter diesen Bedingungen ein Wachstumsverhalten und
Produktspektrum, wie es zuvor in dieser Arbeit noch nicht festgestellt werden konnte.

Auffallend war im Falle der reprasentativ gezeigten Kulturen ein biphasisches Wachstum
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mit einem dazu nicht korrelierenden pH-Wert, welcher nur am Ende der Kultivierung sank
(Abbildung 41). Besonders auffallend und abweichend gegeniiber bisherigen
Kultivierungen war, dass in diesem Falle zuerst eine deutliche Ethanolproduktion und nur
eine sehr geringe Produktion von Acetat stattfand (Abbildung 42; Abbildung 43). Eine
mogliche Begriindung ist die Kultivierung unter schiittelnden Bedingungen. Eventuell
wurden durch die verbesserte Substratversorgung deutlich mehr Reduktionsaquivalente
gebildet, welche zur Aufrechterhaltung des Stoffwechsels regeneriert werden mussen.
Diese Regeneration erfolgte in diesem Fall durch die sofort stattfindende Bildung von
Ethanol. Die niedrigen Acetatkonzentrationen lassen sich dadurch erklaren, dass Acetat
direkt zu Ethanol umgewandelt wurde, ebenfalls unter Regeneration von
Reduktionsdquivalenten. Eine Akkumulation von Acetat im Medium war erst
festzustellen, als die Ethanolkonzentration stagnierte und dann auch nur in zwei der
insgesamt vier (mit der Kontrollkultur) Kulturen. Sobald die Acetatkonzentration anstieg,
liess sich auch die Bildung von Butanol, Hexanol und Capronat in der zweiten
Wachstumsphase feststellen. Die Bildung dieser Substanzen bildet eine weitere
Alternative der Regeneration von Reduktionsdquivalenten. Eine genaue Begriindung,
warum diese zweite Wachstumsphase nur in zwei der vier Kulturen stattfand, kann nicht
gegeben werden. Dieses war in dieser Arbeit die erste Kultivierung von C. carboxidivorans
unter schiittelnden Bedingungen und es sollten weitere Versuche durchgefiihrt werden,
um zu bestimmen, ob dieses Wachstumsverhalten reproduzierbar auftritt.
Interessanterweise war es durch diese Bedingungen erstmals moglich eine
Capronatsynthese durch Kultivierung von C. carboxidivorans zu erzielen. Entscheidend
war es, mittels der acetogenen Vorkulturen Ethanol zu produzieren, was in allen Kulturen
erzielt werden konnte, auch wenn die Konzentrationen deutlich geringer ausfielen als in
bisherigen Kultivierungen von C. carboxidivorans in dieser Arbeit. Fiir zukiinftige Versuche
dieser Art sollte daran gearbeitet werden, Bedingungen zu schaffen, um mit acetogenen
Vorkulturen von C. carboxidivorans moglichst hohe Ethanolkonzentrationen bei
gleichzeitiger Capronatsynthese zu erzielen. Damit wdren optimale Bedingungen
geschaffen, um eine hohe Gesamtcapronatkonzentration mittels der Kultivierung von
C. kluyveri in davon ausgehend prapariertem Medium zu erzielen. Die Bedingungen dafiir

mussten durch weitere Wachstumsexperimente bestimmt werden.
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Die acetogene Vorkultur und die mitgefiihrte Kontrollkultur wurden wie in 2.3.1.2
beschrieben prapariert. Durch die Praparation kam es zu einer Verringerung der durch die
Kultivierung erzielten Substratkonzentrationen, was in der Art und Weise dieser Methodik
unvermeidbar war. Urspringlich waren in den acetogenen Vorkulturen 100 ml
Ndhrmedium enthalten. Durch Probennahme hatten die Kulturen bei Beendigung der
Kultivierung der acetogenen Stamme je nach Versuch nur noch ein Volumen von ca. 69
ml (C. carboxidivorans) bzw. ca. 63 ml (C. ljungdahlii). Aufgrund der Tatsache, dass nach
mehrwochiger Kultivierung der acetogenen Stamme der GroRteil der Nahrstoffe des
Nahrmedium verbraucht war, mussten diese wieder zugefiigt werden. Nach Zugabe der
entsprechenden Mengen Hefeextrakt, Spurenelemente, Vitamine und Mineralien
(enthalten in der Supplementlésung; siehe 2.3.1.2) wurde das Volumen auf 100 ml mit
anaeroben Wasser aufgefillt, weil dieses Volumen die Grundlage der Berechnung war
und somit dieselbe Konzentration der Ndhrstoffe vorlag wie im Originalmedium. Dadurch,
dass dem praparierten Medium ca. 31 ml bis 37 ml anaerobes Wasser und
Supplementlosung zugeben wurden, wurden die Substratkonzentrationen durch
Verdlinnung um ca. ein Drittel verringert. Aus diesem Grund waren die
Anfangskonzentrationen im praparierten Medium stets geringer als in der Kultivierung
der acetogenen Kulturen zuvor erreicht. Wie dieser negative Aspekt vermieden werden
konnte, wird noch spater in der Diskussion erldutert (siehe generelle Aspekte 4.9).

Die Kultivierung von C. kluyveri in ausgehend von C. carboxidivorans-Kulturen
prapariertem Medium erbrachte trotz dieser verringerten Substratkonzentrationen eine
Capronatsynthese in  allen  Kulturen (Abbildung 47). Die gebildeten
Substratkonzentrationen waren somit ausreichend und in Korrelation zur
Capronatsynthese sanken die Ethanol- und Acetatkonzentrationen in allen Kulturen
deutlich ab. Der Verbrauch der Substrate Ethanol und Acetat war bereits kurz nach Beginn
der Kultivierung feststellbar. Somit ist davon auszugehen, dass durch die in diesem Falle
optimal vorliegenden Bedingungen (Gasphase und pH-Wert) die Anpassungszeit (,lag“-
Phase) von C. kluyveriverkirzt wurde. Im Falle der reprasentativen Kultur dieses Versuchs
konnten 15 mM Capronat detektiert werden. Dieser Wert stellt die hochste Konzentration
dar, die mittels Cofermentation in dieser Arbeit erzielt werden konnte. Moglich war diese

hohe Konzentration vor allem auch, weil in diesem Falle bereits die acetogene
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C. carboxidivorans-Kultur Capronat bilden konnte. Diese Cofermentation kdnnte somit
einen ldealfall darstellen. Die Konzentrationen an Butanol und Hexanol, welche ebenfalls
aus der acetogenen Vorkultivierung stammten, blieben unverdandert, was zeigt, dass
C. kluyveri diese Substanzen nicht als Substrat nutzen konnte und diese auch nicht
umwandeln konnte. Mittels der mitgefihrten Negativ- bzw. Sterilitdtskontrolle sollte
Uberpruft werden, ob im prdparierten Medium lebensfdhige Bakterienzellen der
acetogenen Vorkultur vorhanden waren. Da in dieser Kontrollkultur keine Anderung der
Stoffwechsel- und Produktparameter festzustellen war, ist ein Einfluss der acetogenen
Vorkultur auf die Kultivierung von C. kluyveri in diesem Medium auszuschlieRen. Zu
beachten ist aber, dass sich trotzdem noch Bakterienzellen der acetogenen Vorkultur in
diesem Medium befunden haben kénnten, aber durch die verdanderte Gasphase diese
nicht kultivierbar waren bzw. keine Energiequellen vorhanden waren.

Die zweite separate biphasische Fermentation wurde mit der Kultivierung unter
schiittelnden Bedingungen von C. ljungdahlii als acetogene Vorkultur begonnen. Hierbei
kam es im Gegensatz zur Kultivierung von C. carboxidivorans zu keinen unerwarteten
Resultaten. Mit allen Kulturen konnte Ethanol und Acetat produziert werden, was auch
das Ziel war (Abbildung 50). Im Vergleich zu weiteren in dieser Arbeit durchgefiihrten
Kultivierungen von C. ljungdahlii waren die Ethanolkonzentrationen mit 20 mM deutlich
niedriger. So wurden in anderen Kultivierungen von C. ljungdahlii ca. 40 — 50 mM erreicht
(Abbildung 19; Abbildung 68). Somit gab es keinen positiven Effekt der schiittelnden
Bedingungen auf die Ethanolproduktion, welcher eigentlich erhofft wurde. Die erzielten
Konzentrationen an Ethanol und Acetat wurden, wie im Falle zuvor, wieder durch die
Praparation um ca. ein Drittel verringert. Unter den fiir C. kluyveri optimalen Bedingungen
(Gasphase und pH-Wert) war wiederum kurz nach Inokulation ein Wachstum ohne
langere Anpassungsphase festzustellen (Abbildung 52). Die pH-Werte blieben, wie in der
vorhergehenden Kultivierung von C. kluyveri in prapariertem Medium, nahezu
unverandert, da die produzierten Konzentrationen an Sduren durch das Puffersystem des
Ndahrmediums (MES-Puffer) abgefangen wurden. Aufgrund der Tatsache, dass nur
verhéltnismaRig wenig Ethanol als Substrat vorhanden war, wurde dieses in allen Kulturen
komplett von C. kluyveri verbraucht. Auch die Acetatkonzentrationen nahmen dazu

korrelierend ab. Butyrat und Capronat konnten in allen praparierten Medien produziert
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werden, wenn auch aufgrund der niedrigen initialen Ethanolkonzentrationen nur in
geringen Konzentrationen von 3-4 mM (siehe auch 4.3). Es wurde in diesen Kultivierungen
deutlich mehr Butyrat als Capronat durch C. kluyveri gebildet (Abbildung 54). Der Grund
dafir ist im Ethanol/Acetat-Quotienten zu finden. Es lag im praparierten Medium deutlich
mehr Acetat als Ethanol vor, was eine Steigerung der Butyratkonzentration bewirkt. Der
Sachverhalt, dass ein in Richtung des Acetats verschobener Ethanol/Acetat-Quotient die
Butyratkonzentrationen steigert bei gleichzeitiger Verringerung der Capronatproduktion,
wurde sowohl schon in anderen Publikationen (Weimer und Stevenson, 2012; Yin et al.,
2017) als auch in dieser Arbeit festgestellt (siehe auch 4.3).

Ein entscheidender Vorteil der separaten biphasischen Fermentation war es, dass beide
Organismen unter ihren jeweiligen optimalen Bedingungen kultiviert werden konnten.
Somit kam es zu keiner Beeintrachtigung von C. kluyveri durch die acetogenen Stamme,
weder durch das Absinken des pH-Wertes wahrend der Kultivierung, noch durch die
Konkurrenz um die im Ndhrmedium vorhandenen Nahrstoffe. Die Kultivierung der
acetogenen Vorkulturen unter schittelnden Bedingungen hatte nicht die erhofften
Resultate erbracht. In weiteren Versuchen ist es notig, die optimalen Bedingungen fiir
eine erhohte Ethanolproduktion der acetogenen Kulturen festzustellen. Einige weitere
Ansatze, die zur Verbesserung u.a. dieser separaten biphasischen Fermentation fiihren

konnten, werden noch in den generellen Aspekten zur Cofermentation erldutert (4.9).

