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Einleitung 1

1 Einleitung

Die chemische Industrie nutzt gegenwartig vor allem fossile Rohstoffe wie Erddl. Konventionelle
chemische Prozesse kénnen in vielen Fallen durch nachhaltige biotechnologische Verfahren ersetzt
werden (Schiiler, 2016). Diese lassen sich gegentiber herkdmmlichen Prozessen energie- und
emissionsarmer gestalten und ermdoglichen die Verwendung von nachwachsenden Rohstoffen
(Umweltbundesamt, 2014). 2009 lag der weltweite Anteil nachwachsender Rohstoffe, die in der
chemischen Industrie fir die Herstellung von Chemikalien eingesetzt wurden, bei etwa 3-4 %.
Schétzungen gehen davon aus, dass sich dieser Anteil bis 2025 auf etwa 17 % erhéhen koénnte, was
einem Umsatz von etwa 70 - 100 Mrd. USD entspricht (Reisch, 2009). Damit Unternehmen der
chemischen Industrie etablierte Prozesse durch neue biotechnologische Verfahren ersetzen, miissen
diese erhebliche Vorteile wie beispielsweise niedrigere Produktionskosten bieten.

Eine der wesentlichen Einflussgrofien auf die Prozesskosten ist die Produktselektivitat, die in
biotechnologischen Verfahren durch Optimierung des mikrobiellen Metabolismus gesteigert werden
kann. Mikrobielle Produktionsstoffwechselwege kdnnen durch die Verfligbarkeit von Ausgangs-
metaboliten des Syntheseweges und von Energie in Form von ATP sowie durch den Redoxzustand
von Substrat, Produkt und Mikroorganismus beeinflusst werden. Diese Faktoren sind voneinander
abh&ngig und beeinflussen sich gegenseitig. In Abhangigkeit der Redoxzustande von Substrat und
Produkt werden Energie- und Redoxzustand des Mikroorganismus beeinflusst und damit die
Verfugbarkeit von Ausgangsstoffen fiir den Produktionsstoffwechselweg (Harnisch et al., 2015).
Samtliche Prozesse unterliegen der Erhaltung der Masse und der Ladung. Dies fuhrt oft zur Bildung
von Nebenprodukten und einer Verminderung der Produktselektivitat (Doran, 2013). Eine
Maoglichkeit zur Entkopplung von Massen- und Ladungserhaltung ergab sich durch die Entdeckung
exoelektrogener Mikroorganismen vor etwa einem Jahrhundert (Potter, 1911). Diese
Mikroorganismen sind in der Lage, Uberschiissige Elektronen uber die &uRRere Zellmembran auf
externe Akzeptoren zu ubertragen. Werden Anoden als externe Elektronenakzeptoren genutzt, wird
dieser Prozess als Anodenatmung (engl. ,,anodic respiration) bezeichnet (Lovley, 2006; Torres et al.,
2008). Dies ertffnet neue Gestaltungsmaglichkeiten in der biotechnologischen Prozessentwicklung,
da damit anaerobe Produktionsprozesse realisierbar werden, die nicht der stéchiometrischen
Bilanzierung der Redoxzustdnde von Substraten und Produkten unterliegen (Sturm-Richter et al.,
2015). In der mikrobiellen Produktion von Chemikalien verspricht der Einsatz der Anodenatmung
aufgrund der Verminderung der Nebenproduktbildung daher signifikante Verbesserungen der

Produktselektivitat und der Prozessfiihrung.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die Entwicklung innovativer biotechnologischer Prozesse ist notwendig, um eine effiziente und
6konomische Herstellung von Chemikalien mittels Mikroorganismen zu ermdglichen (Weusthuis et
al., 2011). Bisher entwickelte Prozesse finden unter aeroben oder anaeroben Bedingungen statt.
Aerobe Prozesse weisen hohe Energieeintrége fur die intensive Begasung des Mediums auf. Die damit
verbundenen Kosten kdnnen in anaeroben Prozessen deutlich reduziert werden, da hier auf eine
Begasung des Mediums verzichtet werden kann. Allerdings kommt es in anaeroben Prozessen oft zur

Bildung unerwiinschter oder sogar toxischer Nebenprodukte (Ulber und Sell, 2007).

Die Erhaltung der Ladung bei Stoffumsetzungen bedingt, dass der Redoxmetabolismus des
Mikroorganismus stochiometrisch bilanziert wird. Die bei der mikrobiellen Oxidation von
Kohlenstoffquellen aufgenommenen Elektronen missen zur Regeneration der zelluléren
Redoxdaquivalente (zum Beispiel NADH, NADPH) aus dem Mikroorganismus entfernt werden.
Wihrend dies unter aeroben Bedingungen durch Reduktion von Sauerstoff zu Wasser geschehen kann,
werden unter anaeroben Bedingungen reduzierte Nebenprodukte wie beispielsweise Acetat oder
Ethanol gebildet (Singh et al., 2011). Eine solche Nebenproduktbildung verringert jedoch den Ertrag
des gewinschten Produkts. Kann stattdessen den Zellen eine andere Mdoglichkeit zur Abgabe
tberschissiger Elektronen geboten werden, so kdénnten die Produktertrdge anaerober Prozesse

gesteigert werden.

Durch die Kontaktierung der Zellsuspension mit einer als Anode geschalteten Elektrode wird eine
Elektronensenke in den Prozess integriert, die aufgrund ihrer unbegrenzten Elektronenaufnahme-
kapazitat Ober beliebige Zeitrdume als terminaler Elektronenakzeptor fliir den Produktions-
stoffwechselweg dienen kann. Ein solcher Prozess wird als Elektrodenatmung (englisch: electro-
respiration) bezeichnet (Rabaey und Rozendal, 2010). Steigerungen von Produktertrdgen durch
Prozesse mit Anodenatmung wurden bereits fur verschiedene mikrobielle Stoffumwandlungen gezeigt
(Saccharomyces cerevisiae, Ethanol (Shin et al., 2002), Clostridium acetobutylicum, n-Butanol (Kim
und Kim, 1988), Actinobacillus succinogenes, Succinat (Park und Zeikus, 1999)).

Damit die innerhalb der Zelle befindlichen Redoxaquivalente mittels Elektronenabgabe an die
Elektrode regeneriert werden kdénnen, muss ein Elektronentransfer tber die duBere Zellmembran

moglich sein. Exoelektrogene Mikroorganismen weisen als zentrales Charakteristikum die Féhigkeit
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zum externen Elektronentransfer auf. Dabei werden zwei Mechanismen unterschieden, der direkte und
der indirekte externe Elektronentransfer (Patil et al., 2012). Beim direkten externen Elektronentransfer
wird die Ladungstbertragung durch unmittelbaren Kontakt der Mikroorganismen mit der Elektroden-
oberfléche Uber redoxaktive Proteine in der duBeren Zellmembran gewahrleistet. Beim indirekten
externen Elektronentransfer transportieren im Medium geldste Mediatoren Elektronen zwischen
Mikroorganismus und Elektrode. Mediatoren kénnen von einigen Mikroorganismen selbst gebildet

werden, es kdnnen aber auch kinstlich hergestellte redoxaktive Verbindungen eingesetzt werden.

Das wirtschaftlich interessante Produkt para-Hydroxybenzoeséure (pHBA) kann iber den Shikimat-
Stoffwechselweg (Biosynthese aromatischer Aminosauren) mikrobiell hergestellt werden (Krémer et
al., 2013). pHBA wirkt antimikrobiell und wird vor allem in Form des Ethyl- und Butylesters als
Konservierungsstoff in Kosmetika und pharmazeutischen Formulierungen verwendet. Dem-
entsprechend sollte ein geeigneter Stamm eine hohe Toleranz gegenuiber aromatischen Verbindungen
besitzen und die Mdoglichkeit der pHBA-Produktion Uber den Shikimat-Weg aufweisen. Um
Anodenatmung untersuchen zu kdnnen, sollte dieser Modellorganismus auch exoelektrogen sein.
Mikroorganismen des Genus Pseudomonas konnen diese Anforderungen erfullen (Collado et al.,
2015; Ramos-Gonzalez et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit soll daher die als Sicherheitsstamm
klassifizierte Spezies Pseudomonas putida KT2440 fur die Produktion von pHBA Uber den Shikimat-
Weg verwendet werden. Die dazu notwendigen gentechnischen Modifikationen des Shikimat-
Stoffwechselweges wurden von Projektpartnern der Universitat Queensland, Dr. Jens Krémer und
Shigin Yu, durchgefihrt. Der vom Projektpartner bereitgestellte Stamm P. putida KT2440
ApobA/pSEV A-ubiC wies eine chromosomale Deletion des Gens pobA auf, um den Abbau von pHBA
iiber den Ortho-Weg zu vermeiden und ermdglichte eine Uberexpression des Gens ubiC, das auf einem

Vektor vorlag, um den Fluss von Chorismat zu pHBA zu erhdhen.

Pseudomonas putida ist daftir bekannt eine groRe Anzahl an Kohlenstoffquellen umsetzten zu kdnnen
(Dos Santos et al., 2004). Daher soll im Rahmen dieser Arbeit mittels eines genomweiten Modells
abgeschatzt werden welche Substrate sich fur die pHBA-Bildung bei Sauerstoff- und Anodenatmung
am Besten eignen. Dazu soll das genomweite Modell anhand ausgewahlter Substrate zundchst
experimentell validiert werden. Basierend auf den mittels des genomweiten, validierten Modells
abgeschatzten pHBA-Ertrégen sollen fir die folgenden experimentellen Untersuchungen Substrate fir

die pHBA-Bildung bei Anodenatmung ausgewahlt werden.
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Es ist zu erwarten, dass die Anodenatmung einen deutlichen Einfluss auf die Produkt- und
Nebenproduktbildung sowie das Wachstum zeigt (Kim und Kim, 1988; Pandit und Mahadevan, 2011,
Park und Zeikus, 1999; Shin et al., 2002). Um zu untersuchen, ob die Anodenatmung gegenuber der
klassischen Sauerstoffatmung Vorteile wie beispielsweise hohere Produktertrdge bietet soll im
Rahmen dieser Arbeit in aeroben Satzprozessen die Sauerstoffatmung von P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC reaktionstechnisch untersucht werden. Ein Vergleich zwischen P. putida
KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC und P. putida KT2440 soll dazu dienen, Effekte der gentechnischen

Modifikationen einordnen zu kénnen.

Bioreaktoren zur Durchfiihrung von Prozessen mit Anodenatmung werden als bio-elektrochemische
Systeme bezeichnet. Durch ihre Aufteilung in zwei durch eine ionenselektive Membran getrennte und
jeweils mit einer Elektrode kontaktierte Kammern entsprechen sie im Grundaufbau elektrochemischen
Zellen. Der Einsatz mikrobieller Katalysatoren in Kathoden- oder Anodenkammer erlaubt die
Umsetzung organischer Kohlenstoffquellen zu Chemikalien und elektrischem Strom (Rabaey und
Rozendal, 2010). Bislang publizierte bio-elektrochemische Systeme weisen fundamental
unterschiedliche Geometrien auf, werden oft nur unzureichend durchmischt und ermdglichen nur
selten die Regelung wichtiger biotechnologischer Prozessgréfien wie beispielsweise des pH (Krieg et
al., 2014). Fur aerobe und anaerobe Bioprozesse wird (blicherweise ein Rihrkesselreaktor genutzt.
Dieser Bioreaktortyp ist sehr gut charakterisiert und gewahrleistet eine stabile und homogene
Einstellung der Reaktionsbedingungen. Dies ermdglicht eine verlassliche reaktionstechnische
Charakterisierung von Bioprozessen. Es ware vorteilhaft, wenn ein entsprechendes bio-
elektrochemisches System existieren wirde, mit dem eine Charakterisierbarkeit von Prozessen mit
Anodenatmung ermoglicht wird. Ein Ziel dieser Forschungsarbeit ist es deshalb, mittels
Modifikationen eines Rihrkesselreaktors ein bio-elektrochemisches System zu entwickeln, das die
Vorteile des Rihrkessels fur die Anodenatmung nutzbar macht.

Obwohl bio-elektrochemische Reaktionen bereits 1911 entdeckt wurden (Potter, 1911) und in einer
Reihe von Anwendungsgebieten wie beispielsweise zur Abwasserbehandlung (Ghafari et al., 2008),
zur Energieerzeugung (Liu und Logan, 2004) oder zur Herstellung von Chemikalien (Steinbusch et
al., 2010) eingesetzt werden, laufen bio-elektrochemische Reaktionen in der Regel langsam ab, was
sich in langen Prozesszeiten sowie geringen Stromstérken und Umsatzraten auf3ert (Xie et al., 2015).
Im Rahmen dieser Arbeit sollen deshalb Limitierungen bio-elektrochemischer Reaktionen anhand des
Modellprozesses der Herstellung von pHBA mit P. putida KT2440 untersucht werden. Eine

Voraussetzung zur Identifikation von Prozesslimitierungen ist die Untersuchung der bio-
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elektrochemischen Reaktion unter stabilen Reaktionsbedingungen. Dazu soll der im Rahmen dieser
Arbeit zum bio-elektrochemischen System umgebaute Ruhrkesselreaktor verwendet werden. Als
zentrale Prozessvariablen sollen die Einfliisse der Arbeitselektrodenoberflache, des Stofftransportes
und des externen Elektronentransfers untersucht werden. Identifizierte Limitierungen sollen

vermindert werden, um eine Verbesserung der pHBA-Bildung bei Anodenatmung zu erreichen.

Anhand der Zielsetzungen wurde fir diese Arbeit die folgende VVorgehensweise formuliert:

o Computergestiitzte Abschétzung der pHBA-Bildung mit Sauerstoff- und Anodenatmung
- Experimentelle Validierung des Modells

- Identifikation geeigneter Kohlenstoffquellen

e Charakterisierung der pHBA-Herstellung mit dem vom Projektpartner (Dr. Jens Kromer,
University of Queensland, Brisbane, Australien) bereitgestellten rekombinanten Stamm
Pseudomonas putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im Satzverfahren bei Sauerstoff- und
Anodenatmung
- Einfluss unterschiedlicher Substrate

- Identifikation von Nebenprodukten

e Vergleichende reaktionstechnische Charakterisierung von Pseudomonas putida KT2440 und
Pseudomonas putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC in aeroben Satzprozessen zur

Untersuchung der Auswirkungen der gentechnischen Verénderungen

e Modifikation eines Riihrkesselreaktors zur Nutzung als bio-elektrochemisches System fiir die

Anodenatmung unter Beibehaltung der Betriebscharakteristik des Rihrkessels

e Aufklarung des Mechanismus des extrazelluldren Elektronentransfers von Pseudomonas
putida KT2440

o Identifikation von Prozesslimitierungen der Anodenatmung von Pseudomonas putida
KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC

e Verbesserung der Anodenatmung von Pseudomonas putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC zur
pHBA-Bildung.
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3  Theoretische Grundlagen

3.1 Elektrochemische Prozesse

Unter elektrochemischen Prozessen lassen sich alle Prozesse zusammenfassen, in denen
elektrochemische Reaktionen ablaufen (Walsh, 1993). In diesem Kapitel werden Grundlagen und
Besonderheiten elektrochemischer Reaktionen und Reaktoren dargestellt. Ein guter Uberblick tiber

elektrochemische Grundlagen ist bei Schmidt (2012) zu finden.

3.1.1 Elektrochemische Zellen und Reaktoren

Die Untersuchung elektrochemischer Prozesse oder die gezielte chemische Stoffumwandlung unter
Beteiligung von elektrischer Energie erfolgt in einer elektrochemischen Zelle beziehungsweise in
einem elektrochemischen Reaktor. Eine Zelle oder ein Reaktor besteht mindestens aus den folgenden
vier Komponenten (Abbildung 1) (Schmidt, 2012):

Zwei Elektroden

Elektrolyt

Gehdause

Elektronik mit elektrischen Verbindungen

Eine Elektrode ist ein Material, in dem sich Elektronen frei bewegen kénnen. Zu diesen Materialien
zahlen beispielsweise Metalle, Kohlenstoff oder leitfahige Polymere. Der Elektrolyt, in den die
Elektroden eingetaucht werden, ist ein Material, in dem sich lonen als Ladungstrager frei bewegen
kénnen, wohingegen es fur Elektronen nicht leitfahig ist. lonische Leiter umfassen Salzschmelzen,
dissoziierte Salze in Ldsungen und ionische Feststoffe (Newman und Thomas-Alyea, 2004).
Elektrolyt und Elektroden werden von einem Gehduse, das nicht elektrisch leitfahig und chemisch
inert ist, aufgenommen. Die Elektroden werden elektrisch leitfahig verbunden und tiber entsprechende
Elektronik (Amperemeter, Voltmeter, Strom- und Spannungsquellen) kénnen elektrische Stréme und
Potentiale gemessen oder eingestellt werden. Diese Komponenten der elektrochemischen Zelle
ermdglichen einen Elektronentransport tber die zwei Elektroden und einen externen leitenden
Stromkereis, der durch die Migration von lonen im Elektrolyt geschlossen wird (Schmidt, 2012).