4.3 Untersuchung des Einflusses verschiedener Substratkonzentrationen auf
das Wachstum und das Produktspektrum von C. kluyveri
In den Cofermentationen wurden durch die Kultivierung der acetogenen Stamme
unterschiedliche Konzentrationen an Ethanol und Acetat in den jeweiligen Versuchen
gebildet. Die Frage, welche sich ergab, war, welche Konzentrationen an v.a. Capronat
damit durch C. kluyveri unter optimalen Bedingungen (d.h. alleiniges Wachstum) gebildet
werden konnen. In Tabelle 12 sind u.a. die erzielten Butyrat- und
Capronatkonzentrationen bei Nutzung unterschiedlichster Substratkonzentrationen zu
sehen. Deutlich erkennbar ist eine einfache Korrelation zwischen der anfanglichen
Ethanolkonzentration und der gebildeteten Capronatkonzentration. So konnten mit

hoheren Ethanolkonzentrationen auch héhere Capronatkonzentrationen erzielt werden.
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Diese Korrelation konnte auch schon in anderen Publikationen aufgezeigt werden
(Weimer und Stevenson, 2012; Yin et al., 2017). Bei Kultivierungen von C. kluyveri 3231B,
einem Stamm, welcher aus Rinderpansen isoliert wurde, konnte festgestellt werden, dass
ab Ethanolkonzentrationen von 500 mM die Capronatbildung nicht mehr deutlich
gesteigert werden konnte. Weiterhin aufschlussreich ist die Betrachtung der in dem
Versuch dieser Arbeit genutzten Ethanol/Acetat-Quotienten und deren Auswirkung auf
die Produktkonzentrationen. Im Falle eines Ethanol/Acetat-Quotienten mit einem
hoheren Wert als eins ist zu sehen, wie je nach Ansatz doppelt bis finfmal soviel Capronat
als Butyrat gebildet wurde. Bei Ethanol/Acetat-Quotienten kleiner als eins ergibt sich
genau die umgekehrte Situation und die Butyratkonzentrationen sind héher als die
Capronatkonzentrationen. Dieselbe Beobachtung konnte schon 1948 von Bornstein und
Barker gemacht werden. Etwas abweichende Resultate wurden von Yin et al. erzielt
(2017). In dieser Publikation wurden bei einer deutlichen Verlagerung des Quotienten in
Richtung Acetat (Verhaltnis Acetat zu Ethanol 8:2 und 7:3) nicht mehr Butyrat als Capronat
gebildet (Verhaltnis der Produkte zueinander ca. 1:1). Zu beachten ist aber, dass diese
Kultivierung mit Wasserstoff als zusatzlichem Elektronendonor durchgefiihrt wurde.
Ebenfalls gezeigt werden konnte in dieser Publikation, dass eine Verschiebung des
Ethanol/Acetat-Quotienten in Richtung Ethanol zu einer vermehrten Bildung von
Capronat und einer verminderten Konzentration von Butyrat fiihrt. Generell ist
anzumerken, dass es nur wenige Publikationen gibt, die im Falle von C. kluyveri die
genauen Auswirkungen der Substratkonzentrationen auf die Capronatkonzentration
untersuchten. Die meisten dieser Publikationen erschienen erst in den letzten Jahren.
Eine Erklarung fur die erhéhte Butyratproduktion bei Verschiebung des Ethanol/Acetat-
Quotienten in Richtung Acetat ldsst sich bei Betrachtung der Ethanol-Acetat-
Fermentation von C. kluyveri finden (Abbildung 2). Im Falle eines Uberschusses von Acetat
wird Butyryl-CoA vermehrt zu Butyrat durch die Butyryl-CoA/Acetat-CoA-Transferase
umgesetzt. Umgewandeltes Butyryl-CoA steht dann nicht mehr fir die Bildung von
Capronyl-CoA im zweiten Teil der Ethanol-Acetat-Fermentation zur Verfliigung. Der
Befund, dass ein zum Acetat verschobener Ethanol/Acetat-Quotienten die Bildung von
Butyrat auf Kosten von Capronat fordert, ist unginstig fir das Vorhaben der

Cofermentationen. In dieser Arbeit war bei Kultivierung von acetogenen Bakterien ein
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derartiges Produktspektrum, d.h. mehr Acetat als Ethanol wurde gebildet, mehrmals zu
sehen. Vor allem die Kultivierungen von C. autoethanogenum und C. ljungdahlii erreichten
deutlich hohere Acetat- als Ethanolkonzentrationen, was in den mitgefiihrten
Einzelkulturkontrollen (Abbildung 13, Abbildung 19, Abbildung 20, Abbildung 31,
Abbildung 37, Abbildung 38, Abbildung 50 und Abbildung 68) zu erkennen war. Da mittels
C. autoethanogenum aufgrund der geringen Ethanolbildung generell keine
Capronatsynthese erzielt werden konnte, wird darauf nicht weiter eingegangen (Griinde
fiir geringe Ethanolbildung siehe 4.2.1). Im Falle von Cofermentationen mit C. ljungdahlii
und C. kluyveri war ein deutlicher Effekt der vermehrten Produktion von Acetat gegeniiber
Ethanol zu sehen. So wurde in allen Cofermentationen, in denen eine Capronatsynthese
erzielt wurde, auch immer mehr Butyrat als Capronat produziert. Zu sehen war dieses
Produktspektrum in der simultanen Cofermentation, der sequentiellen Cofermentation
(ohne Wechsel der Gasphase) und auch der separaten biphasischen Fermentation. Es ldsst
sich somit sagen, dass der zum Acetat verschobene Ethanol/Acetat-Quotient eine
deutliche Verringerung der Capronatsynthese bedingt. Eine Moglichkeit, wie diese
Problematik umgangen werden kann, wird in den generellen Aspekten der
Cofermentation aufgezeigt (siehe auch 4.9). Bei Kultivierungen von C. carboxidivorans
konnten im Gegensatz zu C. autoethanogenum und C. ljungdahlii fir C. kluyveri glinstigere
Ethanol/Acetat-Quotienten im Produktspektrum detektiert werden. So war in den
entsprechenden  Einzelkulturkontrollen der simultanen und sequentiellen
Cofermentation ein zum Ethanol verschobener Ethanol/Acetat-Quotienten festgestellt
worden (Abbildung 16, Abbildung 33 und Abbildung 34). Im Falle der separaten
biphasischen Fermentation war der Ethanol/Acetat-Quotient aber gegensatzlich zu Acetat
verschoben, wie schon zuvor bei der Kultivierung von C. autoethanogenum und
C. ljungdahlii. Hierbei ist anzumerken, dass in diesem Versuch ein generell atypisches
Wachstumsverhalten festgestellt wurde. In der simultanen und sequentiellen
Cofermentation von C. carboxidivorans und C. kluyveri sollte aufgrund des besseren
Ethanol/Acetat-Quotienten mehr Capronat als Butyrat entstehen, was aber nicht der Fall
war. Ursdchlich dafiir ist das Wachstumsverhalten und die damit verbundene
Produktbildung von C. carboxidivorans, die in zwei Phasen eingeteilt werden. Der

anfanglichen acidogenen Phase folgt die solventogene Phase (Fernandez-Naveira et al.,
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2017b). Somit wird zuerst u.a. Acetat gebildet und dann u.a. Ethanol. Da somit zuerst
Acetat im Uberschuss fiir C. kluyveri vorlag, kam es auch in diesen Cofermentationen zu
einer erhohten Butyratbildung gegenliber Capronat. Durch die metabolische Aktivitat von
C. kluyveri wurde auch zusatzlich die Ethanolkonzentration geringgehalten und zusatzlich
Acetat produziert. So nutzt C. kluyveri das Ethanol, um durch die Phosphotransacetylase
das Intermediat Acetylphosphat zu bilden, welches durch die Acetatkinase unter
Generierung von ATP zu Acetat umgewandelt wird (Seedorf et al., 2008). Generell ist
festzustellen, dass ein Ethanol/Acetat-Quotient, der am Ende der Kultivierung festgestellt
wurde, zwar glinstig erschien fiir eine Capronatsynthese durch C. kluyveri, aber es zeigte
sich, dass zu Beginn einer Cofermentation oder zum Zeitpunkt der Zugabe von C. kluyveri
ein ganz anderer und somit fur die Capronatsynthese unginstigerer Ethanol/Acetat-
Quotient vorlag. In der separaten biphasischen Fermentation von C. carboxidivorans und
C. kluyveri war durchgehend ein zum Acetat verschobener Ethanol/Acetat-Quotient
vorhanden. Somit kann auch die vermehrte Bildung von Butyrat erkldrt werden. Wie im
Falle dieser Cofermentationen ein optimiertes Resultat erreicht werden kann, wird im
Kapitel generelle Aspekte der Cofermentation noch aufgefiihrt (siehe 4.9).

Zusammenfassend ist die Feststellung zu treffen, dass aufgrund der vorhandenen Ethanol-
und Acetatkonstellation in allen funktionalen Cofermentationen eine vermehrte Bildung
von Butyrat gegeniber Capronat festzustellen war. Dieser Versuch zeigte somit eine der
Hauptproblematiken der Cofermentation auf und hat dadurch eine hohe Bedeutung. Die
eigentliche Fragestellung, ob die produzierten Konzentrationen genauso zu erwarten
waren, ldsst sich nur begrenzt beurteilen. Fiir eine bessere Abschdtzung miissten noch
weitere Kultivierungen durchgefihrt werden, um alle Konstellationen, die in
Cofermentationen gefunden wurden, zu untersuchen. Jedoch bilden die durchgefiihrten
Kultivierungen von C. kluyveri unter Verwendung verschiedener Ethanol- und
Acetatkonzentrationen gute Ansatzpunkte zur Orientierung und helfen dem Verstdndnis

Uber die Bedingungen der Capronatsynthese.
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4.4 Untersuchung des Einflusses von Kohlenmonoxid auf das Wachstum und
den Stoffwechsel von C. kluyveri

Mittels der Versuche, deren Resultate in 3.4 dargestellt sind, wurden die Auswirkungen
der Anwesenheit von Kohlenmonoxid in der Gasphase auf C. kluyveri untersucht.
Durchgefiihrt wurden Kultivierungen von C. kluyveri unter Verwendung der Gasphasen
Kohlenmonoxid, Synthesegas (40 % CO) und N/CO,. Die Auswirkungen der
unterschiedlichen Gasphasen auf das Wachstum und Produktspektrum waren sehr
deutlich zu erkennen (Abbildung 59, Abbildung 60, Abbildung 61). In allen Kulturen, bei
denen sich Kohlenmonoxid in der Gasphase befand, konnte keinerlei Wachstum und
Stoffwechselaktivitat festgestellt werden. Es war somit ein klares und eindeutiges
Ergebnis zu erkennen. Weniger eindeutig war jedoch, ob Kohlenmonoxid toxisch oder
lediglich inhibitorisch auf C. kluyveri wirkt. Um diese Frage zu beantworten, wurde neues
Tanner-Medium ,modified” 2 mit jeweils einer Kultur inokuliert, die zuvor unter den
unterschiedlichen Gasphasen kultiviert wurde. Hier war zu erkennen, dass in der Kultur,
die mit C. kluyveri aus einer Kultur mit der Gasphase Kohlenmonoxid inokuliert wurde,
keine Wachstums- und Stoffwechselaktivitdat mehr festgestellt werden konnte (Tabelle
13). In diesem Falle ist eine toxische Wirkung von Kohlenmonoxid anzunehmen, da davon
auszugehen ist, dass in der Kultur, aus welcher inokuliert wurde, alle Bakterienzellen
abgetotet wurden und die Bildung von Sporen nicht mehr moéglich war. Die Kultur, welche
inokuliert wurde mit C. kluyveri, welche zuvor unter der Gasphase Synthesegas inkubiert
wurde, zeigte in Bezug auf den Verlauf der ODgoonm keine Unterschiede zu sonstigen
Kultivierungen von C. kluyveri. Diese Kultur hatte aber ein Defizit in der
Stoffwechselaktivitat, da die Capronatkonzentration um mehr als das Doppelte reduziert
war. Bezogen auf diese Kultur schien das im Synthesegas vorhandene Kohlenmonoxid
nicht ausreichend, um alle Bakterienzellen abzutoten. Der Stoffwechsel und das
Produktspektrum wurden jedoch weiterhin negativ beeinflusst. Es ist zu beriicksichtigen,
dass diese Versuche zur Feststellung der noch vorhandenen Lebensfihigkeit der
Bakterienzellen nur in einer Einfachbestimmung durchgefiihrt wurden. Fiir genauere
Aussagen wéaren noch weitere Testreihen erforderlich.