Dies fuhrt dazu, dass an den beiden Elektroden unterschiedliche Reaktionen ablaufen, die Oxidation
und Reduktion genannt werden. Die Oxidation beschreibt die Elektronenabgabe einer Verbindung und
findet an der Anode statt. Die Reduktion beschreibt die Elektronenaufnahme einer Verbindung und
findet an der Kathode statt. Die rdumliche Trennung von Oxidation und Reduktion in einer
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elektrochemischen Zelle fihrt zu dem Begriff der zwei Halbzellen (Newman und Thomas-Alyea,
2004). Dabei wird Ublicherweise von anodischer und kathodischer (Halb-)Zelle gesprochen (Bargel
et al., 2008). FlieRen Elektronen von der Anode zur Kathode, wird dies als anodischer Strom
bezeichnet, der nach der Konvention der Internationalen Union fur Reine und Angewandte Chemie
(IUPAC) ein positives VVorzeichen hat. Fliel3t der Strom von der Kathode zur Anode, spricht man von

einem kathodischen Strom, der ein negatives Vorzeichen hat (Koryta, 2013).

Elektronik
te
Anode — — Kathode
Red - Ox+ze Ox+ze — Red
A K
—— Elektrolyt

Abbildung 1  Prinzipieller Aufbau einer einfachen elektrochemischen Zelle. Dargestellt sind die essentiellen
Komponenten: Elektroden, Elektrolyt, Gefall und externer Leiterkreis. A": Anion; K*: Kation;
— und «: Diffusionsrichtung der Ionen im elektrischen Feld; Ox: oxidierte Verbindung; Red:
reduzierte Verbindung; z: Ladungszahl.

Neben dem Elektronenfluss im externen Leiterkreis kommt es im Elektrolyt zur Migration positiv und
negativ geladener lonen. Negativ geladene lonen bewegen sich im elektrischen Feld, das sich
zwischen Anode und Kathode bildet, zur Anode. Dementsprechend werden negativ geladene lonen
Anionen genannt. Die Anode ist, da die Elektronen zur Kathode flieRen, positiv geladen. Positiv

geladene lonen, die Kationen genannt werden, bewegen sich zur negativ geladenen Kathode.

Zusétzlich zu den genannten essentiellen Komponenten elektrochemischer Zellen kdnnen je nach
Anwendungsfall weitere Bauteile bendtigt werden (Schmidt, 2012):

e  Separator

e Einrichtungen zum Stofftransport (Ruhrer, Pumpen)

e Waérmetauscher

e Mess-und Regelungstechnik
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Separatoren (zum Beispiel semipermeable Membranen, Stromschlissel) trennen den mit Elektrolyt
gefullten Raum in eine Anoden- und eine Kathodenkammer und kdnnen notwendig werden, um
unerwiinschte Reaktionen zwischen anodischen und kathodischen Produkten zu verhindern. Die
verbleibenden Komponenten umfassen periphere Baueinheiten, die auch in herkdmmlichen

chemischen Reaktoren verwendet werden und der Kontrolle der Reaktionsbedingungen dienen.

Fur die Komponenten elektrochemischer Zellen oder Reaktoren ergeben sich nach Schmidt (2012)
basierend auf ihren Funktionen spezielle Anforderungen an die eingesetzten Materialien, die in

Tabelle 1 zusammengefasst sind.

Tabelle 1 Funktionen und Anforderungen der zentralen Komponenten elektrochemischer Zellen oder
Reaktoren (nach Schmidt (2012)).

Komponente Funktion Anforderung

Geringe Materialkosten
Anode Oxidation von Substanzen Stabilitat

Kathode Reduktion von Substanzen Hohe Leitfahigkeiten

Hohe elektrochemische Aktivitat

Transport von ionischen Ladungstragern
Elektrolyt (Anionen und Kationen)

Ort vor- und nachgelagerter Reaktionen

lonische Leitfahigkeit

Chemisch inert (keine Zersetzung)

Trennung von Anoden- und Elektrochemisch inert

Separator TP )
Y Kathodenkammer Durchlassigkeit fur ionische Ladungs

trager

Aufnahme von Elektroden und

Elektrolyten . -
Gehause n Kostenginstige Materialien

Durchflihrung elektrochemischer

Geringes Volumen und Gewicht

Kompakter Aufbau
Reaktionen

Geringe Gesamtkosten

Transport von Edukten und Produktion Geringe Schadstoffemissionen
Peripherie / ) . )
Anl Temperieren des Reaktors Effizienter Einsatz von
nlage . . .
Mess- und Regelungstechnik Betriebsmitteln

Geringer Gesamtenergieaufwand
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3.1.2 Besonderheiten elektrochemischer Reaktionen

Elektrochemische Reaktionen unterscheiden sich in drei Punkten wesentlich von chemischen
Redoxreaktionen. Zundchst kommt es, begriindet durch den Aufbau von elektrochemischen Zellen, zu
einer raumlichen Trennung von Oxidation und Reduktion, wahrend diese Reaktionen bei einer
chemischen Redoxreaktion am selben Ort stattfinden. Dabei finden elektrochemische Reaktionen stets
an der Grenzflache zwischen Elektrode und Elektrolyt statt. Es handelt sich dementsprechend um eine
zweidimensionale heterogene Reaktion, wahrend chemische Redoxreaktionen im gesamten
Reaktionsvolumen stattfinden und somit dreidimensional sind. Ein Vorteil elektrochemischer
Reaktionen gegeniber chemischen Redoxreaktionen ist die Einstellbarkeit der Reaktionsrate durch

die Potentialdifferenz zwischen den Elektroden (Newman und Thomas-Alyea, 2004).

3.1.3 Stoff- und Ladungsbilanzen

Bei der Aufstellung elektrochemischer Reaktionsgleichungen miissen die Elektronen als
Reaktionspartner beriicksichtigt werden. Wie bereits beschrieben kommt es an der Anode zur
Aufnahme von Elektronen, die dann an der Kathode abgeben werden und mit dem im Elektrolyt
verfiigharen Oxidationsmittel abreagieren. Die anodischen und kathodischen Teilreaktionen werden
unter Berucksichtigung der ausgetauschten Elektronen formuliert. Die Gesamtreaktionsgleichung
muss hinsichtlich der Ladungsbilanz neutral sein. In der Elektrochemie gilt also neben der
Massenerhaltung auch die Erhaltung der Ladung. Aufgrund der Erhaltung der Ladung sind Reaktionen
an Anode und Kathode immer gekoppelt und es entstehen immer zwei Produkte (Schmidt, 2012).

Die Beziehung zwischen Massen- und Ladungsbilanzen in einer elektrochemischen Reaktion wird
durch das Faraday-Gesetz beschrieben (Schmidt, 2012):

Q=n-z-F 1
Q Ladung, C
n Stoffmenge, mol
z Ladungszahl, -
F Faraday-Konstante, F = 96 485 C mol™.

Die Faraday-Konstante ist definiert als die Ladungsmenge, die einem Mol Elektronen entspricht. Mit

der Elementarladung e, =1,6021 -10™* C und der Avogadro-Zahl N,= 6,023-10* mol gilt:

F=30'NA 2
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Die elektrische Stromstérke | ist als zeitliche Anderung der Ladung Q definiert:

dqQ
| =— 3
dt
Setzt man Gleichung 1 in Gleichung 3 ein, ergibt sich der Zusammenhang zwischen Stromstérke und
der Stoffmenge n, da z und F Konstanten sind.
dn

=2, F 4
a

Die Produktionsrate dn/dt héngt also proportional vom Stromfluss ab (Gleichung 5). Je héher der
Stromfluss, desto hoher die Produktionsrate.
dn

1
dt z-F

3.1.4 Reaktionstechnik

Wie bereits beschrieben wurde, sind elektrochemische VVorgange heterogene Reaktionen und finden
an der Phasengrenze zwischen Elektrode und Elektrolyt statt. Diese Phasengrenze wird auch als
elektrolytische Doppelschicht bezeichnet und besteht aus der Helmholtz Schicht, in der die
Elektronentransfer-Reaktion stattfindet und der Nernst’schen Diffusionsschicht. Die mdoglichen
physikalisch-chemischen Vorgéange in der elektrolytischen Doppelschicht sind in Abbildung 2 am
Beispiel einer Reduktion dargestellt. Zundchst kommt es zu einem diffusiven Stofftransport des
oxidierten Eduktes durch die Nernst’sche Diffusionsschicht. In der Helmholtz Schicht streift das
oxidierte Edukt die Solvathtille ab und adsorbiert an der Elektrodenoberflache. Es kann entweder zur
Desorption oder zum Elektronentransfer kommen. Erfolgt ein Elektronentransfer, entsteht das
reduzierte Produkt. Diese kann im Folgenden von der Elektrodenoberflache desorbieren (Hall und
Hummel, 1995; Schmidt, 2012).

Wihrend der Reaktion verringert sich die Konzentration des Edukts in der Helmholtz Schicht und
Edukt muss aus dem Inneren des Elektrolyten durch die Nernst’sche Diffusionsschicht nachgeliefert
werden. Gleichzeitig muss das Produkt vom Reaktionsort abtransportiert werden. Ist die
elektrochemische Reaktion an der Elektrode schneller als der Stofftransport in der Nernst’schen
Diffusionsschicht, kommt es zu einer Stofftransportlimitierung. Dies kann sich insbesondere bei
pordsen Elektroden negativ auf die Geschwindigkeit der Reaktion auswirken, da es hier zusétzlich zur
Diffusion durch die Nernst’sche Diffusionsschicht zur Porendiffusion kommt (Abbildung 3).
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Helmholtz Nernst'sche
Schicht Diffusionsschicht Elektrolyt

OX{
—_ > T

Adsorption/
Desorption

Stofftransport

N
D
Elektronentransfer

A

Abbildung 2 Physikalisch-chemische Prozesse an der Phasengrenze Elektrode/ Elektrolyt am Beispiel einer
Reduktion (nach Schmidt (2012)).

Elektrode

Red<«—(<«—— h@

568
®
ey

Abbildung 3 Ablauf einer heterogenen katalysierten Reaktion mit Diffusion und Adsorption an einem
pordsen Katalysator am Beispiel einer elektrochemischen Reduktion. (1) Diffusion des
oxidierten Edukts durch die Nernst’sche Diffusionsschicht; (2) Porendiffusion des oxidierten
Edukts; (3) Adsorption des oxidierten Edukts; (4) Oberflachenreaktion an einem aktiven
Zentrum; (5) Desorption des reduzierten Produkts; (6) Porendiffusion des reduzierten
Produkts; (7) Diffusion des reduzierten Produkts durch die Nernst’sche Diffusionsschicht
(nach Behr et al. (2010)).
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3.1.5 Zellspannung
Die Mess- und RegelgroRRen in einer elektrochemischen Zelle sind die Spannung zwischen den

Elektroden, die auch als Zellspannung Ez bezeichnet wird, und der durch die Zelle flielende Strom 1.

Im stromlosen Zustand (I = 0) findet kein Stoff-und Ladungsumsatz an den Elektroden statt und das
System befindet sich im Gleichgewicht. Die dann zwischen den Elektroden anliegende Spannung wird
als thermodynamische Gleichgewichtsspannung Ezo bezeichnet. Ezo lasst sich (ber die freie
Reaktionsenthalpie bestimmen (Schmidt, 2012):

0
;
mit

ARG® = —R-T -In(Keq) 7
Ezo Zellspannung im stromlosen Zustand, V
ARG° Freie Reaktionsenthalpie im thermodynamischen Gleichgewicht, J
z Ladungszahl, -
F Faraday-Konstante, F = 96 485 C mol*
R Allgemeine Gaskonstante: R = 8,31447 J mol* K1
T Temperatur, K
Keg Gleichgewichtskonstante der Reaktion

Abgeleitet aus der Druck- und Temperaturabhdngigkeit von ApG ergibt sich, dass auch die
Gleichgewichtsspannung Ez eine Funktion von p und T ist. Fur feste und flissige Komponenten kann
die Druckabhéngigkeit im Allgemeinen vernachléssigt werden, weil sich das VVolumen wahrend der
Reaktion meist nur geringfligig &ndert.
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Ezo kann gleichfalls aus der Potentialdifferenz der beiden Elektroden bestimmt werden. Im
elektrochemischen Gleichgewicht, also im stromlosen Zustand und unter Standardbedingungen gilt

dann:
Ez0 = EgL10 — EEL20 8
Ezo Zellspannung im stromlosen Zustand, V
EeLio Potential der Elektroden 1 und 2 im stromlosen Zustand, V

Bei einem elektrochemischen Stoffumsatz fliel3t ein Strom durch die gesamte Zelle und deren duReren
Leiterkreis. Die Zellspannung wird zu einer Funktion der Stromstarke E7 = f(I).

Fir den Fall Ez > Ezghandelt es sich um ein Elektrolyseverfahren, bei dem eine Zufiihrung elektrischer
Energie durch die Elektronik notwendig ist. Fir den Fall Ez < Ezohandelt es sich um ein galvanisches
Element und die Elektronik arbeitet als elektrischer Verbraucher.

Diese beiden Betriebsweisen unterscheiden sich im thermodynamischen Sinn durch ihre
Energiebilanz. Bei einer Elektrolyse ist die freie Reaktionsenthalpie AgG der Gesamtreaktion > 0 und
der Reaktion muss von auRen Energie zugefihrt werden, damit sie ablauft (endergonische Reaktion).
Ein galvanisches Element weist dagegen eine Ag G < 0 auf und bei der Reaktion, die freiwillig ablauft,

wird Energie frei (exergonisch).

Die Spannung Ez zwischen den Elektroden in einer elektrochemischen Zelle unter Stromfluss ergibt

sich aus der Differenz der Einzelpotentiale Eg. der Elektroden 1 und 2.

E7 = EpL1 — EgL> 9

Ey Zellspannung unter Stromfluss, V

EeLi Potential der Elektroden 1 und 2 unter Stromfluss, V
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3.1.6 Elektrodenspannung

Die Einzelpotentiale der Elektroden sind experimentell nicht zuganglich, da immer zwei Elektroden
nétig sind, zwischen denen mit einem hochohmigen Voltmeter die Spannung im stromlosen Zustand
gemessen wird.

Fur die Angabe von Einzelpotentialen wird folglich ein Bezugspunkt benétigt. Mit Hilfe einer
Referenzelektrode (RE) kann das Potential einer beliebigen Elektrode bestimmt werden. Dabei wird
die Spannungsdifferenz Eo zwischen der Arbeitselektrode (AE), an der sich das zu bestimmende

elektrochemische Gleichgewicht einstellt und der RE gemessen:

Eo = Epgo — Ergo0 10
E, Elektrodenspannung im Gleichgewicht, V
Eago Potential der Arbeitselektrode im Gleichgewicht, V
Ergo Potential der Referenzelektrode im Gleichgewicht, V

Dementsprechend sollte die gemessene Elektrodenspannung immer mit Angabe der

Referenzelektrode genannt werden.

3.1.7 Referenzelektroden

Man hat sich darauf geeinigt, als Referenz fur die Bestimmung des Elektrodenpotentials das
elektrochemische  Gleichgewicht  zwischen  Wasserstoff und  Hydronium-lonen  unter
Standardbedingungen (p(H2) = 0,1 MPa; T = 298 K; pH = 0) zu verwenden. Man bezeichnet dieses
Redoxsystem, das sich an einer inerten Platinelektrode einstellt, als Standard-Wasserstoffelektrode
(engl. standard hydrogen electrode, SHE). Dieser Referenzelektrode wurde das Potential 0 V
zugeordnet.

Experimentell l&sst sich eine SHE im elektrochemischen Gleichgewicht realisieren, indem
Wasserstoff bei einem Druck von 0,1 MPa und einer Temperatur von 298 K an einer Platinelektrode
vorbeistromt, die in eine Elektrolytlosung mit dem pH 0 eingetaucht ist (Abbildung 4).