Die Griinde, warum Kohlenmonoxid einen toxischen Einfluss auf C. kluyveri hat, sind nicht

sofort ersichtlich. Es wurden diese Problematik betreffend bisher keine Publikationen
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veroffentlicht. Lediglich Diender et al. (2016) haben den toxischen Einfluss von
Kohlenmonoxid auf C. kluyveri festgestellt. In dieser Publikation wurde an einer
Cofermentation von C. autoethanogenum und C. kluyveri gearbeitet. In dieser Publikation
wurden aber keine Kultivierungen von C. kluyveri unter der Gasphase Kohlenmonoxid
gezeigt und es wird auch keine Erklarung oder Referenz aufgezeigt, warum
Kohlenmonoxid toxisch ist. Aufschluss oder einen Hinweis geben kann die Publikation von
Seedorf et al. (2008). Dort ist die Aussage zu finden, dass die [FeFe]-Hydrogenase (HydA)
von C. kluyveri eine hohe Sequenzadhnlichkeit aufweist zu der [FeFe]-Hydrogenase von
C. pasteurianum. Bei dieser Hydrogenase konnte bereits die Inhibierung durch exogen
zugefligtes Kohlenmonoxid mittels der Arbeit an Zellextrakten von C. pasteurianum
gezeigt werden (Lemon und Peters, 1999). Auch im Falle von C. acetobutylicum konnte
gezeigt werden, dass Kohlenmonoxid die Hydrogenase inhibiert (Kim et al., 1984).
C. kluyveri besitzt eine ferredoxinabhangige Hydrogenase, welche fiir die Bildung von
Wasserstoff verantwortlich ist und dabei Ferredoxin in die oxidierte und wieder nutzbare
Form d{berfihrt (Seedorf et al., 2008). Die Inhibierung der Hydrogenase durch
Kohlenmonoxid kdonnte eventuell in weiteren Versuchen experimentell nachgewiesen
werden. Durchzufiihren waren Kultivierungen von C. kluyveri mit steigenden
Kohlenmonoxidanteilen in der Gasphase. Uberpriift werden misste dann, ob mit htheren
Kohlenmonoxidanteilen auch weniger Wasserstoff produziert wird. Moglich wére dieses
durch die gaschromatographische Analyse der Gasphase. In der Theorie besteht die
Moglichkeit, dass C. kluyveri selbst die Toxizitdt von Kohlenmonoxid verringern kdnnte.
Dafiir notig ware das Vorhandensein einer Kohlenmonoxid-Dehydrogenase. Dieses Enzym
kann Kohlenmonoxid in Kohlendioxid umwandeln. Es wurde in C. kluyveri ein Gen
annotiert, welches fiir eine Kohlenmonoxid-Dehydrogenase kodieren konnte (Seedorf et
al., 2008), jedoch konnte eine solche Aktivitdt bisher nicht nachgewiesen werden. Es
scheint somit eher unwahrscheinlich, dass wirklich ein solches Enzym vorhanden ist. Das
tatsachliche Vorhandensein dieses Enzyms kdnnte durch den gleichen Versuch wie bereits
zuvor beschrieben experimentell Giberprift werden. Somit sollte bei Kultivierungen von
C. kluyveri bei steigendem Kohlenmonoxidanteil in der Gasphase die vermehrte Bildung

von Kohlendioxid nachgewiesen werden.
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Auch wenn die genaue physiologische Auswirkung von Kohlenmonoxid unklar bleibt, ist
dennoch der Nachweis des negativen Einflusses auf die Kultivierungen von C. kluyveri
erbracht worden. Somit ware die Nutzung von Synthesegas in den Cofermentationen
absolut nicht in Betracht zu ziehen bzw. nicht moglich, da bereits der Anteil von 40 %
Kohlenmonoxid alle Aktivitdat von C. kluyveri inhibieren wiirde. Dennoch wurden einige
erfolgreiche Cofermentationen unter der Verwendung von Synthesegas und der
gleichzeitigen Anwesenheit von C. kluyveri erreicht. Moglich gemacht wurde dies durch
die Anwesenheit der acetogenen Bakterien und deren Eigenschaften. So wandeln die
acetogenen Bakterien das fiur C. kluyveri toxische Kohlenmonoxid in das unschadliche
Kohlendioxid um. Aufgrund der funktionalen Cofermentationen ist davon auszugehen,
dass diese Umwandlung immer schnell genug stattfand, um grofRe toxische Auswirkungen
auf C. kluyveri zu vermeiden. Zu einer ahnlichen Schlussfolgerung kamen auch schon
Diender et al. (2016) bei Cofermentationen mit C. autoethanogenum und C. kluyveri.
Selbst die wochentliche Auffrischung des Synthesegases in dieser Arbeit konnte die
Capronatsynthese durch C. kluyveri nicht blockieren. Nichtsdestotrotz ist von negativen
Auswirkungen des Kohlenmonoxid (d.h. geringere Produktmengen) in den
Cofermentationen aufgrund der Ergebnisse des in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchs
auszugehen. AbschlieRend ist zu sagen, dass die Methodik einer separaten biphasischen
Fermentation die in diesem Falle beste Losung darstellt. In der separaten biphasischen
Fermentation konnen alle genutzten Organismen unter den fiir sie optimalen Gasphasen
inkubiert werden und somit ein negativer Effekt von Kohlenmonoxid auf C. kluyveri
vermieden werden. Weitere Anmerkungen dazu sind in generelle Aspekte der

Cofermentation zu finden (siehe auch 4.9).
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4.5 Untersuchung der Fahigkeit von C. carboxidivorans und C. ljungdahlii zur
Umwandlung von Butyrat und Capronat in die entsprechenden Alkohole
Wie bereits in 3.5 mit der zugrunde liegenden Theorie dargestellt besitzen sowohl
C. carboxidivorans als auch C. ljungdahlii die Fahigkeit, u.a. Butyrat und Capronat in die
entsprechenden Alkohole Butanol und Hexanol umzuwandeln. In dieser Arbeit wurde
diese Umwandlung mittels Kultivierung von C. carboxidivorans und C. ljungdahlii in
Tanner-Medium ,modified” untersucht, zu denen Butyrat oder Capronat zugegeben
wurde. Begonnen wurde mit Kultvierungen von C. carboxidivorans. Hauptaugenmerk lag
bei diesem Versuch auf der Analyse der Produktpaare Butyrat/Butanol (Abbildung 65) und
Capronat/Hexanol (Abbildung 66). Es war deutlich ersichtlich, dass in Kulturen, denen
Butyrat zugeben wurde, auch mehr Butanol gebildet wurde als in anderen Kulturen. Bei
Betrachtung des Konzentrationsverlaufs der reprasentativen Kultur (Abbildung 65 A und
B) lasst sich das bestandige Absinken der Butyratkonzentration bei gleichzeitig steigender
Butanolkonzentration erkennen. Es ist somit von einer eindeutigen Korrelation der beiden
Substanzen auszugehen. Die gleiche Situation zeigte sich bei der Zugabe von Capronat in
die Kulturen. Capronat sank im Verlauf der reprasentativen Kultur immer weiter ab und
Hexanol stieg dazu passend immer weiter an (Abbildung 66 A und B). Hexanol war in
diesem Fall nur in Kulturen mit Zugabe von Capronat nachweisbar (Abbildung 66 C und
D). C. carboxidivorans kann alle die genannten Substanzen auf zwei Wegen (anstelle durch
Umwandlung auch (iber Alkoholdehydrogenasen ausgehend von dem entsprechenden
Acyl-CoA; Fernandez-Naveira et al., 2017a) auch nativ bilden, womit in der Theorie auch
eine unabhangig voneinander stattfindende Produktion moglich ware. Aufgrund der
Korrelation zwischen Absinken der Fettsdurenkonzentrationen bei gleichzeitigem
Ansteigen der Alkoholkonzentrationen ist davon auszugehen, dass in diesem Versuch
Uberwiegend eine Umwandlung stattfindet. Diese Umwandlung ist Teil eines in
C. carboxidivorans bereits beschriebenen Mechanismus, der in der Einteilung des
Wachstums in acidogene und solventogene Phase begriindet ist. Durch die Bildung der
Alkohole, zum Teil auch auf Kosten der Fettsduren, soll eine weitere Ansduerung der
Umgebung verhindert und somit weiteres Wachstum ermoglicht werden (Fernandez-

Naveira et al., 2017b).
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In den Versuchen mit C. ljungdahlii war ebenfalls eine Umwandlung der Fettsduren zu
erkennen. In diesem Falle gestaltete sich die Situation etwas klarer, da C. ljungdahlii keine
dieser Substanzen auf natilrlichem Weg bilden kann. Es waren eindeutige Umwandlungen
bzw. Korrelationen zu erkennen, da Butanol nur bei Zugabe von Butyrat ins Medium
entstanden ist. Hexanol hingegen entstand nur bei Zugabe von Capronat ins Medium
(Abbildung 69; Abbildung 70). In den reprasentativen Kulturen war wiederum ersichtlich,
wie die Fettsduren liber die Zeit der Kultivierung abnahmen und dabei die Alkohole immer
mehr anstiegen.

Nun zur Bedeutung dieser Resultate fiir die durchgefiihrten Cofermentationen. Zum einen
lasst sich damit erklaren, warum in Cofermentationen mit C. ljungdahlii und C. kluyveri
Butanol und Hexanol produziert wurden, auch wenn unter diesen Bedingungen kein
Stamm allein die jeweiligen Alkohole produzieren konnte. Viel wichtiger ist aber die
Erkenntnis, dass die Capronatkonzentrationen in den Cofermentationen hoher seien
konnten und wohl auch waren, wenn nicht ein Teil des von C. kluyveri synthetisierten
Capronats in Hexanol durch das acetogene Bakterium umgewandelt werden wiirde. Die
Umwandlung des Butyrats in Butanol sollte fiir die Capronatsynthese keine direkten
Auswirkungen haben, da es ein Endprodukt im Rahmen der Capronatsynthese ist. Nur das
Entziehen von Butyryl-CoA hatte Konsequenzen fir die Capronatsynthese, da es
Ausgangssubstanz fir den zweiten Teil der Capronatsynthese ist (Abbildung 2).
Problematisch ist die Umwandlung der Fettsaduren fiir die simultanen und sequentiellen
Cofermentationen, da sich dort ab einem bestimmten Zeitpunkt immer beide Organismen
gleichzeitig in den Kulturen befinden und somit auch die Produkte Butyrat und Capronat
durch acetogene Bakterien umgewandelt werden. Im Falle einer gewlinschten Butanol-
und Hexanolsynthese ware diese Umwandlung sogar ein Vorteil, aber in dieser Arbeit lag
der Hauptfokus auf der Capronatsynthese. Losungsansatz fiir die Problematik der
geminderten Capronatproduktion ist die Durchfihrung von separaten biphasischen
Fermentationen, da es somit zu keiner Interaktion zwischen beiden Organismen kommt,
welche die moglichen Produktkonzentrationen reduzieren konnte. Weitere Anmerkungen
zur Optimierung der Cofermentation sind auch in generelle Aspekte zur Cofermentation

zu finden (siehe 4.9).
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In Abbildung 82 ist in einer schematischen Darstellung zu sehen, wie der Stoffwechsel der
acetogenen Bakterien und der Stoffwechsel von C. kluyveri miteinander in
Wechselwirkung treten bei Anwesenheit beider Organismen in einer

Cofermentationskultur. Ausgehend von Synthesegas werden Ethanol und Acetat durch
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Abbildung 82: Schematische Darstellung der metabolischen Wechselwirkungen zwischen
acetogenem Bakterium und C. Kkluyveri in einer Cofermentation. Fiir eine bessere
Ubersichtlichkeit ohne Nennung der entsprechenden Enzyme sowie mit verkiirzter Darstellung
der Stoffwechselwege. Ebenfalls zur Vereinfachung nicht dargestellt sind die Bildung von H,
durch C. kluyveri und die Nutzung von H; durch die acetogenen Bakterien. Blau
gekennzeichnete Substanzen werden im Rahmen der in dieser Arbeit genutzten acetogenen
Bakterien nur von C. carboxidivorans gebildet. Fiir eine genaue Darstellung der einzelnen

Synthesewege siehe Abbildung 1 und Abbildung 2.
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das acetogene Bakterium produziert. Diese dienten als Substrate fiir die Butyrat- und
Capronatsynthese durch C. kluyveri. Aus Butyrat und Capronat kénnen wiederum, wie
gerade dargestellt, Butanol und Hexanol durch das acetogene Bakterium gebildet werden.
Somit kommt es in den Cofermentationskulturen zu einer Mischung aus Acetat, Ethanol,

Butyrat, Butanol, Capronat und Hexanol.