Neben der SHE gibt es eine Reihe weiterer Referenzelektroden, die sich durch einen einfacheren
Aufbau auszeichnen. Darunter fallen Elektroden erster und zweiter Art. Der Unterschied zwischen
Elektroden erster und zweiter Art ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt.
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Abbildung 4  Schematische Darstellung einer Standard-Wasserstoffelektrode als Referenzelektrode. Hp-Gas
wird mit einem Druck von 0,1 MPa Uber die Platinelektrode geleitet, die in eine 1M HCI
Elektrolytlosung getaucht ist. Me: Metallelektrode, Me?*: Wassrige Metallionenldsung mit der
Konzentration 1 M (nach Kickelbick, 2008).

Bei Elektroden erster Art (Abbildung 5 A) handelt es sich um Elektroden, deren Potential direkt von
der Konzentration der sie umgebenden Elektrolytlésung abhangig ist. Diese Elektroden bestehen aus
einem Metalldraht, der in eine Losung getaucht wird, die die Kationen des Metalls enthélt (Scholz,
2010). Das Metall der Elektrode vermag positiv geladene lonen in Ldsung zu schicken und bleibt
dabei negativ geladen zurlick. Je unedler das Metall ist, desto mehr lonen werden je Zeiteinheit aus
der Metalloberflache geldst und umso negativer wird das Metall aufgeladen. Gleichzeitig treffen
Kationen aus der Losung auf die Elektrode, nehmen dort Elektronen auf und vermindern so die
negative Aufladung der Elektrode. Der Gleichgewichtszustand beider Vorgénge bestimmt das
Potential der Elektrode. Ubersteigt die Zahl der auftreffenden Kationen auf der Elektrodenoberflache
die Zahl der von der Elektrode abgegebenen Kationen, stellt sich in der Elektrode gegentber der
Losung ein positives Potential ein. Ist die Zahl der auftreffenden Kationen gleich der Zahl der
abgegebenen Kationen, ist das Potential gleich Null. Ubersteigt die Zahl der emittierten abgegebenen
Kationen die Zahl der auftreffenden Kationen ist das Potential der Elektrode gegentiber der Ldsung
negativ (Hiltner, 1935).
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Abbildung 5  Elektroden erster und zweiter Art. (A) Schematische Darstellung einer Silberelektrode als
Beispiel einer Elektrode erster Art. Die Silberelektrode wird in eine Silberionenldsung getaucht.
(B) Schematische Darstellung einer Silber-Silberchlorid-Elektrode als Beispiel einer Elektrode
zweiter Art. Die Silberelektrode wird in eine Silberchlorid-Lésung getaucht (nach Scholz
(2010)).

Sollen elektrochemische Potentialunterschiede (zum Beispiel zwischen Elektroden) bestimmt werden,
sind diese Elektroden erster Art als Referenzelektroden ungeeignet, da sich ihr Potential mit
verandernden Metallionenkonzentrationen verschiebt. Die Verdnderung der Metallionen-
konzentration wird durch den bei der Messung stattfindenden Stromfluss ausgeldst (Kickelbick,
2008).

Deshalb bendtigt man Elektroden, die von ihrer Elektrolytkonzentration weitgehend unabhangig sind.
Diese nennt man Elektroden zweiter Art. Sie bestehen in der Regel aus einer Metallelektrode und
einem korrespondierenden schwerldslichen Salz. In diesem Fall wird das Gleichgewichtspotential
vom Loslichkeitsprodukt des Salzes bestimmt. Dieser Wert ist fur ein schwerl6sliches Salz in der
Regel klein, sodass sich das Potential auch bei groRen Konzentrationsdnderungen nur geringfiigig
verschiebt und das Potential als konstant betrachtet werden kann. Haufig verwendete
Referenzelektroden zweiter Art sind die Silber/Silberchlorid (Ag/AgCl)-Elektrode und die Kalomel-
Elektrode (Hg/Hg-Cl2) (Schmidt, 2012).

3.1.8 Elektrochemische Spannungsreihe und Redoxpotentiale
Durch die Verwendung von Referenzelektroden kann somit jeder elektrochemischen Teilreaktion ein
Potential E zugeordnet werden. Wird als Bezugspunkt zur Potentialmessung die Standard-
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Wasserstoffelektrode (engl. standard hydrogen electrode, SHE) verwendet, ergibt sich das
Standardpotential Eo. Werden die Standardpotentiale nach der GrolRe geordnet, erhdlt man die
elektrochemische Spannungsreihe.

Eo kann fiir Reaktionen des Typs Metall/Metall-lon (zum Beispiel Elektroden erster Art), Nicht-
Metall-lon/Element (zum Beispiel Standard-Wasserstoffelektrode) oder Verbindung/Verbindung in
die Spannungsreihe aufgenommen werden. Nimmt die Elektrode an der Redoxreaktion teil, wie es flr
Reaktionen des Typs Metall/Metall-Ion der Fall ist, wird meist von ,,Potential* gesprochen. Findet
eine Redoxreaktion zwischen ionischen oder elektroneutralen Verbindungen unterschiedlicher
Oxidationszahl (Reaktionen des Typs Nicht-Metall-lon/Element und Verbindung/Verbindung) statt,
an der die Elektrode nicht teilnimmt, spricht man von ,,Redoxpotential* des Redoxpaares. Elektroden,
die nicht an der Redoxreaktion teilnehmen, heilRen inerte Elektroden. Das Potential inerter Elektroden
ist mit dem der redoxaktiven Spezies im Elektrolyt identisch. Beispiele fiir inerte Elektroden sind
Platin, Gold und Graphit (Blumenthal et al., 2006; Kotz et al., 2006).

In der elektrochemischen Spannungsreihe kdnnen (Redox-)Potentiale kleiner und gréfer sein als das
der SHE (Abbildung 6). Edukte von Reaktionen, die ein positives Potential bezogen auf die SHE
haben, werden als edel bezeichnet. Es handelt sich um Oxidationsmittel, die mit steigendem
(Redox-)Potential Elektronen immer einfacher aufnehmen. Als unedel werden Edukte von Reaktionen
mit einem negativen Elektrodenpotential bezuglich SHE bezeichnet. Es handelt sich um
Reduktionsmittel. Je niedriger das (Redox-)Potential, desto leichter werden Elektronen dieser Stoffe
abgegeben. Dementsprechend kann man festhalten, dass Elektronen immer von niedrigen zu hohen

Potentialen wandern.

(Redox-)Potential T=— Reduktionsmittel

e Abgabe

oV
(SHE)

| e Aufhahme

V+ Oxidationsmittel

Abbildung 6 Schematische Darstellung der elektrochemischen Redox-Reihe.
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3.1.9 Konzentrations- und Temperaturabhangigkeit des Redoxpotentials
Die Nernst-Gleichung beschreibt die Abhangigkeit des Redoxpotentials E von der Temperatur und
der Konzentration der Reaktionspartner, wenn keine Standardbedingungen (p # 0,1 MPa, T #298 K;

¢ # 1 mol L) herrschen.

R-T C
E=E0+—-1n( 0") 11
z F Cred
Eo Standardredoxpotential, V

Allgemeine Gaskonstante, R = 8,31447 J mol* K

Temperatur, K

z Ladungszahl, -

F Faraday-Konstante, F =96 485,34 C mol™

Cox Konzentration des oxidierten Stoffes, mol L*
Cred Konzentration des reduzierten Stoffes, mol L

Die Nernst-Gleichung gilt fur Redoxgleichgewichte, Elektroden, Halbzellen und galvanische
Elemente. Das Symbol E bezeichnet somit Redoxpotentiale eines Redoxsystems,
Elektrodenpotentiale einer Elektrode oder Halbzelle oder die reversible Zellspannung galvanischer
Elemente (Kurzweil und Scheipers, 2012). Die in Gleichung 11 dargestellte Form der Nernst-

Gleichung gilt fir den Gber inerte Elektroden vermittelten Elektronentransfer.

3.1.10 Messungen mit drei Elektroden

Wie schon 1941 von Hickling beschrieben, bestimmt das Elektrodenpotential elektrochemische
Prozesse. Es verdndert sich in Abhéangigkeit der Stromstirke, der Temperatur, dem
Elektrodenmaterialien und der Elektrolytzusammensetzung. Hickling entwickelt deshalb ein Gerét,
das es ermdglichte, das Potential einer Elektrode, der sogenannten Arbeitselektrode, konstant zu
halten. Dieses im duReren Stromkreis angeordnete Gerét nannte er Potentiostat. Die dabei verwendete
elektrochemische  Strom-Spannungs-Messung basiert auf einer Drei-Elektrodenanordnung
(Abbildung 7).
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Potentiostat

GE
RE

AE

—7— Elektrolyt

Abbildung 7 Schematische Darstellung der Drei-Elektrodenanordnung. RE: Referenzelektrode; AE:
Arbeitselektrode; GE: Gegenelektrode; I: Amperemeter; U: Voltmeter.

Der Strom fliel3t Uber den duReren Leiterkreis zwischen AE und GE und wird mit einem in Serie
geschalteten Amperemeter gemessen. Die Referenzelektrode wird nahe der Arbeitselektrode
positioniert, sodass RE, AE und GE in einem Dreieck angeordnet sind. Das Potential dieser
Referenzelektrode muss bekannt sein und darf sich bei Stromfluss durch die Zelle nicht verandern.
Hier kommen in der Praxis die zuvor beschriebenen Elektroden zweiter Art zum Einsatz. Zwischen
der Arbeitselektrode und der Referenzelektrode wird dann die Spannung mit einem hochohmigen
Voltmeter nahezu stromlos gemessen und als Potential der Arbeitselektrode angegeben. Uber einen
Regelkreis kann das gemessene Potential mit dem Sollwert verglichen werden. Indem der Potentiostat
als elektrischer Verbraucher oder als elektrische Energiequelle arbeitet, wird der Istwert an den

Sollwert angepasst.

3.1.11 Zyklische Voltammetrie

Die Voltammetrie umfasst dynamische elektrochemische Methoden, bei denen, abhdngig vom
anliegenden Potential, an stromdurchflossenen Elektroden auf Grund von Elektrodenreaktionen
zeitabhéngige Stréme gemessen werden. Eine mdgliche Betriebsweise stellt die zyklische
Voltammetrie dar, bei der mittels der Dreieckspannungsmethode das elektrochemische Verhalten

einer redoxaktiven chemischen Verbindung sowie vor- und nachgelagerte Reaktionen untersucht
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werden konnen (Gracia-Angel, 2006). Unter Verwendung der Drei-Elektrodenanordnung wird dabei

zwischen Referenz- und Arbeitselektrode das Potential der Arbeitselektrode zyklisch zwischen zwei

definierten Potentialen mit konstanter Geschwindigkeit (Potentialvorschubgeschwindigkeit v =

dE dt 1) variiert. Wie in Abbildung 8 A dargestellt, ergibt sich ein sagezahnartiger Verlauf des

Elektrodenpotentials.

Abbildung 8

pc pa

Prinzip der zyklischen Voltammetrie. (A) Potential der Arbeitselektrode aufgetragen uber die
Zeit. (B) Stromstdrke aufgetragen uber die Zeit. (C) Konzentrationsprofile zu
unterschiedlichen Zeitpunkten an der Elektrodenoberflache. crq: Konzentration der
reduzierten redoxaktiven Verbindung (durchgezogene Line); cox: Konzentration der oxidierten
redoxaktiven Verbindung (gestrichelte Linie). (D) Zyklisches Voltammogramm. Iy.:
Anodischer Spitzenstrom; Epa: Anodisches Spitzenstrompotential;, 1, Kathodischer
Spitzenstrom; E, k: Kathodisches Spitzenstrompotential. (Abbildung wurde aus Originaldaten
erstellt: CV von K3Fe(CN)s, 1 mM, Vorschubgeschwindigkeit 10 mV s2).
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Die Umkehrpotentiale (E1 und E;) werden im Allgemeinen innerhalb des elektrochemischen
Stabilitatsfensters des verwendeten Elektrolyten gewéhlt. Wird beispielsweile ein wassriger Elektrolyt
verwendet, sollte das kathodische Umkehrpotential E; groRer als das der einsetzenden H-Bildung sein
und das anodische Umkehrpotential E; kleiner als das der einsetzenden O.-Entwicklung (Schmidt,
2012).

Die durch das Anlegen der Dreiecksspannung generierten Strom-Spannungskurven beginnen bei
einem Potential E1 (Abbildung 8 C, t1). Mit Erhéhung des Potentials beginnt die Oxidation der
redoxaktiven Verbindung. Durch die Anderung des Elektrodenpotentials kommt es an der
Elektrodenoberflache zu einer Anderung des Konzentrationsgefilles (Abbildung 8 C, t2). Wahrend
dieser Zeit steigt der Strom an. Bei ausreichender Erhéhung der Spannung sinkt die Konzentration der
reduzierten Spezies (Creq) auf Null. Bei creq = 0 wird der Grenzstrom I, erreicht (Abbildung 8 C, ts).
Mit Verminderung von c.q kommt es an der Elektrodenoberflache gleichzeitig zur Erhéhung der
oxidierten redoxaktiven Spezies (Cox). Da der Elektrolyt wéahrend der Aufzeichnung eines zyklischen
Voltammograms nicht durchmischt wird, wichst die Dicke der Nernst’schen Diffusionsschicht an und
wirkt dem Konzentrationsgefalle entgegen. Der Diffusionsstrom lq sinkt mit wachsender Dicke der
Nernst’schen Diffusionsschicht (Abbildung 8 C, ts) und es kommt zur Ausbildung eines
charakteristischen Strommaximums (anodischer Spitzenstrom). Mit Erreichen des Umkehrpotentials
E. wird die Spannungsvorschubrichtung v umgekehrt. Zu diesem Zeitpunkt liegt an der
Elektrodenoberflache eine hohe Konzentration der oxidierten Verbindung vor (Abbildung 8 C, ts). Mit
der Verminderung des Elektrodenpotentials nimmt der Strom ab, bis nach dem Nulldurchgang ein
negativer Reduktionsstrom (kathodischer Strom) gemessen werden kann. Ab diesem Zeitpunkt
Ubersteigt die Rate der Reduktion die der Oxidation (Abbildung 8 C, ts). Bei weiterer
Potentialabsenkung steigt der kathodische Strom weiter und es kommt zur Erhéhung von crq an der
Elektrodenoberflache bis cox = 0 erreicht ist (Abbildung 8 C, ts). Durch das Wachstum der
Nernst’schen Diffusionsschicht wird mit Erreichen von Cox = 0 ein weiteres Ansteigen des
Reduktionsstromes verhindert und es entsteht ein kathodisches Strommaximum (kathodischer
Spitzenstrom). Bis das Umkehrpotential E; erreicht wird, steigt cr.s weiterhin an (Abbildung 8 C, t7).
Mit Erreichen von E; wird die Spannungsvorschubrichtung erneut gedndert und der Zyklus beginnt
erneut (Gracia-Angel, 2006).

Wird das eingestellte Potential gegen den gemessenen Strom aufgetragen, ergibt sich ein zyklisches
Voltammogramm (engl. cyclic voltammogramm, CV), das die anodischen und kathodischen

Spitzenstrome und Spitzenstrompotentiale zeigt (Abbildung 8 D). Reversible elektrochemische
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Reaktionen (M~ < M + e™) zeigen je einen anodischen und einen kathodischen Spitzenstrom. Finden
Reaktionen Uber mehrere Oxidationsstufen statt, erhdlt man eine Folge von Spitzenstrémen im
zyklischen Voltammogramm. Irreversible elektrochemische Reaktionen zeigen einen einseitigen,
unsymmetrischen Anstieg oder Abfall des Stromes (Kurzweil und Dietlmeier, 2015).

Das Halbstufenpotential

E,.+E
p.c p.a
E1/2 = T

12
liegt in der Mitte zwischen den beiden Spitzenstrompotentialen (Harris et al., 2014). Aus dem
Halbstufenpotential kann die chemische Identitat der redoxaktiven Verbindung bestimmt werden
(Holze, 1998).



Theoretische Grundlagen 23

3.2 Bio-elektrochemische Prozesse

Bio-elektrochemische Prozesse finden in elektrochemischen Systemen statt, in denen die
biokatalytische Aktivitdt von Mikroorganismen oder Enzymen fiir elektrochemische Oxidationen
und/oder Reduktionen genutzt wird (Harnisch et al., 2011). Da sich die vorliegende Arbeit
ausschlieBlich mit der Katalyse elektrochemischer Reaktionen durch Mikroorganismen beschaftigt,
werden enzymatisch katalysierte elektrochemische Reaktionen nicht weiter betrachtet.