4.6 Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf das Wachstum und das
Produktspektrum bei Kultivierung von C. kluyveri

Zur Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf C. kluyveri wurden Kultivierungen in
Tanner-Medium ,modified” 2 (in Doppelbestimmung) mit pH-Werten von 5 bis 7
durchgefiihrt. Mittels dieser Versuche konnte festgestellt werden, dass die hochste
ODesoonm von C. kluyveri bei einem initialen pH-Wert von 6,7 und die hdchsten
Capronatkonzentrationen bei initialen pH-Werten von 6,4 und 6,7 erreicht wurden
(Tabelle 15). Dieser Befund deckt sich mit dem von Barker und Taha (1942) beschriebenen
pH-Optimum von C. kluyveri von 6,8. Die von den Autoren beschriebene tolerierbare
Bandbreite von pH-Werten von 6,0 bis 7,5 fir C. kluyveri deckt sich nicht komplett mit den
in dieser Arbeit ermittelten Werten. Hohere Werte als 7,0 wurden nicht getestet. Somit
lasst sich Uber diesen Bereich keine Aussage treffen. In dieser Arbeit wurden auch
Kultivierungen von C. kluyveri mit pH-Werten kleiner als 6,0 durchgefiihrt. Bis zu einem
initialen pH-Wert von 5,6 konnten noch Wachstum und metabolische Aktivitat festgestellt
werden. Eine deutlich hohere tolerierbare Bandbreite an pH-Werten wurde auch bei
Kultivierungen von C. kluyveri 3231B beschrieben (Weimer und Stevenson, 2012). In
dieser Publikation konnte ein Wachstum von C. kluyveri bei pH-Werten von 4,9 bis 9,2
nachgewiesen werden.

Entscheidend fiir die vorliegende Arbeit ist der zuvor beschriebene pH-Wert von 5,6. Bei
diesem pH-Wert konnte nur noch in einer der zwei Kultivierungen Wachstum und
metabolische Aktivitat festgestellt werden. Bei niedrigeren Werten, ab pH 5,3, wurde kein
Wachstum und keine metabolische Aktivitdat mehr festgestellt. Somit ist in dieser Arbeit
und dem genutzten Medium ein pH-Wert von ca. 5,3 - 5,6 der gerade noch tolerierbare
pH-Wert fiir Kultivierungen von C. kluyveri. Wenn der tolerierbare Bereich wie von Barker

und Taha (1942) beschrieben nur bis 6,0 reichen wiirde, hatte dieses ein grolRes Problem
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fiir die Cofermentationen dargestellt. Der initiale pH-Wert des in dieser Arbeit genutzten
Tanner-Medium ,modified” lag bei 6,1. Aufgrund der Saurebildung durch die acetogenen
Bakterien fiel dieser pH-Wert bereits nach relativ kurzer Zeit, trotz Verzogerung durch die
pH-Pufferung des Mediums, auf pH-Werte unter 6. Somit ware C. kluyveri in keiner der
simultanen und sequentiellen Cofermentationen in der Lage gewesen, noch metabolisch
aktiv zu sein. Die Tatsache, dass in diesen Cofermentationen dennoch eine
Capronatbildung stattgefunden hat, spricht ebenfalls flir eine erweiterte tolerierbare
Bandbreite an pH-Werten.

Im Folgenden werden funktionale simultane und sequentielle Cofermentationen in Bezug
auf die pH-Werte genauer betrachtet. In der simultanen Cofermentation von
C. carboxidivorans und C. kluyveri begann die Capronatsynthese nach 188 h Kultivierung
(Abbildung 16). Zu diesem Zeitpunkt war in der reprasentativen Kultur ein pH-Wert von
ca. 5,6 vorzufinden, welcher bis zur Stagnation der Capronatsynthese bei 403 h auf 5,2
absank (Abbildung 14). In einer weiteren Cofermentationskultur dieses simultanen
Ansatzes war dieselbe Konstellation zu erkennen (Absinken von pH 5,7 nach 188 h auf pH
5,4 nach 403 h). Diese Ergebnisse sprechen fir die Resultate weiter oben, dass der noch
tolerierbare Schwellenwert des pH-Werts sich zwischen 5,3 und 5,6 befindet (vermutlich
bei einem pH-Wert von ca. 5,4). Bei den Versuchen zur Untersuchung des Einflusses des
pH-Wertes ist zu beachten, dass zwischen einem pH-Wert von 5,3 und 5,6 keine weiteren
Kultivierungen unternommen wurden. Solche Versuche sollten durchgefihrt werden, um
den genauen Schwellenwert des pH-Werts fiir noch mogliches Wachstum und
Capronatsynthese zu identifizieren. In der simultanen Cofermentation von C. ljungdahlii
und C. kluyveri konnte der pH-Wert weniger Einfluss auf die Capronatsynthese ausiiben.
In diesen Cofermentationen war bereits nach 167 h eine deutliche Capronatsynthese
nachweisbar, welche ab 354 h stagnierte (Abbildung 20). Nach 167 h lag der pH-Wert noch
bei 5,7 und zum Zeitpunkt der Stagnation lag er noch bei 5,3 (Abbildung 18). Die Tatsache,
dass in dieser Cofermentation ein langerer Zeitraum fir die Capronatsynthese vorhanden
war, erklart auch, dass hier mehr Capronat gebildet werden konnte als im
Cofermentationsansatz mit C. carboxidivorans und C. kluyveri. Des Weiteren bestétigt die

simultane Cofermentation von C. ljungdahlii und C. kluyveri, dass der Schwellenwert der
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Capronatsynthese zwischen 5,7 und 5,3 liegen muss, da ab dem niedrigeren pH-Wert eine
Stagnation der Konzentration stattfand.

In der sequentiellen Cofermentation (ohne Wechsel der Gasphase) von C. carboxidivorans
und C. kluyveri kam es zu keiner Beendigung der Capronatsynthese durch den pH-Wert.
In allen Cofermentationskulturen sank der pH-Wert nicht weiter ab als auf 5,7 und lag
somit deutlich Gber dem vermuteten Schwellenwert (Abbildung 32). Der Befund, dass der
pH-Wert nicht weiter absank, lasst sich durch die niedrig gebliebenen
Acetatkonzentrationen erkldren. Acetat wie auch andere Fettsdauren wurden zum Teil in
die entsprechenden Alkohole umgewandelt, was ein weiteres Ansduern des Mediums
unterband.

Im Gegensatz dazu hatte der pH-Wert einen sehr grofRen Einfluss auf die sequentielle
Cofermentation von C. ljungdahlii und C. kluyveri. So war in dem Uber die Dauer der
Kultivierung abgesunkenen pH-Wert die Ursache zu finden, dass bei dieser
Cofermentation nur eine der drei Cofermentationskulturen eine Capronatsynthese zeigte
(Abbildung 38). Zum Zeitpunkt 330 h begann in der funktionalen Cofermentationskultur
die Capronatsynthese bei einem pH-Wert von 6,0 (Abbildung 36). Zu diesem Zeitpunkt lag
der pH-Wert in den zwei anderen Kulturen bereits bei 5,3 - 5,4.

In den simultanen und sequentiellen Cofermentationen zeigte sich, dass das Absinken des
pH-Wertes im Laufe der Kultivierung acetogener Baktieren problematisch fiir eine
Capronatsynthese durch C. kluyveri ist. Damit eine Capronatsynthese noch maoglich ist,
muss immer eine ausreichende Kultivierungsdauer bei einem pH-Wert, der fiir C. kluyveri
noch nicht zu weit abgesunken ist, vorhanden sein. Somit kann, wie im Falle der
sequentiellen Cofermentation von C. ljungdahlii und C. kluyveri, nicht immer eine
erfolgreiche Cofermentation garantiert werden. Flr weitere Arbeiten an simultanen und
sequentiellen Cofermentationen sollte daran gearbeitet werden, die pH-Werte mittels
kontinuierlicher und automatischer Messung und Regulation Gber dem Schwellenwert
von 5,3 — 5,4 konstant zu halten. Ebenfalls interessant waren Cofermentationen mit
hoheren initialen pH-Werten, um somit C. kluyveri einen langeren Zeitraum fiir die
Capronatsynthese zu ermoglichen. Als Voraussetzung dafiir missten jedoch zuerst die
Auswirkungen hoherer initialer pH-Werte auf die Kultivierung der acetogenen Bakterien

Uberpruft werden, da deren pH-Optima sich im Bereich von 6,0-6,2 befinden.
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Der Ansatz der separaten biphasischen Fermentationen erscheint von allen
Cofermentationen am sinnvollsten, da hier diese Problematik nicht nur umgangen
werden kann, sondern auch die Moglichkeit besteht, alle Stamme unter den jeweils
optimalen Bedingungen, u.a. auch dem pH-Wert, zu kultivieren. Auf Aspekte diese
Thematik betreffend wird noch in generelle Aspekte der Cofermentation (siehe auch 4.9)

eingegangen.

4.7 Untersuchung der Auswirkung der Verschleppung von Ethanol und Acetat
aus Vorkulturen von C. kluyveri bei Inokulation neuer Kulturen
In dieser Arbeit konnte mittels Wachstumsversuchen bestimmt werden, welche Mengen
an Ethanol und Acetat durch die in dieser Arbeit genutzten C. kluyveri-Vorkulturen bei
Inokulation in neue Kulturen eingebracht bzw. verschleppt werden. Ebenfalls festgestellt
wurde, dass allein aufgrund dieser Verschleppung geringe Konzentrationen an Capronat
gebildet werden konnen (Tabelle 16). Im Falle der Inokulation mit Vorkulturen, welche
eine initiale Substratkonzentration von 500 mM Ethanol und 100 mM Acetat aufwiesen,
konnte allein aufgrund der verschleppten Mengen eine Capronatkonzentration von 2,9
mM gebildet werden. Eingebracht in die neuen Kulturen wurden 9,0 mM Ethanol und 1,3
mM Acetat. Das Inokulationsvolumen lag bei 1:50 (z.B: 1 ml der Vorkultur in 50 ml
Medium). Somit erfolgte auch eine Verdiinnung der Konzentrationen um den Faktor 1:50.
Rein rechnerisch miissten die eingebrachten Konzentrationen somit 10,0 mM Ethanol und
2,0 mM Acetat betragen. Die Tatsache, dass die verschleppten Mengen etwas niedrig
ausfielen, lag daran, dass mittels Vorkulturen inokuliert wurde, die sich bereits in der
stationaren Wachstumsphase befanden. Somit lagen die Substratkonzentrationen bereits
in niedrigerer Konzentration in den Vorkulturen vor. Die ausgehend von verschleppten
Substraten produzierte Capronatkonzentration ist nicht unerheblich. Eine Produktion von
Capronat sollte auf dem Substrat Synthesegas mit dem ausgehend davon produzierten
Ethanol und Acetat basieren und nicht auf Substraten aus den Vorkulturen. Vorkulturen
mit solch hohen Substratkonzentrationen wurden in dieser Arbeit nur bei der simultanen
Cofermentation (3.2) und der sequentiellen Cofermentation (mit Wechsel der Gasphase;
3.2.2) verwendet. Die in den funktionalen simultanen Cofermentationen detektierten

Capronatkonzentrationen lagen liber den Konzentrationen, die durch Verschleppung der
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Substrate gebildet werden kdnnen. Somit ist von einer Capronatsynthese auszugehen, die
vorwiegend auf Ethanol und Acetat basiert, das aus Synthesegas gebildet wurde. Jedoch
ist keinesfalls auszuschlieRen, dass einem Teil der Capronatsynthese die verschleppten
Substratkonzentrationen zugrunde liegen. Ziel dieser Arbeit war aber zuerst ein
generelles Aufzeigen der Funktionalitdt einer Cofermentation, in welcher Capronat
ausgehend von Synthesegas gebildet werden kann. Diese Tatsache konnte bereits mit der
simultanen Cofermentation nachgewiesen werden. Bei Betrachtung der simultanen
Cofermentation von C. autoethanogenum und C. kluyveri fallt auf, dass diese
eingeschleppten Mengen an Ethanol und Acetat nicht zwangsldufig auch eine
Capronatproduktion bewirkten. Hier wurden Vorkulturen mit denselben Konzentrationen
wie in den anderen simultanen Cofermentationen verwendet. Dennoch kam es zu keiner
Capronatsynthese, da kein Anstieg der Capronatkonzentration festgestellt werden
konnte. Dies lasst die Vermutung zu, dass die im Rahmen einer Cofermentation
eingebrachten Mengen an Ethanol und Acetat allein keinen Einfluss auf die Funktionalitat
einer Cofermentation haben. Dies legt nahe, dass die niedrigen Substratkonzentrationen
nur flir ein alleiniges Wachstum von C. kluyveri ausreichen, jedoch im Falle einer
Cofermentation und der damit vorhandenen Anwesenheit der acetogenen Bakterien
diese Stressfaktoren kein Wachstum und keine metabolische Aktivitdt von C. kluyveri
mehr erlauben. Da aber dennoch die Problematik erkannt wurde, dass nicht zu
vernachlassigende Mengen an Ethanol und Acetat eingeschleppt werden, wurden in den
weiteren Cofermentationen Vorkulturen mit geringeren initialen
Substratkonzentrationen verwendet. Diese C. kluyveri-Vorkulturen enthielten zu Beginn
nur 100 mM und 20 mM Acetat. Da weiterhin mit demselben Inokulationsvolumen (1:50)
gearbeitet wurde, ergibt sich daraus rein rechnerisch eine eingeschleppte Konzentration
von 2,0 mM Ethanol und 0,4 mM Acetat. Diese Konzentrationen sollten jedoch noch etwas
geringer sein, da aus stationdren Vorkulturen inokuliert wurde (siehe weiter oben). In den
Versuchen zur Untersuchung des Einflusses der Verschleppung ergab sich in diesem Falle
experimentell eine deutlich hohere eingebrachte Konzentration von 5,4 mM Ethanol und
0,9 mM Acetat bei Nutzung dieser Vorkulturen. Da keine andere Erklarung maglich ist,
muss davon ausgegangen werden, dass bereits in den Vorkulturen hohere

Ausgangskonzentrationen an Substraten vorlagen. Es ist anzunehmen, dass die
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Konzentrationen in den Vorkulturen mehr als doppelt so hoch bei ca. 250 mM Ethanol
und 50 mM Ethanol vorlagen. Eine Messung der Konzentrationen in den Vorkulturen
wurde nicht vorgenommen. Diese Annahme bestédtigt sich rein rechnerisch, da bei
Vorkulturen mit 250 mM Ethanol und 50 mM Acetat, sowie einem Inokulationsvolumen
von 1:50 sich ein Wert von 5 mM Ethanol und 1 mM Acetat ergeben misste. Trotz der
eventuell unterschiedlich vorliegenden Konzentration in der Vorkultur kénnen hier
Schlussfolgerungen gezogen werden. Ungeachtet der Inokulation mit einer Vorkultur, die
zu hohe Substratkonzentrationen hatte, konnten hier lediglich 1,6 mM Capronat
detektiert werden. Im Falle der Nutzung von Vorkulturen mit der korrekten Konzentration
ist diese Capronatkonzentration noch niedriger zu erwarten, was auch in einem anderen
Versuch dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Im Rahmen der Versuche zur Untersuchung
unterschiedlicher Substratkonzentrationen auf das Wachstum und das Produktspektrum
von C. kluyveri (3.3) wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt, die ebenfalls darstellt, was
im Rahmen dieses Versuches gezeigt werden sollte. Fir diese Negativkontrolle wurde
Nahrmedium inokuliert, welches kein Ethanol und kein Acetat enthielt, mit einer
Vorkultur, welche 100 mM Ethanol und 20 mM Acetat enthielt. Eingebracht wurden in
diese Kultur 1,6 mM Ethanol und 0,5 mM Acetat. Diese Werte entsprechen auch der
theoretischen Rechnung. Obwohl hier deutlich weniger Substrat tibertragen wurde, war
die finale Capronatkonzentration mit 1,3 mM nur etwas niedriger als im Falle der
Vorkulturen mit den inkorrekten héheren Konzentrationen. Vorkulturen mit 100 mM
Ethanol und 20 mM wurden, wie bereits erwahnt, bei allen Cofermentationen auRer der
simultanen Cofermentation und sequentiellen Cofermentation (mit Wechsel der
Gasphase) genutzt. In allen funktionalen und positiven sequentiellen (ohne Wechsel der
Gasphase) und separaten biphasischen Fermentationen war die Capronatkonzentration
deutlich héher als 1,3 mM bzw. 1,6 mM. Somit ist auch in diesen Fallen wiederum davon
auszugehen, dass der GroRteil des Capronats aus Ethanol und Acetat gebildet wurde,
welches ausgehend von Synthesegas produziert wurde. Wie bereits zuvor beschrieben
fihrt auch hier nicht die Verschleppung von Ethanol und Acetat in
Cofermentationskulturen zwangslaufig zu einer Capronatsynthese. So kam es auch zu
einigen sequentiellen Cofermentationen (mit und ohne Wechsel der Gasphase), in denen

keine Capronatsynthese festgestellt wurde. Die Erklarung dafiir liegt bei den sich



200 Diskussion

summierenden Stressfaktoren im Falle der simultanen Cofermentation wie zuvor
beschrieben.

In C. kluyveri-Vorkulturen befand sich neben Ethanol und Acetat auch Capronat, welches
im Laufe der Kultivierung nativ gebildet wurde. Auch Capronat wurde mittels Inokulation
aus solchen Vorkulturen zum Teil in neue Kulturen verschleppt. Dafiir gilt es abzuschatzen,
wieviel Capronat sich in den unterschiedlichen Vorkulturen befinden kann. In den
simultanen Cofermentationen wurde C. kluyveri in Tanner-Medium ,,modified” 2 mit 500
mM Ethanol und 100 mM Acetat kultiviert. Diese Kulturen dienten in diesen
Cofermentationen als Positivkontrolle. Detektiert wurden in diesen Kulturen
Capronatkonzentrationen von 40 — 50 mM. Eine Kultivierung von C. kluyveri in Tanner-
Medium ,,modified” 2 mit 250 mM Ethanol und 50 mM Acetat erbrachte in etwa dieselbe
Konzentration mit ca. 46 mM (Tabelle 12). In den separaten Cofermentationen und im
Versuch zur Untersuchung des Einflusses von Kohlenmonoxid wurde C. kluyveri als
Positivkontrolle in Tanner-Medium ,modified” 2 mit den niedrigeren Konzentrationen an
Ethanol (100 mM) und Acetat (20 mM) kultiviert. Nachgewiesen werden konnten in
diesen Kulturen ca. 30 mM Capronat. Wenn wie bereits zuvor ein Inokulationsvolumen
von 1:50 fir die Inokulation neuer Kulturen genutzt wird, ergibt sich mit derselben
Rechnung wie zuvor, je nach genutzter Vorkultur, eine verschleppte
Capronatkonzentration von 0,6 — 1mM. Zu erkennen war dies auch in den
Cofermentationskulturen, da ein Anstieg der Capronatkonzentration bei Zugabe von
C. kluyveri erfolgte. Somit wurde, um eine Capronatproduktion zu beurteilen tberpriift,
ob ausgehend von diesem Zeitpunkt die Capronatkonzentration anstieg. Fir die
Gesamtbeurteilung der Thematik ist aber zu beachten, dass die Verschleppung von
Capronsdure indirekt auch beim Versuch zur Untersuchung der Verschleppung von
Ethanol und Acetat stattfand. Somit sind in den detektierten finalen Konzentrationen an
Capronat bereits auch diese verschleppten Konzentrationen inbegriffen und auch
beriicksichtigt. Damit sind die detektierten Capronatkonzentrationen die Summe aus
Capronat, welches verschleppt wurde, und Capronat, welches aus verschlepptem Ethanol
und Acetat gebildet wurde.

AbschlieBend ist zu sagen, dass in allen funktionalen Cofermentationen die erreichten

Capronatkonzentrationen deutlich hoher waren als die Capronatkonzentrationen, welche
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durch die jeweilige Verschleppung von Substraten und Capronat aus Vorkulturen erreicht
werden kdonnen. Wie bereits zuvor dargestellt, war die Verschleppung von Ethanol und
Acetat in Cofermentationskulturen auch kein Garant fiir eine Capronatsynthese, da auch
hier mehrere Cofermentationen durchgefiihrt wurden, in denen keine Capronatsynthese
erreicht werden konnte. Dennoch sollten die Konzentrationen in den Vorkulturen deutlich
weiter verringert werden, da es sonst schwer zu beurteilen ist, wieviel Capronat wirklich
auf der Basis von Synthesegas entstanden ist. In den Versuchen von 3.3 konnte gezeigt
werden, dass auch deutlich geringere Substratkonzentrationen fir die Kultivierung von
C. kluyveri ausreichen. Alternativ und sinnvoll ware es, die Methodik abzuandern, um das
Problem der Verschleppung komplett zu umgehen. Anmerkungen dazu sind in generelle

Aspekte zur Cofermentation zu finden (4.9).

4.8 Elektronenmikroskopische Betrachtung von simultanen Cofermentationen
Reprasentativ fir alle durchgefiihrten Cofermentationen wurden simultane
Cofermentationen gewdhlt, um mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen, die
einzelnen Organismen visuell zu identifizieren und nachzuweisen. Ebenfalls wurden die
Cofermentationskulturen auf gegebenenfalls vorhandene morphologische Auffalligkeiten
untersucht. Als Referenz und um somit die Identifikation in den Cofermentationskulturen
zu ermoglichen, wurden alle Bakterienarten auch einzeln kultiviert und betrachtet. Die
Cofermentationskulturen sollten funktional sein, was mit der Detektion von Capronat
nach 337 h Inkubation nachgewiesen wurde (Abbildung 76). In der Cofermentationskultur
mit C. carboxidivorans und C. kluyveri wurden zu diesem Zeitpunkt 1,7 mM Capronat und
in der Cofermentationskultur mit C. ljungdahlii und C. kluyveri 2,5 mM Capronat
nachgewiesen. Im Falle der Cofermentationskultur mit C. carboxidivorans und C. kluyveri
war dieser Wert noch relativ gering und nur knapp liber der Konzentration, welche allein
aufgrund einer Verschleppung entstehen konnte (4.7). Die finale Probennahme und die
sich daraus anschlieBende Praparation der Zellen fiir die Elektronenmikroskopie erfolgten
im Vergleich zu der Kultivierungsdauer anderer Cofermentationskulturen nach 337 h
bereits sehr frih. Eine langere Kultivierungsdauer wurde vermieden, um alle beteiligten
Bakterienarten in guter physiologischer Form vorzufinden, d.h. eine Lyse der Mehrheit

der Zellen sollte noch nicht stattgefunden haben. Es ist zu erwarten, dass die
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Capronatkonzentrationen mit langerer Kultivierungsdauer weiter ansteigen wiirden. Im
Vergleich zur der im Beginn dieser Arbeit durchgefihrten simultanen Cofermentation von
C. carboxidivorans und C. kluyveri (Abbildung 16) zeigte sich, dass im Falle dieser
Organismen die Capronatsynthese erst verzogert nach 333 h Inkubation stattfinden
konnte. Eine Funktionalitdt der fiir die Erstellung der elektronenmikroskopischen
Aufnahmen verwendeten Cofermentationskulturen ist somit erbracht.