In diesem Kapitel werden zundchst die fur bio-elektrochemische Reaktionen eingesetzten Systeme
und deren Betriebszustdnde beschrieben. Im Weiteren wird detaillierter auf die zentralen
Komponenten bio-elektrochemischer Reaktoren und deren Einfliisse auf den Prozess eingegangen.

3.2.1 Bio-elektrochemische Reaktoren

Der prinzipielle Aufbau bio-elektrochemischer Reaktoren ist identisch zu dem Aufbau
elektrochemischer Zellen. Arbeits- und Gegenelektrode werden in den Elektrolyt getaucht und tber
einen &ulleren Leiterkreis verbunden. Im Regelfall wird eine Referenzelektrode verwendet, um das
Potential der Arbeitselektrode durch einen Potentiostaten einstellen zu koénnen. Strom- und
Spannungsmessungen erfolgen in der Drei-Elektrodenanordnung, die in Kapitel 3.1.10 beschrieben
wurde.

Ein Separator teilt den bio-elektrochemischen Reaktor in zwei Kammern. Mikroorganismen kdnnen
in einer, aber auch in beiden Kammern zur Durchfihrung von Oxidations- und/oder
Reduktionsreaktionen eingesetzt werden. Die Terminologie fiir bio-elektrochemische Systeme
entspricht der in der Elektrochemie verwendeten Terminologie. Dementsprechend wird von Anode
und Kathode sowie von anodischen und kathodischen Reaktionen, Strémen und Kammern

gesprochen.

Bio-elektrochemische Systeme werden in der Literatur entsprechend ihrer Betriebsweise in
mikrobielle Brennstoffzellen, mikrobielle Elektrolysezellen oder mikrobielle Elektrosynthesezellen
eingeordnet (Abbildung 9). Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte System entspricht in seiner

Betriebsweise der mikrobiellen Brennstoffzelle.

Die mikrobielle Brennstoffzelle ist das mit Abstand am besten untersuchte bio-elektrochemischen
System (Wang et al., 2015). Mikrobielle Brennstoffzellen (Abbildung 9 A) werden haufig zum Zweck
der Elektrizitatserzeugung verwendet. Elektrische Energie wird dabei erzeugt, indem ein

Mikroorganismus organische Substrate oxidiert und die Elektronen an der Anode (terminaler
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Elektronenakzeptor) abgibt (Davis und Yarbrough, 1962). Uber einen externen Leiterkreis werden die
Elektronen zur Kathode transportiert und reagieren hier mit den Uber den Separator diffundierten
lonen und/oder einem kathodischen Elektronenakzeptor (Han et al., 2013).

Beim Betrieb einer mikrobiellen Brennstoffzelle sind zwei Faktoren zu beachten:

1) Die Anodenkammer sollte anaerob sein. Werden Anaerobier als mikrobielle Katalysatoren
verwendet, ist Sauerstoff toxisch. Werden Aerobier als mikrobielle Katalysatoren verwendet,
Ubertragen sie die Elektronen in Gegenwart von Sauerstoff nicht auf die Elektrode, sondern
auf den Sauerstoff.

2) Der Elektronenakzeptor in der Kathodenkammer sollte nicht limitierend werden.

Normalerweise wird Sauerstoff als kathodischer Elektronenakzeptor verwendet, da er frei

verfligbar ist und das Produkt Wasser nicht toxisch ist. Wenn auf eine Begasung der

Kathodenkammer verzichtet wird, kdnnen alternative kathodische Elektronenakzeptoren wie

Kaliumhexacyanoferrat (KsFe(CN)s), Kaliumpermanganat (KMnQO4) oder Kaliumdichromat

(K2Cr207) eingesetzt werden (Guerrero et al., 2010).

A B C
: 0, +H - H, 0 :
s<v| el ’ s\ el 2H 2 ¥ ze| CO,
) ! ! |
P 0 H, 0 P 0 H, 2Ht 0 p
0 00! 0 00 0 0
Anode Kathode Anode Kathode Anode | Kathode
Abbildung 9  Schematische Darstellungen von bio-elektrochemischen Systemen in unterschiedlichen

Konfigurationen: (A) Mikrobielle Brennstoffzelle. (B) Mikrobielle Elektrolysezelle. (C)
Mikrobielle Elektrosynthesezelle. Die senkrechte gestrichelte Linie stellt den Separator dar.

Mikrobielle Elektrolysezellen (Abbildung 9 B) basieren auf demselben Prinzip wie die mikrobielle
Brennstoffzelle. Allerdings wird hier extern zugefiihrte elektrische Energie verwendet, um
thermodynamisch unvorteilhafte Reaktionen an der Kathode wie beispielsweise die Wasserstoff-
produktion zu begiinstigen (Logan et al., 2008). In mikrobiellen Elektrosynthesezellen (Abbildung
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9C) werden Kathoden als Elektronendonoren fiur autotrophe mikrobielle Reaktionen wie
beispielsweise zur CO,-Reduktion verwendet (Marshall et al., 2012; Nevin et al., 2010; Rosenbaum
und Franks, 2014).

Je nach Betriebsweise, Anwendung, eingesetztem Mikroorganismus und Grolienmalstab wurde eine
Vielzahl unterschiedlichster Reaktorgeometrien entwickelt (Janicek et al., 2014; Logan, 2010). Diese

reichen von Systemen im pL-MaRstab bis zu Pilotanlagen mit Volumina bis zu 1 m2.

Systeme im Labormalstab lassen sich in drei Kategorien einteilen (Krieg et al., 2014):

1) H-Reaktoren: Hier sind zwei Flaschen (ber eine lonenaustauschermembran miteinander
verbunden und so in Anoden- und Kathodenkammer geteilt (Liu et al., 2008). Der Begriff
,,H-Reaktor basiert auf der Ahnlichkeit zwischen dem Buchstaben H und dem Reaktoraufbau
in der Seitenansicht.

2) Wirfelformige und zylindrische Reaktoren, die ebenfalls Gber Membranen in 2 Kammern
aufgeteilt werden (Rabaey et al., 2005; Sasaki et al., 2013) und

3) Einkammerreaktoren, in denen eine der beiden Elektroden Kontakt zu Luft oder anderen
Gasen hat, die an der Reaktion teilnehmen (Krieg et al., 2011; Liu und Logan, 2004).

Abbildung 10 Reaktorgeometrien bio-elektrochemischer Systeme. (A) H-Reaktor (Logan, 2008). (B) Wiirfel-
formiger Reaktor (Cao et al., 2009). (C) Zylindrischer Ein-Kammerreaktor mit zentral
angeordneter, rohrférmiger Luft-Kathode (Liu et al., 2004).

Diese grof3e Varianz der Reaktorgeometrien und Betriebsweisen sowie die unzureichende Messung
wichtiger Prozessparameter (zum Beispiel pH) und die vernachléssigte Beschreibung von
Materialeigenschaften (zum Beispiel spezifische Elektrodenoberflachen) flhrten dazu, dass
experimentelle Ergebnisse aus unterschiedlichen Systemen nicht vergleichbar sind.



26 Theoretische Grundlagen

Im Gegensatz zu reguldren Bioreaktoren ist in gangigen bio-elektrochemischen Reaktoren auf Grund
ihrer Spezialgeometrien und -bedingungen weder eine definierte Durchmischung mdglich noch die
Regelbarkeit wichtiger Prozessparameter gegeben. Systeme, die eine Ubertragung der Ergebnisse aus
dem Labormalistab in den industriellen Malstab gewahrleisten, sind bis heute nicht verfligbar (Krieg
etal., 2014).

3.2.2 Einflusse zentraler Komponenten in bio-elektrochemischen Systemen
Die zentralen Komponenten bio-elektrochemischer und elektrochemischer Systeme sind identisch und
umfassen die Elektroden (Anode, Kathode) und Separatoren. lhre Eigenschaften und Bedeutung flr

biologische Prozesse werden im Folgenden beschrieben.

Elektroden

Wie in elektrochemischen Zellen hat die Wahl des Elektrodenmaterials einen groRen Einfluss auf den
Elektronenlbergang an der Phasengrenze Elektrode/Elektrolyt. In bio-elektrochemischen Systemen
kommt es zusétzlich zu Wechselwirkungen zwischen der Elektrode und dem Mikroorganismus wie
beispielsweise zu einer Veranderung der Elektrodenoberflache durch Biofilmbildung (Biofouling)
(Krieg et al., 2014).

Am héaufigsten werden in bio-elektrochemischen Systemen kohlenstoffbasierte Materialen verwendet
(Stolten und Emonts, 2012). Oft genannte Vorteile von Kohlenstoffelektroden sind eine gute
Biokompatibilitat (Wei et al., 2011), eine chemische Stabilitét Uber einen weiten Potentialbereich und
geringe Kosten. Weiterhin ermdglichen sie inerte elektrochemische Reaktionen und weisen
elektrokatalytische Aktivitaten fiir eine Vielzahl von Redoxreaktionen auf. Bekannte Allotrope des
Kohlenstoffes sind Graphit, Diamant und Fullerene. Am gebréuchlichsten sind graphitbasierte
Elektroden (McCreery, 2008). In bio-elektrochemischen Systemen kommen diese in Form von
Graphitstaben, Graphitbirsten, Graphitvliesen und Graphitgeweben zum Einsatz (Zhou et al., 2011).
Diese Elektrodenmaterialien variieren deutlich in ihren spezifischen Oberflachen (Kipf et al., 2013).
Um den Elektronentransfer zwischen Mikroorganismen und Graphitelektroden zu verbessern, wurden
diverse Mdglichkeiten entwickelt, Elektrodenmaterialien zu modifizieren (Park und Zeikus, 2003).
Elektroden wurden zu diesem Zweck beispielsweise mit Mediatoren wie Neutralrot (Park und Zeikus,
2002) beschichtet. Um Elektrodenoberflaichen zu vergroRBern, wurden Beschichtungen mit
Wolframcarbid (Rosenbaum et al., 2006), Polypyrrol (Yuan und Kim, 2008) sowie Polytetrafluor-
ethylen (Zhang et al., 2006) entwickelt. Durch alkalische Behandlung von Graphitelektroden kann die
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Hydrophobizitét von Graphit verringert werden und fiihrt so zur Verbesserung des Elektronentransfers
(Cheng und Logan, 2007). Meist erfolgt die Einschatzung einer Elektrode Uber die erreichte
Stromdichte. Dazu wird die Stromstérke auf eine Flache bezogen. Die in der Literatur am haufigsten
angegebene Bezugsflache ist die projizierte Elektrodenfléche (Sharma et al., 2014). Diese KenngroRe
beschreibt die von der Kontur der Elektrode umfasste Flache aus dem Blickwinkel der
gegenuberliegenden Elektrode (Sharma et al., 2014). Publizierte Stromdichten bezogen auf die
projizierte Elektrodenflachen fur modifizierte, hochpordse, dreidimensionale Elektroden liegen
zwischen 2,5 mA cm? (Katuri et al., 2011) und 39 mA cm? (Chen et al., 2012). Die spezifischen
Elektrodenoberflachen hochpordser Elektroden werden in der Regel mittels Brunauer-Emmett-Teller-
Methode bestimmt. Dabei konnte festgestellt werden, dass durch Erhéhung der spezifischen
Elektrodenoberflachen um das 10- bis 10 000-fache die Stromdichten (bezogen auf die projizierte
Elektrodenoberflache) nur um Faktoren von 2 bis 3 gesteigert werden konnten (Gnana-Kumar et al.,
2013; Logan et al., 2006; Wei et al., 2011). Dies deutet darauf hin, dass bio-elektrochemische
Reaktionen nicht nur durch die Grol3e der elektrochemisch aktiven Elektrodenoberflache beeinflusst
werden (Harrington et al., 2015). Ein Grund dafir konnte die Biofilmbildung sein, welche den
Stofftransport behindert und mit der VergroRerung der Elektrodenoberfléche steigt (Harrington et al.,
2015; Wei et al., 2011).

Auf der Seite der Kathode héngt der Elektronentransfer von der Konzentration des Oxidationsmittels
(Elektronenakzeptor), der Verfligbarkeit der Protonen, der katalytischen Aktivitat der Elektrode und
der Elektrodenoberflache ab. Als Oxidationsmittel wird in den meisten Fallen Sauerstoff aus der Luft
verwendet. Dieser ist frei verfugbar und das Endprodukt Wasser ungiftig. Um die Verflgbarkeit von
Sauerstoff zu verbessern, gibt es die bereits erwdhnten Ein-Kammerreaktoren. Da Graphitmaterialien
die Reduktion von Sauerstoff nur schlecht katalysieren, werden in der Regel teurere Katalysatoren wie
Platin oder Titan verwendet (Kim et al., 2007; Watanabe, 2008). Um diese teuren Materialien in
Kathodenkammern zu vermeiden, gibt es Ansdtze in Kathodenkammern ebenfalls Mikroorganismen

als Katalysatoren einzusetzen (He und Angenent, 2006).

Da Anoden- und Kathodenreaktion immer gekoppelt sind, ist es von grofRer Bedeutung, beide
Reaktionen zu betrachten. Limitierungen an der Gegenelektrode wirken sich direkt auf die Prozesse
an der Arbeitselektrode aus. Dies kann beispielsweise im Fall des vollstdndigen Verbrauchs von
Sauerstoff, der als Elektronenakzeptor in der Kathodenkammer genutzt wird, zur Unterbindung der
Anodenreaktion fihren (Jang et al., 2004; Watanabe, 2008).
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Separatoren

In bio-elektrochemischen Systemen ist eine Trennung der anodischen und kathodischen Halb-Zellen
durch Separatoren notwendig. Diese dienen dazu, Potentialgradienten aufrecht zu erhalten und
Nebenreaktionen, wie beispielsweise die Veratmung von Sauerstoff aus der kathodische Reaktion
durch Mikroorganismen, die die anodische Reaktion katalysieren sollen, zu vermeiden (Watanabe,
2008). Der Separator muss allerdings flr lonen permeabel sein, um den Stromkreis zu schlief3en. Es
werden sowohl Anionen- als auch Kationenaustauscher verwendet (Krieg et al., 2014).

Wie in Abbildung 11 dargestellt, sind Kationenaustauschermembranen fiir positiv geladene lonen
(Kationen) permeabel, wéhrend Anionenaustauschermembranen nur fir negativ geladene lonen
(Anionen) durchlassig sind. Die Richtung der Diffusion wird tber das elektrische Feld bestimmit.

Kationen bewegen sich zur negativ geladenen Kathode, Anionen zur positiv geladenen Anode.

Da die Diffusion von lonen tiber die Membran deutlich langsamer ist als die Migration der Elektronen
Uber den externen Leiterkreis, kann dieser Schritt limitierend werden (Logan et al., 2006). Neben
Problemen wie geringer Protonenpermeabilitat, Sauerstoffdiffusion, der Ausbildung von pH-
Gradienten, Erhdhung des internen Widerstandes, Biofouling und Substratverluste (Dhar und Lee,
2013) stellen Membranen mit einem Anteil von etwa 38 % einen hohen Anteil an den

Fertigungskosten bio-elektrochemischer Systeme dar (Rozendal et al., 2008).

Werden in einem bio-elektrochemischen System Kationenaustauschermembranen verwendet,
wandern Protonen und weitere positive lonen von der Anoden- in die Kathodenkammer, um die
Ladungsbilanz aufrecht zu erhalten. Die Anzahl an Kationen, die Uber die Membran diffundieren,
muss aquivalent zu der Anzahl der vom Mikroorganismus abgegebenen Elektronen sein. Werden bei
der Verwendung von Kationenaustauschermembranen beispielsweise auf Grund eines geringen pH-
Gefalles nur wenige Protonen, daftr aber eine grofiere Menge anderer Kationen tibertragen, kommt
es zu einer Ansduerung der Anodenkammer. Dies kann ohne pH-Regelung zu einer Beeintréchtigung
des mikrobiellen Metabolismus flihren (Franks et al., 2009; Rozendal et al., 2006; Torres et al., 2009).

Die Sauerstoffpermeabilitat spielt vor allem in bio-elektrochemischen Systemen, in denen strikt
anaerobe Mikroorganismen verwendet werden, eine wichtige Rolle, da Sauerstoff fur diese
Mikroorganismen, denen das Enzym Superoxid Dismutase fehlt, toxisch ist (Baron, 1996). Werden
aerobe oder fakultativ aerobe Mikroorganismen verwendet, so werden bei zu hoher
Sauerstoffdiffusion Giber die Membran Elektronen nicht langer an die Anode abgegeben, da Sauerstoff

bevorzugt als terminaler Elektronenakzeptor verwendet wird. In mikrobiellen Brennstoffzellen kann
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dies zu einer deutlichen Verminderung der auf die Elektrode Ubertragenen Elektronen fiihren (Dhar
und Lee, 2013).