Im Folgenden werden nun zuerst die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von
Bakterienzellen diskutiert, die von Kulturen erstellt wurden, in denen die genutzten
Bakterienarten jeweils einzeln kultiviert wurden. Bei den Aufnahmen von Bakterienzellen,
welche aus einer C. carboxidivorans-Kultur stammten, waren stabchenférmige Bakterien
mit einem Durchmesser von ca. 0,6-0,9 um und einer Lange von ca. 8-9 um zu sehen
(Abbildung 77). Auffallig waren die glatten Oberflachen der Bakterienzellen. In der
Erstbeschreibung von C. carboxidivorans wurden ebenfalls stdbchenférmige Bakterien
beschrieben, jedoch mit einer Breite von 0,5 um und einer Lange von 3 um (Liou et al.,
2005). Die hier beobachteten Bakterienzellen waren somit um den Faktor 2-3 langer als
in der Erstbeschreibung. In einer Publikation von Fernandez-Naveira et al. (2017a) wurden
ebenfalls rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von C. carboxidivorans angefertigt.
In dieser Publikation wurde hauptsachlich die Beschreibung der Morphologie auf die
Erstbeschreibung bezogen, dennoch zeigten sich auch hier zum Teil Zellen, die deutlich
langer als 3 um waren. Somit scheint C. carboxidivorans unter bestimmten Bedingungen
verlangerte Zellformen auszubilden. Weitere Publikationen, in denen C. carboxidivorans
mit dem Elektronenmikroskop genauer betrachtet wurden, sind aktuell nicht zu finden.
Ubereinstimmend mit den Aufnahmen dieser Arbeit waren bei Fernandez-Naveira et al.
(2017a) ebenfalls die glatten Oberflachen der Bakterienzellen zu erkennen.

Im Falle der Aufnahmen von Bakterienzellen, welche aus einer C. ljungdahlii-Kultur
stammten, waren ebenfalls stabchenférmige Bakterien mit einem Durchmesser von ca.
0,5-0,6 um und einer Ldnge von ca. 3-4 um zu sehen (Abbildung 78). Auch diese
Bakterienzellen zeichneten sich durch eine glatte Oberflache aus. Die festgestellten
Abmessungen und die Morphologie in dieser Arbeit stimmen mit den Angaben der

Erstbeschreibung von C. ljungdahlii (iberein (Tanner et al., 1993). In dieser Publikation
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wurden ebenfalls stdbchenformige Bakterien mit einer Ldnge von 2-3 um und einem
Durchmesser von 0,6 um beschrieben.

Im Gegensatz zu den weiter oben beschriebenen Bakterienzellen hatten die
Bakterienzellen, welche aus einer C. kluyveri-Kultur stammten, eine deutlich rauere und
unebenere Oberflachenstruktur (Abbildung 79). In einer Publikation von Barker und Taha
(1942) wurde C. kluyveri als stabchenférmiges Bakterium mit einem Durchmesser von 0,9-
1,1 um und einer hohen Bandbreite in Sachen Lange von 3-11 um beschrieben. In dieser
Arbeit konnten fur C. kluyveri ein Durchmesser von ca. 0,6 um sowie eine Ldnge von 5-6
pum beobachtet werden. Somit sind diese Werte lediglich in Bezug auf den Durchmesser
etwas abweichend. Die festgestellte Lange befand sich in der Bandbreite, welche von den
oben genannten Autoren festgestellt wurde. Weitere und vor allem aktuelle
Vergleichsquellen, die genauer auf die Morphologie dieses C. kluyveri-Stammes eingehen
oder gar ebenfalls elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, sind nicht zu finden.

In den Aufnahmen von Bakterienzellen aus Einzelkulturen waren im Falle von
C. carboxidivorans und C. ljungdahlii Zellen zu sehen, die sich gerade im Status der
Zellteilung befanden. Somit ist davon auszugehen, dass zum Zeitpunkt der Probennahme
die Bakterienzellen dieser Kulturen noch vital waren und weiteres Wachstum
stattgefunden hat. Die Bakterienzellen, welcher der C. kluyveri-Kultur entstammen,
zeigten zum Teil schon Anzeichen von Lyse. Es ist zu beachten, dass die C. kluyveri-Kultur
bis zum Zeitpunkt der Probennahme bereits 337 h kultiviert wurde. Nach dieser
Kultivierungsdauer konnte bereits bei allen bisherigen Wachstumsversuchen mit
C. kluyveri in Rahmen der Bestimmung der ODsoonm eine Lyse der Zellen beobachtet
werden. Die Betrachtung mit dem Elektronenmikroskop bestétigte diesen Befund somit
auch visuell.

In der Betrachtung von Bakterienzellen, welche aus der funktionalen
Cofermentationskultur mit C. carboxidivorans und C. kluyveri stammten, waren zwei
unterschiedliche Morphologien erkennbar. Zum einen waren stdbchenférmige
Bakterienzellen mit glatter Oberflache und einem Durchmesser von ca. 0,8-0,9 um sowie
einer Lange von ca. 7-9 um zu erkennen. Diese Eigenschaften passen zu denen von
C. carboxidivorans. Es ist daher davon auszugehen, dass es sich bei dem betrachteten

Organismus um diese Art handelt. Die anderen Bakterienzellen, die zu sehen waren,
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zeigten ebenfalls eine stabchenformige Gestalt. Die Oberflache der Organismen erschien
aber deutlich rauer. Der Durchmesser betrug ca. 0,7-0,8 um und die Lédnge ca. 5 um. Diese
Eigenschaften passen wiederum zu den zuvor beschriebenen aus einer C. kluyveri-Kultur.
Bei den Aufnahmen von Bakterienzellen, welche aus der zweiten funktionalen
Cofermentationskultur in diesem Falle mit C. ljungdahlii und C. kluyveri stammten, waren
wiederum zwei unterschiedliche Morphologien zu erkennen. Zum einen zeigten sich
stabchenférmige Bakterienzellen mit glatter Oberflache, einem Durchmesser von ca. 0,5-
0,6 um und einer Ldange von 3-4 um. Diese Eigenschaften entsprechen Bakterienzellen,
welche im Falle der C. ljungdahlii-Kultur beobachtet wurden. Andere Zellen waren
ebenfalls stabchenférmig und hatten einen vergleichbaren Durchmesser von 0,6 um, aber
eine Lange von 4-5 um, unterschieden sich jedoch von anderen Zellen in ihrer
Oberflachenstruktur, welche deutlich rauer war als bei anderen Zellen. Diese
Eigenschaften entsprechen den morphologischen Eigenschaften von Zellen einer
C. kluyveri-Kultur. Es ist festzustellen, dass in den Cofermentationskulturen aufgrund der
deutlichen morphologischen Unterschiede immer beide Bakterienarten mittels
Vergleiches mit der Referenzkultur identifiziert und somit auch visuell nachgewiesen
werden konnten. Des Weiteren konnten mit diesem Versuch aktuellere
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von C. carboxidivorans, C. ljungdahlii und
vor allem C. kluyveri erstellt werden, als, wenn liberhaupt vorhanden, in Publikationen zu
finden sind. Allerdings konnten durch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen keine
Aufféilligkeiten oder Abweichungen zwischen den Bakterienzellen der Einzelkulturen im
Vergleich zu den Bakterienzellen in den Cofermentationskulturen festgestellt werden.
Somit ist nicht von einem Einfluss der Koexistenz beider Bakterienarten in einer Kultur auf
die Morphologie auszugehen. Um die Morphologie der entsprechenden Stamme noch
weiter zu untersuchen, konnten zukinftig zusatzlich
transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt werden. Diese kdnnte
weiteren Aufschluss in Bezug auf die Koexistenz und deren Auswirkungen auf die

Morphologie bzw. intrazellularer Strukturen der Stamme geben.
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4.9 Generelle Aspekte zur Thematik der Cofermentation

Urspriingliches Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines rekombinanten
Biosyntheseweges fiir die Synthese von Capronat, welcher auf Synthesegas als Substrat
basieren sollte. Die Etablierung scheiterte allerdings bereits in einem friihen Stadium. Wie
sich zeigte, war die Konstruktion der dafiir nétigen Plasmide sowie die Umsetzung in den
entsprechenden Organismen nicht trivial. Selbst bei Fertigstellung der entsprechenden
Plasmide ware jedoch nicht gewdhrleistet gewesen, dass diese in acetogenen Bakterien
auch wirklich zu einer befriedigenden Capronatsynthese fithren wiirden. Nur eine geringe
Anzahl an Publikationen ist zu finden, in denen eine rekombinante Capronatsynthese
erreicht wurde. So sind zwei Publikationen zu finden, in welchen eine Capronatsynthese
mittels der Erstellung eines rekombinanten Syntheseweges in E. coli erreicht und
nachgewiesen werden konnte (Machado et al., 2012; Volker et al., 2014). Nachtteil dieser
rekombinanten Biosynthesewege ist das genutzte und zu Grunde liegende Substrat,
welches in beiden Fallen Glucose war. Zielsetzung sollte aber eine nachhaltige Produktion
von Capronat sein, die, wie in dieser Arbeit, auf Synthesegas und den damit enthaltenden
klimaschadlichen Gasen Kohlenmonoxid und Kohlendioxid beruht. Vermutlich wird es
zuklinftig auch Publikationen geben, die trotz der Schwierigkeit des Unterfangens eine
rekombinante Capronatsynthese in acetogenen Bakterien erreichen. Uber die damit
moglichen Produktionsmengen bei Nutzung von Synthesegas kann nur spekuliert werden.
Viele weitere Capronatsynthesen werden weiterhin mittels Fermentationen von
genetisch unverdnderten acetogenen Bakterien erreicht oder verbessert werden.
Darunter auch einige, die Synthesegas als Substrat verwenden.

Auch in dieser Arbeit und den darin durchgefiihrten Fermentationen kamen viele Aspekte
auf, die zu einer Verbesserung der Cofermentation und somit zu einer effizienteren
Biosynthese flihren kdnnten. In den Cofermentationen waren einige Beeintrachtigungen
mit negativem Einfluss auf die Produktkonzentrationen zu erkennen. Bei der simultanen
Cofermentation von C. carboxidivorans und C. kluyveri war anhand der ODggonm zU Sehen,
dass in allen Cofermentationskulturen ein verringertes Wachstum im Vergleich zu den
Kontrollkulturen stattfand (Abbildung 14). Auch in der sequentiellen Cofermentation
dieser beiden Organismen war dieser inhibitorische Effekt zu erkennen (Abbildung 32).

Ein verringertes Wachstum verringert auch die metabolische Aktivitdt und somit die
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maximal mogliche Biosynthese. Mit der Methodik einer simultanen und sequentiellen
Cofermentation, d.h. bei einer gleichzeitigen Anwesenheit zweier unterschiedlicher
Bakterienarten, ist eine solche Problematik nicht auszuschliefen. Umgangen werden kann
diese Problematik jedoch, wenn beide Organismen nicht gleichzeitig kultiviert werden, so
wie es in einer separaten biphasischen Fermentation vollzogen wird. Somit hat die
separate biphasische Fermentation einen entscheidenden Vorteil. Weitere Vorteile der
separaten biphasischen Fermentation sind weiter unten im Text zu finden.

Eine weitere bedeutende Problematik ist der Verlauf des pH-Wertes einer
Cofermentation sowie die unterschiedlichen pH-Bandbreiten und die unterschiedlichen
pH-Optima der genutzten Mikroorganismen. Im Falle der simultanen und sequentiellen
Cofermentation war zu sehen, dass die Biosynthese von Butanol, Hexanol und Capronat
zum Erliegen kommt oder nicht stattfindet, sobald ein pH-Wert von ca. 5,3 oder niedriger
erreicht wurde. Dieser Sachverhalt konnte mit den Versuchen zur Untersuchung des
Einflusses des pH-Wertes bestatigt werden (3.6). Ein Absinken des pH-Wertes in den
Cofermentationskulturen findet zwangslaufig durch Produktion von Fettsdauren durch die
acetogenen Bakterien statt. Fir eine effizientere Capronatsynthese muss dem Absinken
des pH-Wertes entgegengewirkt werden. Moglichkeiten hierfir waren der Test
verschiedener weiterer pH-Puffersysteme in den Nadhrmedien. Erfolgversprechender
ware die Stabilisierung eines pH-Wertes mittels automatisierter pH-Reglersysteme. Der
somit eingestellte pH-Wert sollte als Kompromiss genau zwischen den pH-Optima der
genutzten Bakterienarten gewahlt werden. In Wachstumsversuchen misste dann
verifiziert werden, dass aufgrund der Regulierung des pH-Wertes hohere
Produktkonzentrationen erzielt werden kdnnen als in den in dieser Arbeit durchgefihrten
Versuchen, bei denen der pH-Wert nicht reguliert wurde. Auch unterschiedliche initiale
pH-Werte kdonnten dann auf ihre Auswirkungen auf das Produktspektrum getestet
werden.

Wie in der Literatur beschrieben (Diender et al., 2016) und in dieser Arbeit nachgewiesen
(3.4), ist Kohlenmonoxid toxisch fur C. kluyveri. Somit ist Kohlenmonoxid ein weiterer
Faktor mit negativen Auswirkungen auf die simultane und sequentielle Cofermentation.
Generell ist anzumerken, dass trotz der Anwesenheit von 40 % Kohlenmonoxid in der

Gasphase funktionale Cofermentationen moglich waren. Eine plausible Erklarung fir die
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Funktionalitdt der Cofermentationen ist, dass die Umwandlung und Verstoffwechslung
von Kohlenmonoxid durch die acetogenen Bakterien immer schnell genug vonstatten
ging, so dass groRere toxische Effekte auf C. kluyveri vermieden werden konnten.
Dennoch ist es moglich und auch wahrscheinlich, dass Kohlenmonoxid Einfluss auf das
Wachstum von C. kluyveri genommen hat und die Produktkonzentrationen hoher hatten
ausfallen kénnen. Weiterhin wurde auch durch die Kultivierung unter nicht schittelnden
Bedingungen eine Diffusion von Kohlenmonoxid in das Ndhrmedium vermieden. Dadurch
kam es aber indirekt in den simultanen und sequentiellen Cofermentationen zu einem
weiteren negativen Effekt, da somit diese Kulturen zur besseren Substratversorgung nicht
geschuittelt werden konnten. Durch Kultivierung unter schiittelnden Bedingungen wiirden
optimalere Bedingungen fir die acetogenen Bakterien geschaffen und es kime eventuell
zu einer schnelleren und erhéhten Bildung von Ethanol und Acetat, welches wiederum
von Vorteil fir eine Cofermentation ware.

Die Umwandlung von Fettsduren in ihre entsprechenden Alkohole (3.5) durch acetogene
Bakterien stellt einen weiteren Einflussfaktor auf die Effizienz der simultanen und
sequentiellen Cofermentationen dar. Es ist davon auszugehen, dass in allen funktionalen
simultanen und sequentiellen Cofermentationen hohere Capronatkonzentrationen
moglich gewesen waren, wenn nicht ein Teil durch die acetogenen Bakterien in Hexanol
umgewandelt worden ware. Falls nun speziell eine Capronatproduktion gewiinscht ware,
lieBe sich diese Umwandlung mit dieser Methodik nicht vermeiden. Im Falle einer
gewlinschten Hexanolproduktion konnte man sich diese Fahigkeit aber sogar zu Nutzen
machen.

Wie dargestellt gibt es mehrere Faktoren mit negativem Einfluss auf die simultanen und
sequentiellen Cofermentationen, die mehr oder weniger bei Beibehaltung der Methodik
vermieden werden konnen. Umgangen werden alle diese Problematiken in den separaten
biphasischen Fermentationen, da hier beide Organismen unter ihren jeweils optimalen
Bedingungen getrennt voneinander, aber aufeinander aufbauend, kultiviert werden
konnen. Durch die getrennte Kultivierung konnen alle diese Wechselwirkungen
unterbunden werden. Die separate biphasische Fermentation stellt somit den
effizienteren und effektivsten Ansatz aller durchgefiihrten Cofermentationen dar. Mittels

der separaten biphasischen Fermentation von C. carboxidivorans und C. kluyveri konnten
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auch die hochsten Capronatkonzentrationen erreicht werden, was zudem auch noch
daran lag, dass in diesem Falle bereits C. carboxidivorans unter seinen optimalen
Bedingungen Capronat gebildet hatte. Die Capronatkonzentrationen in der separaten
biphasischen Fermentation von C. ljungdahlii und C. kluyveri fielen zwar relativ gering aus,
auch im Vergleich zu anderen Cofermentationen, der Grund dafiir lag aber in diesem Falle
an der nicht zufriedenstellenden Kultivierung von C. ljungdahlii. Der Ansatz der separaten
biphasischen Fermentation ist der Ansatz, der weiterverfolgt werden sollte, da in allen
anderen Cofermentationen es immer wieder zu negativen Wechselwirkungen und
Effekten kam und keiner der genutzten Organismen unter seinen optimalen Bedingungen
kultiviert werden konnte.

Die separate biphasische Fermentation dieser Arbeit besitzt ebenfalls weiteres
Optimierungspotential, welches im Folgenden genauer dargestellt werden soll. Die
Praparation eines Nahrmediums aus acetogenen Kulturen fiihrte zu einer Verdinnung der
Substratkonzentrationen um ca. 30 % (3.2.4; 4.2.4). Dieser hohe Verlust an Substraten
sollte durch eine Abdnderung der Methodik verhindert werden. C. kluyveri wurde in
diesen Versuchen immer in Medium kultiviert, welches aus acetogenen Kulturen
prapariert wurde. Sinnvoller wére es, acetogene Bakterien zu kultivieren und dann nur die
entsprechenden Produkte Ethanol und Acetat aus dem Ndhrmedium zu praparieren,
beziehungsweise von den restlichen Bestandteilen abzutrennen. Diese abgetrennten
Produkte konnten dann Nahrmedium fiir C. kluyveri beigefiigt werden.

Weitere Verbesserungsmoglichkeiten betreffen wiederum vor allem die separate
biphasische Fermentation, konnten aber auch in den anderen Cofermentationen zur
Anwendung kommen. So wurde festgestellt, dass in die Cofermentationen eine nicht
unerhebliche Konzentration an Ethanol, Acetat und Capronat aus den C. kluyveri-
Vorkulturen bei Inokulation mit eingeschleppt wurde (3.7, 4.7). Problematisch war dies
vor allem, weil diese verschleppten Substanzen nicht ausgehend von Synthesegas
produziert wurden. Ein Losungsansatz ware eine Praparation von C. kluyveri-Vorkulturen.
Somit sollten bei diesen Kulturen unter anaeroben Bedingungen die Zellen und das
Nihrmedium durch Zentrifugation mit anschlieRender Verwerfung des Uberstandes
voneinander getrennt werden. Die Zellen sollten dann in eine geeignete Pufferlésung

Uberfihrt und suspendiert werden, nachdem diese mehrmals mit dieser ,,gewaschen”
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wurden. Diese Pufferzellsuspension sollte dann fiir die Inokulation von
Cofermentationskulturen genutzt werden. Zuvor nachgewiesen und Uberpriift werden
miusste, ob auf diese Weise praparierte Zellen noch kultiviert werden kénnen und zu
Wachstum sowie den spezifischen Produkten fiihren. Aufgrund der Tatsache, dass es so
zu keiner Verschleppung von Substraten und Produkten mehr kommt, wéare eine
ausschlieBliche Produktion auf Grundlage von Synthesegas gewahrleistet.

Ebenfalls alle Cofermentationen betreffend ist die Tatsache, dass in den
Wachstumsversuchen dieser Arbeit zu erkennen war, dass bei Kultivierung acetogener
Bakterien deutlich mehr Acetat als Ethanol entstand. Zu sehen war dies in den
entsprechenden Kontrollkulturen der Versuche dieser Arbeit, in welchen die jeweiligen
acetogenen Stamme allein kultiviert wurden. Dieses zum Acetat verschobene
Produktspektrum ist dann auf Substratebene die Grundlage der Cofermentationen. In den
Versuchen zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Substratkonzentrationen auf
das Wachstum und das Produktspektrum von C. kluyveri konnte festgestellt werden, dass
ein zum Acetat verschobener Ethanol/Acetat-Quotient bei den Substraten zu einer
vermehrten Bildung von Butyrat auf Kosten von Capronat fiihrte (3.3). Da in allen
Cofermentationen durch die acetogenen Bakterien mehr Acetat vorlag, ist auch davon
auszugehen, dass die Capronatkonzentrationen geringer ausfallen, da vermehrt Butyrat
gebildet wird. So war auch in nahezu allen funktionalen Cofermentationen zu sehen, dass
die Butyratkonzentrationen hoher ausfielen als die Capronatkonzentrationen. Um diese
Problematik zu l6sen, muss versucht werden, das Produktspektrum und somit den
Ethanol/Acetat-Quotient in Richtung Ethanol zu verschieben. Im Rahmen eines Patents
konnte genau solch ein abgedndertes Produktspektrum bei Kultivierungen von
C. autoethanogenum, C. carboxidivorans und C. ljungdahlii erzielt werden (Simpson et al.,
2013). Moglich gemacht wurde dies durch eine Erhéhung der Nickelkonzentration im
Ndhrmedium auf Konzentrationen von bis zu 1000 uM. Die Ethanol/Acetat-Quotienten
waren mit steigenden Nickelkonzentrationen entweder ungefahr ausgeglichen oder sogar
deutlich in  Richtung Ethanol verschoben. Nadhrmedien mit erhohten
Nickelkonzentrationen sollten somit fir die Kultivierungen im Rahmen einer
Cofermentation getestet werden. Dabei sollte untersucht werden, ob durch das

gednderte Produktspektrum der acetogenen Bakterien auch die Capronatproduktion
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gesteigert werden konnte. Die Arbeiten dieses Patentes konnten auch genutzt werden,
um die Ethanolproduktion in C. autoethanogenum zu steigern. In allen Cofermentationen
mit C. autoethanogenum konnte keine deutliche Capronatproduktion erzielt werden, da
die produzierten Ethanolkonzentrationen zu gering ausfielen. Die Ethanolproduktion von
C. autoethanogenum konnte eventuell auch gesteigert werden, wenn lediglich
Kohlenmonoxid als Gasphase verwendet wird und der initiale pH-Wertes auf 4,75
abgesenkt wird, so wie es von Abubackar et al. (2015) praktiziert wurde. Solch eine
Kultivierung im Rahmen einer Cofermentation ware aufgrund der Toxizitdt von
Kohlenmonoxid auf C. kluyveri nur in einer separaten biphasischen Fermentation moglich.
AbschlieBend und wiederholend ist zu sagen, dass der Ansatz einer separaten
biphasischen Fermentation aus vielen zuvor genannten Grinden am sinnvollsten
erscheint. Durch die dargestellten Moglichkeiten und aufgezeigten beteiligten Faktoren
in dieser Arbeit konnten diese Cofermentationen zukiinftig noch weiter optimiert werden.
Eine industrielle Option fiir die Zukunft ware die nacheinander Schaltung zweier
Fermentationsanlagen, bei denen in der ersten, ausgehend von Synthesegas, die
Substrate produziert werden, welche dann in der zweiten Anlage zur Produktion
gewlinschter Substanzen genutzt werden kdnnen. Somit kénnte ohne gentechnische
Veranderung o6kologisch, 6konomisch und vor allem nachhaltig produziert werden.
Eventuell |dsst sich zuklnftig diese Art einer Cofermentation auf Basis von Synthesegas

auch auf andere Produkte bzw. Substrate und auch andere Organismen ausweiten.
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5 Zusammenfassung

Das Plasmid pMW 2.1 mit den Genen thlA, hbd, crt, etfA, etfB und bcd aus
C. acetobutylicum fir die Synthese von Butyryl-CoA konnte erfolgreich konstruiert
werden. Die Funktionalitat des Plasmides pMW 2.1 wurde in E. coli XL1-Blue MRF' mittels
des zusatzlichen und notwendigen Einbringens der Thioesterasen YbgC aus H. influenzae
und Tell aus B. subtiliis nachgewiesen. Im Falle der Nutzung von YbgC wurde die Synthese
von Butyrat ausgehend von Acetyl-CoA nachgewiesen. Detektiert wurden 1,2 mM Butyrat
nach 48 Stunden Kultivierung. Die Konstruktion des Plasmids
pPMTL82151 crt2_bcd2 etfB2_etfA2 _hbd2 konnte nicht erfolgreich abgeschlossen
werden. Die auf diesem Plasmid codierten Gene stammten aus C. kluyveri und sollten die
Synthese von Capronyl-CoA ausgehend von Butyryl-CoA ermdglichen.