Kathode Anode Kathode

Abbildung 11 Schematische Darstellung von unterschiedlichen Membranen. (A) Kationenaustauscher-
membran. (B) Anionenaustauschermembran. K*: Kation; H*: Proton; A" Anion. Die Pfeile
geben die Diffusionsrichtungen der lonen tber die Membran an.

Die Membran stellt in einem bio-elektrochemischen System, ebenso wie in einer elektrochemischen
Zelle, einen internen Widerstand dar (Xu et al., 2012). Der Membranwiderstand ist invers proportional
zur Membranoberfléche (Fan et al., 2008).

Durch Biofouling der Membran kann es zu einer Erhdhung des lonentransferwiderstandes tber die
Membran kommen (Chae et al., 2008). Biofouling héngt stark von der Struktur der Membran ab, die
in der Regel durch raue Oberflachen anfalliger fir Biofouling ist als glatte Flachen (Rahimnejad et
al., 2012). Durch Biofouling kommt es zu einer Verminderung des lonenaustausches tber die
Membran (Xu et al., 2012). Darunter fallen auch Protonen, die bei einer Anreicherung zu einer

Ansduerung der Anodenkammer fuihren kdnnen (Rozendal et al., 2007; Zhang et al., 2009).
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3.2.3 Eigenschaften von Graphit
Das in bio-elektrochemischen Systemen am hdufigsten verwendete Elektrodenmaterial ist Graphit.

Aus diesem Grund werden im Folgenden die Eigenschaften von Graphit dargestelit.

Graphit setzt sich aus Ubereinander gelagerten ebenen Kohlenstoffschichten (Graphenschichten)
zusammen, die ihrerseits aus miteinander anellierten Cs-Ringen mit einer Kantenlénge von 1,4215 A
bestehen. Dies fuhrt zu einer wabenartigen Struktur. Die Uber beziehungsweise unter dieser Ebene
gelegene nachste Sechseckebene ist so angeordnet, dass unter der Mitte eines jeden Sechsecks sowie
Uber und unter jedem zweiten Kohlenstoffatom der Ausgangsschicht ein Kohlenstoffatom der oberen

und unteren benachbarten Schicht zu liegen kommt (Abbildung 12).

8000 ¢
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Abbildung 12 Schematische Darstellung von Graphit: Sechseckanordnung der Kohlenstoffatome innerhalb
der Graphenschicht. Schwarze Linien: Ausgangsschicht.; Graue Linien: Darunter
beziehungsweise darlber befindliche Schicht.

Der Schichtabstand der einzelnen Schichten dieser Schichtstruktur betragt 3,354 A. Jedes
Kohlenstoffatom ist sp?-hybridisiert und bildet mit drei seiner vier AuBenelektronen drei lokalisierte
o-Bindungen zu seinen drei Atomnachbarn aus. Die ,,vierten* Valenzelektronen der Kohlenstoffatome
sind in delokalisierten n-Molekdilorbitalen untergebracht. Die Graphenschichten werden durch van-
der-Waals-Kréfte und schwache n-Wechselwirkungen zusammengehalten, was den relativ groRen
Schichtabstand sowie eine leichte Spaltbarkeit und Verschiebbarkeit 1angs der Graphenschichten
erklart. Die delokalisierten n-Elektronen bedingen eine metallische Leitfahigkeit des Graphits parallel
zu den Kohlenstoffschichten. Die spezifische elektrische Leitfahigkeit des Graphits betragt
2,6 - 10 Qt cm? (Wiberg und Wiberg, 2007).
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3.3 Mikrobieller Elektronentransfer

Im folgenden Kapitel werden die Grundlagen des mikrobiellen Elektronentransfers zusammengefasst.

Dieser kann in intra- und extrazellulare Elektronentransferreaktionen gegliedert werden.

3.3.1 Intrazellulare Elektronentransferreaktionen

Die Summe aller biochemischen Reaktionen innerhalb des Metabolismus, die zur Umsetzung von
Reduktionsaquivalenten fiihren, wird Redoxmetabolismus genannt. Reduktionsaquivalente umfassen
Elektronen oder Elektronendquivalente in Form eines Protons oder Hydrid-lons (Nelson et al., 2009).
Die fur mikrobielle Oxidationen und Reduktionen genutzten Reduktionsédquivalente kdnnen in drei
Gruppen aufgeteilt werden: 1) Dihydropyridine (NAD*/NADH und NADP*/NADPH), 2) Flavine
(FMN/FMNH, FAD/FADH,) und 3) Chinone (Ubichinone UQ/UQH,, Menachinon MQ/MQHs,
Pyrrolochinolinchinon PQQ/PQQH,) (Raber und Rodriguez, 1985). Die im Metabolismus am
haufigsten vorkommenden Reduktionsaquivalente sind NAD*/NADH und NADP*/NADPH, wobei
NAD*/NADH hauptsdchlich in katabolischen Reaktionen und NADP*/NADPH in anabolischen
Redoxreaktionen auftritt. Unter aeroben Bedingungen wird NADH (ber die Atmungskette regeneriert.
Unter anaeroben Bedingungen findet die NADH-Regeneration (ber fermentative Stoffwechselwege
unter der Bildung reduzierter Verbindungen wie Acetat oder Ethanol statt. NADPH kommt vor allem
als Reduktionsaquivalent in Stoffwechselwegen fir Ausgangsmetabolite der Biomassebildung vor. In
manchen Mikroorganismen ist des Weiteren die Umwandlung von NADH zu NADP* und vice versa

durch die Transhydrogenase moglich (Blank et al., 2010).

A B Elektrode/
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NADH Cytochrom bc1  Cytochrom ¢ ATP NADH ATP
Dehydrogenase Komplex Oxidase Synthase Dehydrogenase Synthase

Abbildung 13 Schematische Darstellung des intra- und extrazellularen mikrobiellen Elektronentransfers. (A)
Interner Elektronentransfer (iber die Atmungskette mit Sauerstoff als terminalen
Elektronenakzeptor. (B) Externer Elektronentransfer tiber die dulRere Membran.
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Um reduzierte Reduktionsaquivalente zu regenerieren, ist die Ubertragung von Elektronen auf
Akzeptoren notwendig. Unter aeroben Bedingungen ist O, in der Regel der terminale Elektronen-
akzeptor, auf den Elektronen (iber die membrangebundenen Enzyme in der mikrobiellen Atmungs-
kette bertragen werden (Abbildung 13 A). Mangan, Eisen, Sulfat, Fumarat, Nitrat oder Nitrit sind
alternative Elektronenakzeptoren unter anaeroben Bedingungen (Anraku, 1988). In Analogie zur
Sauerstoffatmung wird die Ubertragung von Elektronen auf alternative terminale Elektronen-

akzeptoren unter anaeroben Bedingungen unter dem Begriff ,,Anaerobe Atmung* zusammengefasst.

Tabelle 2 Standard-Redoxpotentiale (Eg) der Halbreaktionen der Atmungskette bei 25 °C und pH 7 versus
Ag/AgCl (Nelson et al., 2009). AEj: Potentialbereiche, die durch Anderung von
physiologischen oder Umweltbedingungen abgedeckt werden nach Kracke et al. (2015).

Redoxreaktion Ey, V AEy, V

NADP’ +H" +2¢  — NADPH -0,521  -0,557 —-0,521
NAD" +H" +2¢  — NADH -05617  -0,517 —-0,477
FAD" +2H" +2¢ — FADH, -0,416  Keine Angabe
Fumarat®” +2H" +2¢  — Succinat” -0,166  Keine Angabe
Ubichinon +2H" +2¢ —  Ubichinol + H, -0,152  -0,161 —--0,087
Cytochrom b, +e —  Cytochrom b4 -0,120  -0,003 —+0,030
Cytochrom cl1, +e —  Cytochromcl,,y 0,023 Keine Angabe
Cytochrom d, +e —  Cytochromd,y 0,043 Keine Angabe
Cytochrom ¢, +e —  Cytochrom ¢4 0,057 -0,627 — +0,023
Cytochrom ay +e —  Cytochrom a4 0,093 +0,018 — +0,193
Cytochrom a3, +e —  Cytochrom a3,y 0,153 Keine Angabe
Cytochrom f, +e —  Cytochrom f,4 0,168 Keine Angabe
0,50, +2H" +2¢ —  H,0 0,619 Keine Angabe

Wie bereits in den elektrochemischen Grundlagen erldutert wurde, ist der Elektronentransfer auf
Sauerstoff, aber auch alternative terminale Elektronenakzeptoren nur von niedrigen zu hohen
Potentialen mdglich. Die Standard-Redoxpotentiale der in der Atmungskette vorkommenden
Reduktionsaquivalente steigen an und ermdglichen die schrittweise Ubertragung von Elektronen auf

den terminalen Akzeptor. Die Reaktionen der Atmungskette und die korrespondierenden Standard-
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Redoxpotentiale sind in Tabelle 2 dargestellt. Hierbei ist zu beachten, dass sich die Redoxpotentiale
in Abhéangigkeit vom intrazellularen pH und von Konzentrationen Uber einen Potentialbereich von
0,700 V &ndern konnen (Kracke et al., 2015).

3.3.2 Extrazellulare Elektronentransferreaktionen

Alternativ zur Verwendung von organischen Verbindungen als Elektronendonoren und Sauerstoff als
terminale Elektronenakzeptoren haben Mikroorganismen eine Reihe von Mdglichkeiten entwickelt,
auch anorganische Elektronendonoren (zum Beispiel Ammoniak, Sulfide und Hz) und
Elektronenakzeptoren (zum Beispiel Nitrat, Sulfat und CO;) zu verwenden. Normalerweise werden
diese Stoffe von Mikroorganismen aufgenommen und die Redoxreaktionen finden in der Zelle statt.
Eine Reihe von Mikroorganismen ist jedoch in der Lage, Elektronen Uber die duflere Membran zu
transportieren, sodass die Redoxreaktionen auBerhalb der Zelle stattfinden. Dieser
Elektronentransportprozess wird externer Elektronentransfer (EET) genannt. Mikroorganismen, die
zu externem Elektronentransfer fahig sind, werden auch als exoelektrogene Mikroorganismen
bezeichnet (Kato, 2015). Exoelektrogene Mikroorganismen konnen (ber direkte oder indirekte
Elektronentransfermechanismen Elektronen (ber die duere Membran austauschen (Abbildung 14).

Austauschpartner ist ein Feststoff, beispielsweise Eisenpartikel oder eine Elektrode.

Damit ein direkter EET stattfinden kann, missen die Mikroorganismen in direktem Kontakt zur
Oberfléche des Feststoffes stehen (Abbildung 14 A, B). Molekulare Mechanismen fur EET wurden
mit Geobacter sulfurreducens und Shewanella oneidensis (Eisen-reduzierende Mikroorganismen) und
Acidithiobacillus ferrooxidans (Eisen-oxidierender Mikroorganismus) untersucht (Castelle et al.,
2008; Shi et al., 2007; Weber et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass Elektronen von der inneren
Zellmembran Uber eine Reihe redoxaktiver Proteine im Periplasma zu c-typ Cytochromen in der
duBeren Membran transportiert werden kodnnen (Abbildung 13 B). Fir G. sulfurreducens und
S. oneidensis wurde auBerdem die Bildung filamentdser leitfahiger Membranausstilpungen
beobachtet, die einen externen Elektronentransfer tiber eine gréRere Distanz erméglichen (Abbildung
14 B). Diese werden in der Literatur als leitfahige Pili oder Nanowires bezeichnet (Gorby et al., 2006;
Pirbadian et al., 2014; Reguera et al., 2005).

Werden die Elektronen nicht direkt vom Mikroorganismus auf den Elektronenakzeptor, sondern
zundchst auf niedermolekulare redoxaktive Verbindungen ubertragen, wird von indirektem EET

gesprochen. Verbindungen, die dies ermdglichen, werden als Mediatoren bezeichnet. Mediatoren
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konnen Zellmembranen passieren und dienen als Oxidations- oder Reduktionsmittel innerhalb der
Zelle (Kato, 2015). Manche Mikroorganismen sind in der Lage, Mediatoren wie Phenazin
(Pseudomonaden) oder Flavinderivate (Shewanella) zu bilden und zu sekretieren (Marsili et al., 2008;
Rabaey et al., 2004). EET kann aber auch durch die Bereitstellung kinstlicher Mediatoren wie
beispielsweise Neutralrot, Anthrachinon-2,6-disulfonat, Thionin, Methylviologen oder Methylenblau
ermdglicht werden (Wang und Ren, 2013).

Mikroorganismus

Direkter EET —

Mikroorganismus

/‘ c

Indirekter EET —

Mikroorganismus

Anode

Abbildung 14  Schematische Darstellung der externen Elektronentransfermechanismen (EET). (A) Direkter
EET (ber redoxaktive Proteine in der &uBeren Membran. (B) Direkter EET (ber
Membranausstilpungen (Pili, Nanowires). (C) Indirekter EET Uber redoxaktive Mediatoren.
Diese kénnen vom Mikroorganismus gebildet werden oder im Medium vorliegen. S: Substrat;
P: Produkt; Mreq: Reduzierter Mediator; Mox: Oxidierter Mediator.

Im Folgenden sollen die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mediatoren Riboflavin,

Eisen(l1l)chlorid (FeCls) und Kaliumhexacyanoferrat (KsFe(CN)g) kurz vorgestellt werden.
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Riboflavin

Bei Riboflavin handelt es sich um eine Vorstufe von Flavinmononukleotid (FMN) und Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD) (Sahm et al., 2013). Riboflavin hat ein Redoxpotential von -0,382 V (versus
Ag/AgCI) (Alagarsamy, 2013) und kann mikrobiell mit Ashbya gossypii (BASF) und Bacillus subtilis
(Roche) im industriellen MaRstab hergestellt werden (Stahmann et al., 2000).

FeCls

Es wird angenommen, dass die Reduktion von Fe(ll1) die &lteste Form von Atmung ist (Vargas et al.,
1998). Dabei ist zu beachten, dass das Redoxpotential von Fe(l11)/Fe(ll) in Abhéngigkeit von pH oder
Komplexierung (ber einen weiten Bereich variiert. Fiir das lonenpaar Fe3*/Fe?* als anorganisches
Akzeptor/Donor-Paar liegt das Standard-Redoxpotential bei niedrigem pH und guter Léslichkeit bei
+0,573 V (versus Ag/AgCl) (Straub et al., 2001).

Kaliumhexacyanoferrat

Bei Kaliumhexacyanoferrat (KsFe(CN)s) handelt es sich um einen hydrophilen Mediator mit einem
Standard-Redoxpotential von +0,239 V (versus Ag/AgCl) (Pandurangachar et al., 2010). Als
hydrophiler Mediator ist KsFe(CN)g nicht in der Lage, tber die innere Membran zu diffundieren.
Somit kann KsFe(CN)s nur mit redoxaktiven Proteinen der dufleren und inneren Membran reagieren,

aber nicht an Redoxreaktionen innerhalb der Zelle teilnehmen (Rawson et al., 2014).

Tabelle 3 Standard-Redoxpotentiale (E®”) der verwendeten Mediatoren (versus Ag/AgCl) bei pH 7.
Mediator E®, V(pH7) Quelle
Riboflavin -0,382 Alagarsamy, 2013

-0,399 Canstein et al., 2008
FeCls + 0,003 Yan, 2015

KsFe(CN)s + 0,239 Sharpe, 1976; Kwong, 2001; Pandurangachar et al.,
2010
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3.4  Pseudomonas putida

Pseudomonas putida KT2440 (P. putida) ist ein gram-negatives, stabchenférmiges, strikt aerobes
Bodenbakterium und gehort zur Familie der Pseudomonaden. Aufgrund der polaren BegeiRelung ist
es motil (Harwood et al., 1989). P. putida ist mesophil mit einem breiten Temperaturspektrum, das
Wachstum zwischen 4 °C und 40 °C zuldsst. Die optimale Wachstumstemperatur liegt zwischen
25 °C und 30 °C. Ebenso ist Wachstum innerhalb eine pH-Bereichs von pH 4 bis pH 8 mdglich.
Optimales Wachstum wird bei pH 7 erreicht (Dworkin, 2006; Palleroni und Moore, 2004). Ein
charakteristisches Merkmal von P. putida ist der mannigfaltige chemoorganotrophe Stoffwechsel und
damit die Féahigkeit, ein grofles Spektrum an organischen Kohlenstoff- und Energiequellen verwerten
zu konnen (Dworkin, 2006).