Es wurden simultane Cofermentationen mit einem acetogenen Stamm und C. kluyveri
unter Nutzung von Synthesegas als Substrat durchgefiihrt. Bei den acetogenen
Bakterienarten handelte es sich um C. autoethanogenum, C. carboxidivorans und
C. ljungdahlii. Im Falle der simultanen Cofermentationen von C. carboxidivorans und
C. kluyveri sowie C. ljungdahlii und C. kluyveri konnte eine Synthese von Butanol, Hexanol
und Capronat nachgewiesen werden. In der simultanen Cofermentation mit
C. carboxidivorans und C. kluyveri wurden 6,5 mM Butanol, 2,2 mM Hexanol und 5,3 mM
Capronat und in der simultanen Cofermentation mit C. ljungdahlii und C. kluyveri 11,5 mM
Butanol, 7,1 mM Hexanol und 9,9 mM Capronat detektiert. Die simultane Cofermentation
mit C. autoethanogenum und C. kluyveri erbrachte keine Produktion dieser Substanzen.
In sequentiellen Cofermentationen mit den zuvor genannten Organismen wurde ein
Wechsel der Gasphase von Synthesegas zu N»/CO, wahrend der Kultivierung vollzogen,
um Toxizitatseffekte auf C. kluyveri zu vermeiden. Der Wechsel der Gasphase erfolgte zum
Zeitpunkt der Zugabe von C. kluyveri in acetogene Kulturen. In keiner dieser
Kultivierungen konnte eine signifikante Produktion von Butanol, Hexanol und Capronat
erreicht werden. Als Grund dafiir wurde die fehlende Substratversorgung nach Wechsel
der Gasphase verantwortlich gemacht.

Weitere sequentielle Cofermentationen wurden durchgefiihrt, in denen durchgehend

Synthesegas als Gasphase genutzt wurde. Im Falle dieser sequentiellen Cofermentation
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(ohne Wechsel der Gasphase) von C. carboxidivorans und C. kluyveri sowie C. ljungdahlii
und C. kluyveri, konnte eine Synthese von Butanol, Hexanol und Capronat nachgewiesen
werden. In der sequentiellen Cofermentation (ohne Wechsel der Gasphase) mit
C. carboxidivorans und C. kluyveri wurden 6,0 mM Butanol, 3,9 mM Hexanol und 10,5 mM
Capronat und in der sequentiellen Cofermentation mit C. ljungdahlii und C. kluyveri 6,7
mM Butanol, 4,0 mM Hexanol und 7,6 mM Capronat detektiert. Die entsprechende
sequentielle Cofermentation (ohne Wechsel der Gasphase) mit C. autoethanogenum und
C. kluyveri erbrachte keine Produktion dieser Substanzen.

Des Weiteren wurden separate biphasische Fermentationen, in welchen zuerst jeweils die
acetogenen Stamme C. carboxidivorans und C. ljungdahlii mit Synthesegas als Substrat
kultiviert wurden und dann aus diesen Kulturen ein Nahrmedium fiir eine Kultivierung von
C. kluyveri prapariert wurde, durchgefiihrt. Mittels der separaten biphasischen
Fermentation von C. carboxidivorans und C. kluyveri konnten 6,1 mM Butanol, 1,8 mM
Hexanol und 15,1 mM Capronat produziert werden. In der separaten biphasischen
Fermentation von C. ljungdahlii und C. kluyveri konnte Capronat in einer Konzentration
von 3,7 mM produziert werden.

C. kluyveri wurde unter Verwendung verschiedener Substratkonzentrationen an Ethanol
und Acetat und der damit verbundenen verschiedenen Ethanol/Acetat-Quotienten, um
die Auswirkungen auf das Produktspektrum zu untersuchen, kultiviert. Es wurde
festgestellt, dass ein zum Acetat verschobener Ethanol/Acetat-Quotient die Bildung von
Butyrat auf Kosten von Capronat fordert. Die Capronatkonzentration war umso hoéher, je
hoher die Ethanolkonzentration war. Der toxische Effekt von Kohlenmonoxid auf
C. kluyveri wurde durch Wachstumsversuche nachgewiesen. Bei Kultivierungen von
C. kluyveri unter den Gasphasen Kohlenmonoxid und Synthesegas mit 40 %
Kohlenmonoxidanteil konnten kein Wachstum und keine Stoffwechselprodukte mehr
festgestellt werden. Die Fahigkeit von C. carboxidivorans und C. ljungdahlii, die Fettsduren
Butyrat und Capronat in die entsprechenden Alkohole Butanol und Hexanol
umzuwandeln, wurde in dieser Arbeit einer genaueren Betrachtung unterzogen. In
Wachstumsversuchen konnte bei beiden Organismen die Umwandlung der Fettsauren in
die entsprechenden Alkohole nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass diese

Umwandlung von Capronat durch C. carboxidivorans und C. ljungdahlii die maximal
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mogliche Konzentration in den simultanen und sequentiellen Cofermentationen
vermindert. In Wachstumsversuchen mit C. kluyveri wurden verschiedene initiale pH-
Werte gewdhlt, um den pH-Wert zu identifizieren, welcher fir das Wachstum und den
Metabolismus von C. kluyveri noch tolerierbar ist. Getestet wurden pH-Werte zwischen 5
und 7. Bei pH-Werten niedriger als 5,5 war kein Wachstum mehr festzustellen. In einem
weiteren Versuch wurde untersucht, welche Konzentrationen an Butyrat und Capronat
durch die Substratkonzentrationen an Ethanol und Acetat, welche aus Vorkulturen mit
eingebracht werden, bei Inokulation neuer Kulturen gebildet werden kénnen. Durch die
eingebrachten Substrate konnten geringe Konzentrationen an Capronat gebildet werden.
Die Capronatkonzentrationen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Cofementationen lagen
hoher. Somit ist von einer hauptsachlichen Produktion ausgehend von Synthesegas
auszugehen und nicht von einer Produktion aus den eingebrachten
Substratkonzentrationen. Es wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von
funktionalen Cofermentationskulturen sowie zusatzlich von C. carboxidivorans,
C. ljungdahlii und C. kluyveri erstellt, um morphologische Unterschiede oder
Auffilligkeiten zu erkennen. Auffilligkeiten konnten nicht festgestellt werden. Alle
genutzten Organismen konnten aber aufgrund der morphologischen Unterschiede in den

Cofermentationskulturen identifiziert werden.



214 Summary

6 Summary

The plasmid pMW 2.1 with the Genes thlA, hbd, crt, etfA, etfB and bcd deriving from
C. acetobutylicum for synthesis of butyryl-CoA has been successfully constructed. The
functionality of plasmid pMW 2.1 has been proven in E. coli XL1-Blue MRF' with additional
and necessary expression of the thioesterases YbgC from H. influenzae and Tell from
B. subtiliis. In case of YbgC, the synthesis of butyrate starting from acetyl-CoA has been
proven. After cultivation for 48 hours 1,2 mM butyrate were detected. The construction
of plasmid pMTL82151 crt2_bcd2_etfB2 etfA2_hbd2 could not be completed
successfully. The genes encoded on this plasmid derived from C. kluyveri and should
enable the synthesis of caproyl-CoA starting from butyryl-CoA.

Simultaneous cofermentations were performed by cultivation of an acetogenic strain
together with C. kluyveri with the use of synthesis gas as substrate. The used acetogenic
bacteria species were C. autoethanogenum, C. carboxidivorans, and C. ljungdahlii. In case
of simultaneous cofermentation of C. carboxidivorans and C. kluyveri plus C. ljungdahlii
and C. kluyveri, a synthesis of butanol, hexanol, and caproate has been shown. In the
simultaneous cofermentation with C. carboxidivorans and C. kluyveri 6,5 mM butanol,
2,2 mM hexanol, and 5,3 mM caproate were detected. In the simultaneous
cofermentation with C. ljungdahlii and C. kluyveri 11,5 mM butanol, 7,1 mM hexanol, and
9,9 mM caproate were detected. The production of these substances has not been
detected in the simultaneous cofermentation with C. autoethanogenum and C. kluyveri.
In a sequential cofermentation with the previously named organisms the gas phase was
changed during the cultivation from synthesis gas to N»/CO; to avoid toxicity effects on
C. kluyveri. The change of the gas phase was performed at the time point at which
C. kluyveri was added to the acetogenic cultures. In none of these cultivations a
considerable production of butanol, hexanol, and caproate could be achieved. The reason
for this is the missing supply of substrate after changing of the gas phase. Further
sequential cofermentations were performed with the continuous use of synthesis gas as
substrate. In case of the sequential cofermentation (without change of the gas phase) of
C. carboxidivorans and C. kluyveri plus C. ljungdahlii and C. kluyveri a production of

butanol, hexanol and caproate was detectable. In the sequential cofermentation (without
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change of the gas phase) of C. carboxidivorans and C. kluyveri 6,0 mM butanol, 3,9 mM
hexanol, and 10,5 mM caproate have been detected and in the sequential cofermentation
of C. ljungdahlii and C. kluyveri 6,7 mM butanol, 4,0 mM hexanol, and 7,6 mM caproate
were detectable. The sequential cofermentation (without change of the gas phase) of
C. autoethanogenum and C. kluyveri did not lead to production of these substances. Also,
separate biphasic fermentations, which started with the cultivation of the acetogenic
strains C. carboxidivorans and C. ljungdahlii with the use of synthesis gas as substrate,
were performed. These cultures have been prepared to obtain a culture medium for
cultivation of C. kluyveri. With the separate biphasic fermentation of C. carboxidivorans
and C. kluyveri, a production of 6,1 mM butanol, 1,8 mM hexanol, and 15,1 mM caproate
has been achieved. In the second separate biphasic fermentation of C. ljungdahlii and
C. kluyveri 3,7 mM caproate were detectable.

C. kluyveri was cultivated with different substrate concentrations (ethanol and acetate)
and thereby the effect of the resulting different ethanol/acetate quotients on the product
spectrum was investigated. It was noticed that a shift to acetate in the ethanol/acetate
guotient leads to higher production of butyrate at cost of the caproate production.
Caproate concentrations were higher when there was a higher initial ethanol
concentration. The toxic effect of carbon monoxide on C. kluyveri was proven by growth
experiments. At cultivations of C. kluyveri under the gas phase carbon monoxide and
synthesis gas (with 40 % carbon monoxide) it was not possible to detect any more growth
or metabolic activity of C. kluyveri. Also, the ability of C. carboxidivorans and C. ljungdahlii
to convert the fatty acids butyrate and caproate into the corresponding alcohols butanol
and hexanol was checked in more detail. The conversion of the fatty acids into the
corresponding alcohols was shown for both organisms. It can be assumed that the
conversion of caproate by C. carboxidivorans and C. ljungdahlii reduces the maximal
possible concentrations in the simultaneous and sequential cofermentations. Also,
different initial pH values were checked to identify the pH value which is still tolerable for
growth and metabolic activity of C. kluyveri. pH values have been tested from 5 to 7. At
pH values lower than 5,5, no growth was observable. In a further experiment it was
checked what concentrations of butyrate and caproate can be produced starting from the

substrate concentrations of ethanol and acetate which are carried over by inoculation of
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new cultures. Low concentrations of caproate have been produced by the substrate which
were carried over from pre-cultures. The caproate concentrations in the cofermentation
performed in this PhD thesis were higher. Therefore, it can be assumed that the
production of caproate was based on synthesis gas and not on the substrates which were
carried over. Electronmicroscopic pictures of functional cofermentations and single
cultures of C. carboxidivorans, C. ljungdahlii, and C. kluyveri have been taken to detect
morphological differences or abnormalities. No abnormalities could be seen, but all used

organisms were identified in the cofermentations due to their morphological differences.
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