P. putida KT2440 ist ein plasmidfreies Derivat des toluenabbauenden Bakteriums P. arvilla mt-2, das
1960 von Keiichi Hosokawa in Ming, Osaka isoliert und von Motoki Yamanaka identifiziert wurde
(Nakazawa, 2002). 1974 wurde P. arvilla mt-2 reklassifiziert und wird seitdem P. putida mt-2 genannt
(Regenhardt et al., 2002; Williams, 1974). P. putida KT2440 war das erste gram-negative
Bodenbakterium, das vom Recombinant DNA Advisory Committee als Sicherheitsstamm

ausgewiesen wurde.

Abbildung 15  Elektronenmikroskopaufnahme von Pseudomonas putida. MaBstabsbalken: 1 um. (Harwood
et al., 1989).
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3.4.1 Zentraler Kohlenstoffmetabolismus
Der zentrale Kohlenstoffmetabolismus von P. putida KT2440 ist vereinfacht in Abbildung 16

dargestellt und wird im Folgenden beschrieben.

Gluconat- und 2-Ketogluconat-Weg

Die Aufnahme von Glucose (GLU) erfolgt zunédchst in den periplasmatischen Raum und kann
anschlielend tber drei gleichzeitig ablaufende Wege zu 6-Phosphogluconat (6PG) umgesetzt werden.
Der erste Weg ist die unter ATP-Verbrauch im Cytoplasma durch die Glucokinase (gkn) katalysierte
Phosphorylierung von GLU zu Glucose-6-phosphat (G6P) und die weitere Umsetzung zu Fructose-6-
phosphat (F6P) oder 6-Phosphogluconat (6PG). Der zweite Weg ist die periplasmatische Umsetzung
von Glucose zu Gluconat (GLC). GLC kann dann ebenfalls unter ATP-Verbrauch zu 6PG umgesetzt
werden. Der dritte Weg ist eine weitere periplasmatische Umsetzung von Gluconat zu 2-Ketogluconat
(2KG). 2KG wird dann phosphoryliert und im Folgenden tber 6-Phospho-2-Ketogluconat (6P2KG)
zu 6PG umgesetzt (del Castillo et al., 2007).

Entner-Doudoroff-Weg

6PG kann im Weiteren (iber den Entner-Doudoroff-Weg (Entner und Doudoroff, 1952) katabolisiert
werden. Dabei wird zundchst tber das Enzym 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (edd) 2-Keto-3-
Desoxy-6-Phosphogluconat (KDPG) gebildet. KDPG wird dann durch die Phospho-2-Keto-3-Deoxy-
gluconat-Aldorase (eda) zu Glyceraldehyd-3-phosphat (GAP) und Pyruvat (PYR) gespalten. Der
Abbau von Hexosen tiber den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg (EMP) ist nicht méglich, da P. putida
KT2440 nicht iiber das Enzym 6-Phosphofructokinase (EC 2.7.1.11) verfiigt. Uber das Enzym
Fructose-1,6-bisphosphatase (fbp) ist jedoch die Synthese von Glucose-6-phosphat mdglich (Dos
Santos et al., 2004).

Pentosephosphat-Weg

6PG kann auBerdem Uber den Pentosephosphat-Weg abgebaut werden. Zunéchst findet die oxidative
Decarboxylierung von 6PG zu Ribulose-5-phosphat (Ru5P) statt, die durch das NADP-abhangige
Enzym Phosphogluconat-Dehydrogenase (6pgdh) katalysiert wird. Ru5P kann nun entweder durch
die Ribose-phophat-3-Epimerase (rpe) in Xylulose-5-phosphat (X5P) oder durch die Ribose-5-
phosphat-lsomerase (rpi) in Ribose-5-phosphat (R5P) tiberfuhrt werden. Sowohl X5P als auch R5P
werden fur die Reaktion zu GAP und Sedoheptulose-7-phosphat (S7P) bendtigt. Die Transketolase
(tkt) mit dem Co-Faktor Thiaminpyrophosphat (TPP) katalysiert die Ubertragung einer C»-Einheit von
X5P auf R5P, sodass GAP und S7P entstehen. Die Transaldolase (tal) katalysiert die Ubertragung von
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Abbildung 16  Vereinfachte Darstellung des zentralen Kohlenstoffmetabolismus von P. putida KT2440.
Dargestellt sind Gluconat/2-Ketogluconat-Weg, Glycerin-Metabolismus, Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP)-Weg, Pentosephosphat (PP)-Weg, Entner-Doudoroff (ED)-Weg, Acetat
Metabolismus, Zitronensaurezyklus, Shikimat-Weg, Ortho-Weg, Ubichinol (UQH,)-Weg und
oxidative Phosphorylierung. Breiter Reaktionspfeil: Uberexpression; Rotes Kreuz: Deletion.
Gene: ubiC; pobA. Abkilirzungen: Acetyl-CoA (AcCoA), Acetat (AC), a-Ketoglutarat (AKG),
Chorismat (CHOR), Citrat (CIT), 1,3-Diphosphoglycerat (13DPG), 3-Dehydroquinat (DHQ),
3-Dehydroshikimat ~ (DHS),  3-Deoxy-D-Arabion-Heptulosonat-7-phosphat  (DAHP),
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) 5-Enolpyruvoylshikimat-3-phosphat (EPSP), Erythrose-
4-phosphat (E4P), Fructose-1,6-Bisphosphat (FBP), Fructose-6-phosphat (F6P), Fumarat
(FUM), Gluconat (GLC), Glucose (GLU), Glucose-6-phosphat (G6P), Glyceraldehyde-3-
phosphat (GAP), Glycerin (GLYC), Glycerin-3-phosphat (GLY3P), Glyoxylat (GLX),
Isocitrat (ICIT), 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogluconat (KDPG), 2-Ketogluconat (2KG),
Malat (MAL), Oxalacetat (OAA), para-Hydroxybenzoesaure (pHBA), 4-Hydroxybenzoat-3-
Polyprenylphosphat (4H3P), Phenylalanin (PHE), 6-Phospho-2-Ketogluconat (6P2KG),
Protocatechuat (PCA), Phosphoenolpyruvat (PEP), 6-Phosphogluconat (6PG), 2-
Phosphoglycerat (2PG), 3-Phosphoglycerat (3PG), Pyruvat (PYR), Ribose-5-phosphat (R5P),
Ribulose-5-phosphat (Ru5P), Sedoheptulose-7-phosphat (S7P), Shikimat (SHIK), Shikimat-
3-phosphat (S3P), Succinat (SUC), Succinyl-CoA (SUC-CoA), Tryptophan (TRP), Tyrosin
(TYR), Xylulose-5-phosphat (X5P).

Cs-Einheiten von S7P auf GAP. Dabei werden Erythrose-4-phosphat (E4P) und F6P gebildet. Durch
eine zweite Transketolase wird eine weitere C,-Einheit von einem zweiten Molekil X5P auf E4P

Ubertragen. Dabei entstehen GAP und ein weiteres Molekil F6P.

Zitronensaurezyklus

Das Uber den ED-Weg gebildete PYR wird unter der Bildung von NADH zu Acetyl-Coenzym A
(AcCoA) decarboxyliert (Pyruvat-Dehydrogenase, pdh). In der Eingangsreaktion wird AcCoA mit
Oxalacetat (OAA) durch die Citrat-Synthase (cs) zu Citrat (CIT) kondensiert, wobei freies CoA
entsteht. Das Enzym Aconitase (acn) katalysiert die reversible Isomerisierung von CIT zu Isocitrat
(ICIT) Gber das Intermediat Aconitat. ICIT wird dann unter der Bildung von NADPH durch die
Isocitrat-Dehydrogenase (icdh) zu a-Ketoglutarat (aKG) decarboxyliert. Im nachsten Schritt wird
aKG durch die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase zu Succinyl-CoA (SUC-CoA) umgesetzt, wobei CO,
und NADH gebildet werden. Die nachfolgende Spaltung von SUC-CoA zu Succinat (SUC) durch die
Succinyl-CoA-Synthase (scs) koppelt die Freisetzung von CoA mit der Bildung eines Molekiils ATP.
Die Succinat-Dehydrogenase (sdh) katalysiert daraufhin die stereospezifische Dehydrierung von SUC
zu Fumarat (FUM). Diese Reaktion flhrt zur Bildung von FADH,, das Uber die Atmungskette
regeneriert wird. FUM wird im Folgenden durch die von der Fumarat-Hydratase (fum) katalysierte

Hydratation der Doppelbindung zu Malat (MAL). Die letzte Reaktion des Zitronensaurezyklus ist die
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NAD*-abhangige Oxidation von MAL zu OAA, die durch die Malat-Dehydrogenase (mdh) katalysiert
wird und zur Bildung von NADH fiihrt. P. putida besitzt auBerdem das Ubichinon-abhangige Enzym
Malatchinon-Oxidoreduktase (mqo), das ebenfalls die Umsetzung von MAL zu OAA katalysiert.

Anaplerotische Reaktionen

Durch anaplerotische Reaktionen kdnnen Intermediatverluste ausgeglichen werden, die durch die
Abzweigung von Metaboliten fur Biosynthesen entstehen. Darunter fallt der Glyoxylat-Weg, der eine
verkiirzte Form des Zitronensaurezyklus darstellt. Glyoxylat (GLX) und SUC werden ausgehend von
ICIT durch die Isocitrat-Lyase (icl) gebildet. GLX wird dann unter Umsetzung von AcCoA durch die
Malat-Synthase (mals) zu MAL umgesetzt. Des Weiteren sind hier die Reaktionen der durch die
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (ppc) katalysierten Umsetzung von PEP zu OAA, die Umsetzung
von PYR zu MAL durch das NADPH-abhdngige Malatenzym (mae), die durch die Pyruvat-
Carboxylase (acc) katalysierte Reaktion von PYR zu OAA sowie die Reaktion von OAA zu PYR

durch die Oxalacetat-Decarboxylase (oad) zu nennen.

Oxidative Phosphorylierung

Die Ubertragung der Elektronen von reduzierten Reduktionsaquivalenten auf den terminalen
Elektronenakzeptor Sauerstoff findet Gber membranstandige Redoxproteine statt. P. putida KT2440
besitzt eine verzweigte Atmungskette mit zwei NADH-Dehydrogenasen (NADH5 und NADH6)
(Puchatka et al., 2008) und fiinf unterschiedlichen terminalen Cytochrom-Oxidasen, die sich in ihren
Redoxpotentialen unterscheiden (Cyanid-insensitive-Oxidase (ClO, bd-Typ Oxidase), Cytochrom-o-
Ubichinon-Oxidase (Cyo, bo3-Typ Oxidase), Cytochrom-aa3-Oxidase, Cytochrom-cbb3-1-Oxidase
und Cytochrom-cbb3-2-Oxidase (Follonier et al., 2013; Morales et al., 2006; Nikel et al., 2014;
Ugidos et al., 2008; Winsor et al., 2011)). Die Redoxpotentiale der Cytochrome sind in Kapitel 3.3.1
zu finden.

Uber die NADH-Dehydrogenasen NADH5 und NADH6 wird NADH reduziert und die Elektronen
auf Ubichinon (UQ) ubertragen. Eine Translokation von Protonen ins Periplasma findet jedoch nur
mit NADHG6 statt.

Die Oxidation von Ubichinol (UQH) findet am Cytochrom-bcl-Komplex statt, wo die Elektronen
auf Cytochrome ubertragen werden. Zwei der fiinf Cytochrom-c-Oxidasen sind in der Lage, UQH:
zur Reduktion von O; zu nutzen. Die verbleibenden drei Cytochrom-c-Oxidasen nutzen nur

Cytochrom c als Elektronendonor und tibertragen die Elektronen an Sauerstoff.
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3.4.2 para-Hydroxybenzoesaure Produktionsstoffwechselweg

Die Produktion von para-Hydroxybenzoesaure pHBA ist Gber den Shikimat-Weg moglich. Die
Ausgangsstoffe E4P und PEP werden (iber den EMD- und Pentosephosphat-Weg gebildet und in der
Eingangsreaktion zu 3-Deoxy-D-Arabion-Heptulosonat-7-phosphat (DAHP) umgesetzt. Nachfolgend
kommt es durch die 3-Dehydroquinat Synthase zur Ringbildung und 3-Dehydroquinat (DHQ)
entsteht. DHQ wird mittels DHQ-Dehydratase zu 3-Dehydroshikimat (DHS) umgesetzt. Die
Umsetzung von DHS und NADPH durch die DHS-Dehydrogenase fiihrt zur Bildung von Shikimat
(SHIK). Durch die folgende Phosphorylierung, die durch die SHIK-Kinase katalysiert wird, entsteht
Shikimat-3-phosphat (S3P). Aus S3P und PEP kann anschlielend 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat
(EPSP) gebildet werden. Diese Reaktion wird durch die EPSP-Synthase katalysiert. Chorismat
(CHOR) entsteht durch die Umsetzung von EPSP mit der Chorismat-Synthase. Aus Chorismat kann
dann in einem letzten Schritt durch die Chorismat-Pyruvat-Lyase unter Bildung von PYR para-
Hydroxybenzoesdure (pHBA) gebildet werden. Das Gen ubiC, das fir die Chorismat-Pyruvat-Lyase
kodiert, kann in dem in dieser Arbeit verwendeten pHBA-bildenden Stamm tberexprimiert werden.
Chorismat ist auBerdem der Ausgangsstoff fiir die Synthese der Aminosauren Tryptophan (TRP),
Tyrosin (TYR) und Phenylalanin (PHE). AuRerdem findet ausgehend von Chorismat die Bildung von
Menachinon und Phyllochinon statt. Die Synthese von Ubichinol erfolgt Gber den Ubichinol (UQH2)-
Weg und bendtigt pHBA das im ersten Schritt mittels des Enzyms 4-Hydroxybenzoat-Polyprenyl-
Transferase zu 4-Hydroxy-3-Polyprenylbenzoat (3PHB) umgesetzt wird. Uber den Ortho-Weg erfolgt
der Abbau von pHBA (iber 4-Hydroxybenzoat-3-Monooxygenase zu Protocatechuat. Das Gen pobA,
das flr die 4-Hydroxybenzoat-3-Monooxygenase kodiert, ist in dem in dieser Arbeit verwendeten
pHBA-bildenden Stamm deletiert.
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3.5  para-Hydroxybenzoesaure

para-Hydroxybenzoesdure (pHBA) ist eine aromatische Verbindung, die Hydroxy- und
Carboxylguppen in para-Stellung aufweist. Der Schmelzpunkt liegt bei 213 °C, ab 220 °C zersetzt sie
sich in CO, und Phenol. pHBA hat in Wasser eine Loslichkeit von 4,9 g L™ (20 °C). Die pKs-Werte
dieser schwachen Sdure liegen bei pKi = 4,51 und pK; = 9,33 (Acker et al., 1967; Ritzer und
Sundermann, 2000).

0
> OH
HO

Abbildung 17 Strukturformel der para-Hydroxybenzoeséure (pHBA).

3.5.1 Verwendung

pHBA ist ein Intermediat fur die Herstellung von Farbstoffen, Pharmazeutika, Pestiziden (Cavill und
Vincent, 1947) und Kunststoff. Es wird weiterhin als Emulgator und Korrosionsschutzmittel
verwendet (Hirozawa et al., 1980). Ester der pHBA sowie ihr Natriumsalz wirken antimikrobiell
(Cramer et al., 1976) und werden vor allem als Propyl- und Butylester zur Konservierung von
Kosmetika und Pharmazeutika eingesetzt. pHBA wird auBerdem zur Produktion von p-Hydroxy-
benzonitril verwendet, das zur Herstellung der Herbizide Bomoxynil und loxynil eingesetzt werden
kann (Franck und Stadelhofer, 2012). pHBA kann auch fir die Herstellung von
Flussigkristallpolymeren (engl. liquid crystal polymers, LCP) verwendet werden. Das Marktvolumen
von LCPs liegt bei ~50 000 Tonnen pro Jahr bei einem Preis von ~3 000 USD pro Tonne (Krémer et
al., 2013).

3.5.2 Industrielle Produktion von pHBA

Die chemische Herstellung von pHBA basiert auf der von Herman Kolbe und Rudolf Schmitt
entwickelten Synthese von Salicylsdure (Kolbe, 1860; Schmitt, 1886), welche heute Kolbe-Schmitt-
Reaktion genannt wird. Zur Herstellung von pHBA wird — im Gegensatz zur Herstellung von
Salicylséure — Kaliumphenolat statt des entsprechenden Natriumsalzes (Natriumphenolat) verwendet.
Die Reaktion von Kaliumphenolat und CO, findet bei 220 °C und 5 bar Uberdruck statt. Dieser
Prozess erlaubt die Umsetzung von 60 % des eingesetzten Kaliumphenolates zu pHBA (Ritzer und
Sundermann, 2000).
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Abbildung 18  Kolbe-Schmitt-Reaktion zur Herstellung von para-Hydroxybenzoesaure.

3.5.3 Mikrobielle Produktion von pHBA

Die mikrobielle Produktion von pHBA wurde ausgehend von Glucose in rekombinanten Escherichia
coli (Barker und Frost, 2001), Klebsiella pneumoniae (Miller et al., 1995), P. putida (Meijnen et al.,
2011; Verhoef et al., 2010) und Saccharomyces cerevisiae (Kromer et al., 2013) realisiert. Die
erreichten pHBA-Konzentrationen und Ertrage sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Des Weiteren
wurde die Produktion von pHBA auch in Zuckerrohr (McQualter et al., 2005), Tabak (Siebert et al.,
1996) und Kartoffeln (Kohler et al., 2013) untersucht.

Eine Herausforderung der mikrobiellen pHBA-Produktion ist die mikrobielle Toxizitat der pHBA.
Die hochsten pHBA-Konzentrationen (22,9 g L) konnten bisher mit E. coli in Komplexmedium und
einer in situ-Extraktion des toxischen pHBA mittels Anionenaustauscher erreicht werden (Johnson et
al., 2000). In ihrem antimikrobiellen Wirkmechanismus entsprechen pHBA und die Ester der pHBA
dem des Phenols (Luck, 1986). Die Toxizitat zyklischer Kohlenwasserstoffe beruht auf der
Akkumulation hydrophober Molekiile in der cytoplasmatischen Membran, deren Fluiditat sich
daraufhin erhoht. Dies fuihrt zu einem erhéhten Einstrom von Protonen in das Cytoplasma und somit
zu einem Zusammenbruch des Protonengradienten Uber die Membran (Palmgvist et al., 1999;
Sikkema et al., 1995). Als nicht-dissoziierende Verbindungen sind die Ester der pHBA in ihrer
antimikrobiellen Wirkung nicht vom pH des zu konservierenden Mediums abhéngig und werden daher

bevorzugt als Konservierungsmittel eingesetzt (Liick, 1986).
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Tabelle 4 Mikrobielle pHBA-Produktion in der wissenschaftlichen Literatur. Die Tabelle fasst die zur
pHBA-Produktion verwendeten Mikroorganismen, verwendete Substrate, maximale pHBA-
Konzentrationen (Cprea,max), Ertrdge (Ypusas) und pHBA-Bildungsraten (Qprea) zusammen.
Zusétzlich ist die Art der Prozessfilhrung angegeben.

YpHBAS,
. . CpHBA max QpHBA,
Mikroorganismus  Substrat mg Lt mmOI-(l:pHBA mmol (gx h)* Prozess Quelle
molCyg
P. putida S12 i (Meijnen et
oal_xylB7 Glucose 49 0,008 Chemostat 3 ")
P. putida S12 pal Glucose 71 60 0,096 (Verhoef et
B1 Glycerin 73 61 . Chemostat 3 p10)
.. Satzprozess,  (Kromer et
S. cerevisiae Glucose 90 9,13 0,007 Rilhrkessel ~ al. 2013)
Satzprozess, )
K. pneumonia Glucose 120 8,7 - Schiittel- (1'\5';5';” etal,
kolben
E. coli Glucose 12000 150 . &ulauf- (Barker und

prozess Frost, 2001)
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3.6  Bioprozesstechnische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die Grundlagen des mikrobiellen Wachstums, der Substrataufnahme und

der Produktbildung im idealen Rihrkesselreaktor beschrieben.

3.6.1 Mikrobielles Wachstum
Fir aerobes Wachstum heterotropher Mikroorganismen werden Sauerstoff, organische Kohlenstoff-
quellen, Stickstoffverbindungen, Mineralsalze und Spurenelemente bendétigt. Alle Komponenten

kénnen dem Mikroorganismus uber ein wéassriges Medium zur Verfugung gestellt werden.

r
In ¢

Abbildung 19 Wachstumsphasen im substratlimitierten Satzprozess. 1: Adaptionsphase; 11: Erste Ubergangs-
phase; I11: Exponentielle Wachstumsphase; 1V: Zweite Verzégerungsphase; V: Stationare Phase
und VI: Absterbephase.

Das mikrobielle Wachstum l&sst sich unter substratlimitierten Bedingungen im Satzverfahren durch
sechs charakteristische Wachstumsphasen beschreiben (Abbildung 19) (Monod, 1949). Der
Adaptions- oder Lag-Phase (1), in welcher kein oder sogar negatives Wachstum zu verzeichnen ist,

folgt eine erste Ubergangsphase (11), in der die Wachstumsrate zunimmt. In der sich anschlieRenden



46 Theoretische Grundlagen

exponentiellen Wachstumsphase (I11) nimmt die Zellzahl exponentiell zu und die Zellen erreichen die
maximale Wachstumsrate pmax. In einem geschlossenen System kdnnen sich die Zellen jedoch nicht
beliebig vermehren und es folgt nach einer zweiten Ubergangsphase (1V), die durch die Limitierung
mindestens einer essentiellen Medienkomponente gekennzeichnet ist, die stationdre Phase (V). In
dieser Phase hat die Zellkultur ihre maximale Biomassekonzentration erreicht, Wachstums- und
Absterberate stehen im Gleichgewicht. An die stationdre Phase schliefl3t sich die Absterbephase (V1)
an, in der die Biomassekonzentration wieder abnimmt und die Absterberate die Wachstumsrate

Ubersteigt.

Fir die Prozesscharakterisierung sind vor allem die exponentielle Phase, die zweite Ubergangsphase
und die stationdre Phase von Interesse. Die Adaptionsphase kann oft durch geeignete Wahl des
Inokulums, des Substrats und der Prozessbedingungen vermieden werden, wéhrend die Absterbephase
vor allem fur industrielle Produktionsprozesse irrelevant ist, da der Prozess in der Regel zuvor beendet
wird. Zur reaktionstechnischen Charakterisierung des mikrobiellen Wachstums ist es folglich nur
notwendig, die exponentielle Wachstumsphase, die zweite Ubergangsphase und die stationare Phase
mathematisch beschreiben zu kdnnen.

Wird von einem unstrukturierten und unsegregierten Zustand der Zellen ausgegangen, kann das

mikrobielle Wachstum als autokatalytische Reaktion Uber die folgende Gleichung beschrieben

werden:
dCX
g = E =M -Ccx 13
rx Wachstumsrate, g (L h)*
Cx Biomassekonzentration, g L
t Zeit, h
u spezifische Wachstumsrate, h

Auf Basis dieses Zusammenhangs ist die spezifische Wachstumsrate p wie folgt definiert:

1 dCX

—.X 14
Cx dt

1l
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Die mathematische Beschreibung des mikrobiellen Wachstums unter unlimitierten, idealen
Bedingungen kann aus Gleichung 13 durch Integration bestimmt werden:

CX — CXO . el’-'(t—to)

15

Durch Einfiihrung einer mathematischen Formulierung der Wachstumskinetik kann zusatzlich zum
exponentiellen Wachstum auch die zweite Ubergangsphase sowie die stationdre Wachstumsphase
formalkinetisch beschrieben werden. Dazu wird Ublicherweise die von Monod beschriebene
Sattigungskinetik verwendet (Monod, 1949). Diese gilt solange nur ein Substrat wachstumslimitierend
ist und die Prozessvariablen wie Temperatur, Druck und pH als konstant betrachtet werden. Mittels
der Monod-Kinetik kann der formale Zusammenhang zwischen der spezifischen Wachstumsrate p

und der Konzentration des limitierenden Substrates cs (Gleichung 16) hergestellt werden:

= s 16
H = Hmax cs + Ks
Mmax maximale spezifische Wachstumsrate, h
Cs Substratkonzentration, g L™
Ks Halbsattigungskonstante des Substrats, g L

Die maximale spezifische Wachstumsrate pmax wird angenahert, wenn cs sehr viel groBer ist als Ks
und gleichzeitig kein anderer essentieller Nahrstoff limitiert. Ks entspricht derjenigen Konzentration
des limitierenden Substrates, bei welcher die spezifische Wachstumsrate die Halfte ihres
Maximalwertes erreicht. Da die Zahlenwerte fir Ks (blicherweise sehr klein sind und die
Biomassekonzentration zum Zeitpunkt des vollstdndigen Substratverbrauchs in der Regel recht hoch
ist, wird der Ubergang von exponentieller zu stationdrer Wachstumsphase in Satzprozessen in sehr

kurzer Zeit durchschritten. Ks ist deshalb in Satzprozessen nicht genau bestimmbar (Chmiel, 2011).

Ohne Bestimmung der Parameter der Monod-Kinetik ist eine vergleichende reaktionstechnische
Charakterisierung von Satzprozessen moglich, wenn die Verlaufe der interessierenden

Zustandsgrofien und Raten durch sigmoidale Funktionen empirisch beschrieben werden.
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Analog zur spezifischen Wachstumsrate kdnnen spezifische Bildungs- oder Aufnahmeraten q einer
Komponente i, die im Reaktor mit der Konzentration c; vorliegt, wie folgt beschrieben werden:

g=— 17

Die Konzentrationen ¢; und c; der Komponenten i und j kdnnen durch den Ertragskoeffizienten Yy

(englisch: yield) tber ihre Raten verkniipft werden:

qi 18
Y= [—
" C11"
Yij Ertragskoeffizient der Komponente i beziiglich

Komponente j, gi g;*
Qi Umsatzrate der Komponente i, g (L h)*

Qi Umsatzrate der Komponente j, g (L h)*
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4 Material und Methoden

In den folgenden Kapiteln sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien und Methoden
beschrieben. Die Geréte- und Chemikalienlisten kdnnen dem Anhang entnommen werden.

4.1  Mikroorganismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Stdimme Pseudomonas putida KT2440 und P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC verwendet. Der Wildtyp-Stamm P. putida KT2440 wurde von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Deutschland) bezogen. Die Mutante
P. putida KT2440 ApobA/pSEV A-ubiC wurde von Frau Shigin Yu, M.Sc. und Herrn Dr. Jens Kromer
(University of Queensland, Australien) zur Verflgung gestellt. Die Deletion des fir die
4-Hydroxybenzoat-3-Hydroxymonooxigenase (EC: 1.14.13.2) codierenden Gens pobA verhindert die
Umsetzung von para-Hydroxybenzoesdure (pHBA) zu 3,4-Dihydroxybenzoeséure im Shikimat-
Stoffwechselweg und somit den Abbau des Produktes pHBA uber den Ortho-Weg (engl. ortho-
cleavage pathway). Der Stamm enthalt des Weiteren den Vektor pSEVA2345, der einen Kanamycin-
Resistenzmarker tragt und die Uberexprimierung des Gens ubiC ermdglicht, das die Chorismat-
Pyruvat-Lyase kodiert. Die Chorismat-Pyruvat-Lyase katalysiert die Umsetzung von Chorismat zu

pHBA. Die Expression von ubiC kann mit IPTG induziert werden.

4.2 Medien

Komplexmedium

Als Komplexmedium wurde das Lysogeny Broth-Medium (LB-Medium) nach Miller (1972)
verwendet. Dieses wurde aus 10 g L Pepton, 5 g L Hefeextrakt und 10 g L* NaCl hergestellt und
enthielt in den Satzprozessen mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC zusétzlich 50 mg L™
sterilfiltriertes Kanamycin. Der pH des Mediums wurde mit NaOH und Phosphorséure auf pH 7,0
eingestellt. Die Sterilisation des Mediums erfolgte bei 121 °C und 1 bar Uberdruck fiir 20 min im

Autoklaven.
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Definiertes Medium

Das definierte Medium M9 wurde fur die Vorkulturherstellung in Schittelkolben und in allen
Satzprozessen in Rihrkesselreaktoren verwendet. Die Zusammensetzung des M9-Mediums ist in
Tabelle 5 und Tabelle 6 beschrieben. Die Medienbestandteile Na;HPOs,
MgSO4-7 H,0, Spurenelement-Stammldsung und Kohlenstoffquelle wurden in VE-H,O geldst und
der pH mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt. Die Sterilisation des Mediums erfolgte im Autoklaven

(121 °C, 1 bar Uberdruck, 20 min).

Tabelle 5 Zusammensetzung des definierten Mediums M9 fiir Satzprozesse in Schittelkolben und
Ruhrkesselreaktoren. WT: Zusammensetzung des Mediums flr P. putida KT2440; MUT:
Zusammensetzung des Mediums fur P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC; AEROB: Aerobe

Satzprozesse; AA: Anaerobe Satzprozesse mit Anodenatmung.

Substanz Konzentration WT MUT AEROB
Na;HPO, 6gL* X X X
KH,PO, 3gL? X X X
NH,CI 1gL?t X X X
MgSO4-7 H,O 01glL? X X X
Spurenelement-Stammldsung 1mlL? X X X
Kohlenstoffquelle variabel X X X
Sterilisation des Mediums bei 121 °C fur 20 min X X X
CaCl-2 H,O 0,015gL* X X X
Isopropyl-p-D-

Thiogalactopyranosid (IPTG) 1 mM X
Kanamycin 50 mg L* X
KsFe(CN)s variabel

Die Medienkomponenten CaCl,-2 H,O, Kanamycin, Isopropyl--D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
und Mediator wurden entsprechend Tabelle 5 bei Bedarf nach der Sterilisation zugegeben. Die fur die
Anodenatmung notwendige Anaerobisierung des Mediums wurde durch Abkuhlung des 80 °C heiRen
Mediums unter Stickstoffbegasung tber einen Zeitraum von mindestens 12 h erreicht.
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Tabelle 6 Zusammensetzung der Spurenelement-Stammldsung fir das definierte Medium M9. Der pH der
Spurenelement-Stammldsung wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt.

Elektrolytlésung

Substanz Konzentration, g L™
FeClz-6 H20O 1,5
HsBOs 0,15
CuS04-5 H0 0,03
Kl 0,18
MnCl,-4 H,0 0,12
Na;Mo0O4-2 H,0 0,06
ZnSQ04-7 H0 0,12
CoCl3-6 H,0O 0,15
EDTA 10
NiClz-6 H-0 0,023

Die Bestandteile der fiir Kathodenkammer und Salzbriicke verwendeten Elektrolytlésung sind in

Tabelle 7 angegeben. Die Elektrolytlésung entspricht in ihrer Zusammensetzung dem definierten

Medium ohne Kohlenstoffquelle, Mediator, Kanamycin und IPTG. Die Sterilisation erfolgte im
Autoklaven (121 °C, 1 bar Uberdruck, 20 min).

Tabelle 7 Zusammensetzung der flr Kathodenkammer und Salzbriicke verwendeten Elektrolytldsung.
Substanz Konzentration
Na;HPO4 6glL?
KH2PO4 3glL?
NH4CI 1gL?
MgSOs-7 H20 01glL?
Spurenelement-Stammldsung 1 ml L
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Phosphatgepufferte Salzlésung

Die verwendete phosphatgepufferte Salzlésung (engl. phosphate buffered saline, PBS) wurde aus
8,0 g L* Natriumchlorid, 0,2 gL* Kaliumchlorid, 1,24 gL* Dinatriumhydrogenphosphat und
0,27 g L' Kaliumdihydrogenphosphat hergestellt (Sambrook, 2001). Falls benétigt, wurde die Lésung
bei 121 °C fir 20 min bei 1 bar Uberdruck im Autoklaven sterilisiert. Die phosphatgepufferte
Salzlésung wurde zur Herstellung des Inokulums und zur Herstellung von Verdinnungen der

Zellsuspension zur Bestimmung der optischen Dichte verwendet.

4.3  Stammhaltung

Die Stdmme wurden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 30 °C inkubiert. Eine
Kolonie wurde in einen 1 L-Schittelkolben mit 200 mL LB-Medium tberfihrt und bei 30 °C im
Schittelinkubator (Multitron, Infors HT, Schweiz) bei 150 rpm kultiviert. Die Zellen wurden in der
exponentiellen Wachstumsphase bei einer optischen Dichte ODggo = 1 in sterile Kryo-GefaRe (Nalgene
Cryoware, Thermo Fisher Scientific, USA) aliquotiert, in denen steriles Glycerin vorgelegt war. Die
Glycerin-Endkonzentration betrug 30 % (v/v). Die Stammhaltung erfolgte bei -80 °C in Gefrier-
kulturen. LB-Agar-Platten als auch LB-Medium wurden fur die Stammbhaltung von P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC mit 50 pg L™ Kanamycin supplementiert.

4.4  Vorkulturherstellung

Fur jeden Satzprozess wurde eine neue Gefrierkultur verwendet. 1 mL der aufgetauten Gefrierkultur
wurde in Vorkulturréhrchen mit 5 mL LB-Medium inkubiert, bis die exponentielle Phase (ODggo = 1)
erreicht wurde. Drei 1 L-Schittelkolben mit 200 mL definiertem Medium wurden mit 200 pL der LB-
Kultur angeimpft. Als Kohlenstoffquelle wurde das in der Hauptkultur verwendete Substrat eingesetzt.
Die Zellen wurden in der exponentiellen Phase (ODgoo = 2) geerntet und in 50 mL-Reaktionsgefalien
fr 15 min bei 4500 rpm zentrifugiert (Rotixa 50 RS, Hettich, Deutschland). Nach dem Entfernen des
Uberstands wurden die Zellen mit sterilem PBS gewaschen und erneut unter gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Die gewaschenen Zellen wurden in 3 mL PBS aufgenommen und als Inokulum

verwendet.
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4.5  Aerobe Satzprozesse in Laborrthrkesselreaktoren

Aerobe Satzprozesse wurden in 1,8 L- und 7,5 L-Ruhrkesselreaktoren (Labfors 2, Infors, Schweiz)
mit Arbeitsvolumina von 1 L und 3 L durchgefiihrt. Beide Reaktoren waren mit Temperaturfuhlern,
pH-Sonden (Mettler Toledo, Deutschland), Geldstsauerstoff-Sonden, Strémungsbrechern und Sechs-
Blatt-Scheibenriihrern (Rushton-Turbinen) ausgestattet. Im 1,8 L-Reaktor wurden zwei Rushton-
Turbinen im Abstand von 5 cm montiert, im 7,5 L Reaktor wurden drei Rushton-Turbinen mit
demselben Abstand verwendet.

Fir Satzprozesse im 1,8 L-Reaktor wurde eine optische Gel6stsauerstoff-Sonde (Mettler-Toledo,
Deutschland) verwendet. Fiir die Satzprozesse im 7,5 L-Reaktor wurde eine Clark-Elektrode (Mettler-
Toledo, Deutschland) zur Messung der Geldstsauerstoffkonzentration eingesetzt. Uber eine Steuer-
einheit konnten die Parameter Temperatur, pH, Gelostsauerstoffkonzentration, Rihrerdrehzahl und
Begasungsrate Uberwacht und bei Bedarf geregelt werden. Die Aufzeichnung der Parameter erfolgte
mittels der Software IRIS (Infors, Schweiz). Die Temperaturregelung des Mediums erfolgte tiber den
Doppelmantel der Reaktoren auf 30 °C, die Regelung des pH durch den PID-Regler der Steuereinheit.
Die PID-Parameter waren P: 1, I: 0,05, D: 0,03. Durch die Zugabe von NH4OH (28 % (v/v)) und/oder
HsPO4 (12.5 % (v/v)) wurde der pH auf pH 7,0 geregelt. Zur Regelung der Geldstsauerstoff-
konzentration auf mindestens 30 % wurde eine stufenweise Erhéhung der Riihrerdrehzahl verwendet,
die Uber eine in die IRIS-Software integrierte Sequenz gesteuert wurde. Die Begasung des Reaktors
mit Druckluft erfolgte Giber den Massendurchflussregler der Steuereinheit.

Die Ruhrergeschwindigkeit betrug zu Prozessbeginn bei beiden Reaktoren 400 rpm, was
volumenspezifischen Leistungseintragen von 0,61 W L (1,8 L-Reaktor) und 0,34 W L (7,5 L-
Reaktor) entspricht. Die Reaktoren wurden mit konstanten Volumenstrémen von 1 L min? (1 vvm,
1,8 L-Reaktor) und 5 L min? (1,67 vvm, 7,5 L-Reaktor) steriler Druckluft begast. Die Konzentra-
tionen von CO; und O im Abgas wurden Uber Infrarot und elektrochemische Detektoren (ABB,

Deutschland) bestimmt. Antischaum wurde nach Bedarf manuell zugegeben.

4.6  Anaerobe Satzprozesse mit Anodenatmung im 0,1 L-Parallelsystem

Das Parallelsystem wurde an der University of Queensland entwickelt und verflgt tber vier
Glasreaktoren (Bio-Logic, Frankreich) mit maximalen Arbeitsvolumen von je 0,1 L. Die
Reaktordeckel wurden von Frau Frauke Kracke und Herrn Dr. Jens Kromer entwickelt (University of
Queensland, Australien) und bestehen aus Polyetheretherketon (PEEK). Mittels sieben Deckel-

durchfuhrungen konnten Referenzelektrode mit passender Salzbricke (Ag/AgCl, 1J Cambria
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Scientific, GroRbritannien; Salzbriicke: Bio-Logic, Frankreich), Gegenelektrodenkammer (Eigen-
anfertigung F. Kracke und J. Krémer, University of Queensland), Arbeitselektrode, Probenahme- und
Begasungsvorrichtung, Abgaskiihler und Septum verbaut werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20 0,1 L-Parallelsystem fiir Satzprozesse mit Anodenatmung. [1] Magnetriihrer; [2] Wasserbad;
[3] Reaktor; [4] Anode; [5] Kathode, [6] Referenzelektrode; [7] Schlangenkihler; [8] Stickstoff-
zufuhr.

Durch die Verwendung einer Salzbriicke konnte der Abstand zwischen der Referenz- und der
Arbeitselektrode verringert werden und der Austritt von toxischen Silberionen uber die Glasfritte der
Referenzelektrode in das Medium reduziert werden. Die Verwendung einer Salzbriicke fur die
Referenzelektrode war aulRerdem notwendig, da eine Sterilisation der Referenzelektrode nicht méglich
war. Nach der Sterilisation des Reaktors wurde die Referenzelektrode mit der Salzbriicke, die
blasenfrei mit Elektrolyt befullt werden muss, verschraubt. Eine Silikon-Dichtung mit
aufvulkanisierter Polytetrafluorethylen (PTFE)-Stulpe und zentrischer Bohrung (Duran Group,
Deutschland) wurde verwendet, um Salzbriicke und Referenzelektrode luftdicht zu verschrauben, da
es sonst zum Auslaufen der Elektrolytlésung tber die Fritte der Glasbriicke in den Reaktor kommt.
Die aus Graphitgewebe (FuelCellStore, USA) bestehenden Arbeitselektroden wurden an einem

Titandraht befestigt, der Uber ein Septum nach auBen gefiihrt wurde. Kathoden- und Anodenkammer
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wurden Uber eine Kationenaustauschermembran (CMI-7000 S, Membranes International, USA)
getrennt, die mit einer Lochkappe (GL 14) und zwei O-Ringdichtungen mit der Kathodenkammer
verschraubt wurde. Die Membranoberflache betrug 0,57 cm?. In der Kathodenkammer wurde an der
aus einem aufgerolltem Titandrahtgeflecht (80 Mesh, Titan Grade 2, Alpha Aesar, GroRbritannien)
bestehende Kathode ein Titandraht befestigt. Die drei Elektroden wurden mit den entsprechenden
Ausgangen des Potentiostaten (VSP, Bio-Logic, Frankreich) verbunden, der so die Regelung des
Arbeitselektrodenpotentials  ermdglichte. In  Abhéangigkeit des verwendeten Mediums
beziehungsweise Mediators wurden die in Kapitel 7.2 genannten Arbeitselektrodenpotentiale
eingestellt. Die Probenahme erfolgte Uber eine Edelstahlkaniile, die mittels eines Dreiwegeventils
zwischen den Probenahmen verschlossen werden konnte. Um wahrend der Prozesse anaerobe
Reaktionsbedingungen sicherzustellen, wurden die Reaktoren mit Stickstoff begast. Die
Anaerobisierung des Mediums erfolgte zunéchst durch eine submerse Begasung mit Stickstoff fiir
mindestens 12 h. Wahrend des Satzprozesses wurde nur der Kopfraum mit Stickstoff begast, um
Verdunstungseffekte zu reduzieren. Der Gasvolumenstrom konnte (iber Rotameter eingestellt werden.
Um eine weitere Verminderung der Verdunstung des Mediums zu erreichen, wurde der Abgasstrom
Uber Schlangenkihler geleitet, die mit 4 °C kaltem Wasser gekuhlt wurden. Das Kondensat wurde in
den Reaktor zurtickgefihrt. Das Medium in den einwandigen Reaktoren wurde in einem Wasserbad
auf 30 °C temperiert. Das Medium in den Reaktoren sowie das Wasser im Wasserbad wurden mittels

Magnetriihrer mit 500 rpm durchmischt.

4.7  Anaerobe Satzprozesse mit Anodenatmung im 1 L-System

Das 1 L-System (Abbildung 21) wurde vom Lehrstuhl fiir Prozess und Anlagentechnik (Technische
Universitdt Minchen) zur Verfligung gestellt. Der gesamte Reaktor, der aus einem doppelwandigen
Gefal mit Flachboden, Deckel mit 6 Durchfiihrungen und Rihrachse bestand, war aus Glas gefertigt.
Das Gefdl? verfligte tUber einen Doppelmantel und eine Durchfiihrung am Reaktorboden. Die
Durchfiinrungen des Reaktordeckels waren um eine zentrale Offnung ringférmig angeordnet. Zwei
der finf Durchfiihrungen waren lotrecht, die Gbrigen drei Durchfihrungen wichen um einen Winkel
von 20° vom Lot ab. Deckel und GefaR konnten Uber eine Flanschklemme und O-Ringdichtung

luftdicht verschlossen werden.

Die Temperierung des Mediums auf 30 °C wurde mittels eines Wasserbads (Susanne, GFL,
Deutschland) und einer Schlauchpumpe (BVP, Ismatec, USA) uber den Doppelmantel des Reaktors

realisiert. An der zentralen Deckeldurchfiihrung konnte Uber einen Rihrverschluss (22SVL,
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SciLabware, Grof3britannien) die Rihrachse (588-33SVL, ScilLabware, GroRbritannien) mit
Blattrihrer befestigt werden. Der Ruhrer wurde von einem Rihrwerk (RW 20 DZM, IKA,
Deutschland) mit 400 rpm angetrieben. Arbeitselektrode und Kathodenkammer wurden (ber die zwei
lotrechten, sich gegenuberliegenden Durchfiihrungen im Deckel eingebracht. Die Arbeitselektrode
(Graphitgewebe, FuelCellStore, USA) wurde an einem Glasstab befestigt. Ein Titandraht (Grade 2,
Durchmesser 0,6 mm, Ankuro, Deutschland), der mit der Arbeitselektrode verbunden war, wurde tber
ein Septum nach aufRen gefiihrt. Anoden- und Kathodenkammer (Eigenanfertigung, Abbildung 22 A,
B) wurden (ber eine Kationenaustauschermembran (CMI-7000, Membranes International, USA,
Sauerstoffdiffusionskoeffizient = 3,72 10° m? d* (Kim et al., 2007)) getrennt. Die Membran wurde
mit einer Lochkappe (GL 32; Offnungsdurchmesser: 2 cm) zwischen 2 Dichtungen fixiert. Die GroRe
der Membranflache betrug 3,14 cm?.

Kationenaustauschermembranen sind permeabel fur Protonen, die in der Anodenkammer entstehen
(Leong et al., 2013). Um eine Ansduerung des Katholyten durch diese Protonen zu vermeiden, wurde
die Kathodenkammer mit Luft begast, damit Sauerstoff fur die Kathodenreaktion (2 O, + 8 H* + 8 ¢

— 4 H,0, Rahimnejad et al., 2015) bereitgestellt wurde.

Riihrer :) Nzaus

AE GE

Abbildung 21 1 L-System flir anaerobe Satzprozesse mit Anodenatmung. (A) Seitenansicht. (B) Schréage
Aufsicht. (C) Schematische Darstellung des 1 L-Systems. AE: Arbeitselektrode; GE:
Gegenelektrode; RE: Referenzelektrode.

Ein Sauerstoffdiffusionsstrom von 0,012 mmolO, d! von der Kathoden- in die Anodenkammer wurde
bei 30 °C berechnet. Eine Beeinflussung der Anodenatmung durch diese geringe Menge O, kann

vernachlassigt werden. Die Begasungsrate wurde mittels eines Rotameters (Kobold, Deutschland) auf



Material und Methoden 57

1 ml min eingestellt. Als Gegenelektrode wurde ein Titandrahtgeflecht (18 Mesh Drahtgeflecht aus
Titanfaden mit 0,28 mm Durchmesser, Alfa Aesar, Deutschland) verwendet, das mit einem Titandraht
(Grade 2, Durchmesser 0,6 mm, Ankuro, Deutschland) verbunden war. Die Referenzelektrode
(Ag/AgCl, 1J Cambria Scientific, GroR3britannien) konnte (iber eine Durchfuhrung am Reaktorboden
mittels einer Salzbriicke (Eigenanfertigung, Abbildung 22 C, D) direkt neben der Arbeitselektrode
positioniert werden. Wie bereits im vorhergehenden Kapitel beschrieben, wurde die
Referenzelektrode erst nach der Sterilisation des Reaktors verbaut. Die drei Elektroden wurden mit
den Ausgangen eines Potentiostaten (Bank Elektronik, Deutschland) verbunden, der die Regelung des
Arbeitselektrodenpotentials auf +0,500 V ermdglichte.

Probenahmen und die Uber ein Rotameter (Kobold, Deutschland) auf 1 mL min? eingestellte
Stickstoffbegasung erfolgten durch dieselbe Edelstahlkanile und wurden mittels eines
Dreiwegeventils realisiert. Da das Mediumvolumen in der Kaniile durch den Stickstoffstrom nach der
Probenahme in den Reaktor zuriickgefiihrt wurde, konnte das zu verwerfende Probenvolumen auf
0,5 mL reduziert werden. Beide VVolumenstrome wurden Uber Schottflaschen geleitet, die mit sterilem
Wasser befullt waren, und dadurch befeuchtet, um die Verdunstung der Medien zu reduzierten.
KsFe(CN)s wurde fur alle im 1 L-System durchgefiihrten Satzprozesse als Mediator verwendet.
Antischaum (Schill & Seilacher, Deutschland) wurde manuell nach Bedarf zugegeben.

A B C D
Luft,. i Referenz-
<« Luft, - elektrode '
I 1 Lochkappe
Dichtung
Katholyt T ’1
Kathode —4 8 5

Fritte i

Abbildung 22  Kathodenkammer und Referenzelektrode fur die Verwendung im 1 L-System sowie im 1,8 L-
und 3,6 L-Ruhrkesselreaktor. (A) Schematische Darstellung der selbstentworfenen Kathoden-
kammer. (B) Foto der Kathodenkammer. (C) Schematische Darstellung der Salzbriicke und
der Referenzelektrode. (D) Foto der Salzbriicke.
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4.8  Anaerobe Satzprozesse mit Anodenatmung in Laborruhrkesselreaktoren

Anaerobe Satzprozesse mit Anodenatmung wurden in einem 1,8 L-Ruhrkesselreaktor (Infors,
Schweiz) mit einem Arbeitsvolumen von 1 L bei 30 °C durchgefiihrt (Abbildung 23 A-E). Der Reaktor
war mit Temperaturfuhler, pH-Sonde (Mettler Toledo, Deutschland), Strémungsbrecher und Sechs-
Blatt-Scheibenrthrer (Rushton-Turbinen) ausgestattet. Zwei Rushton-Turbinen waren in einem
Abstand von 5 cm ober- und unterhalb der Kathodenkammer (Abbildung 22 A, B) montiert.

Uber die Steuereinheit konnten die Parameter Temperatur, pH, Ruhrerdrehzahl und Begasungsrate
Uberwacht und bei Bedarf geregelt werden. Die Aufzeichnung dieser Parameter erfolgte durch die
Software IRIS (Infors, Schweiz). Die Temperaturregelung des Mediums erfolgte Uber den
Doppelmantel des Reaktors auf 30 °C. Die Regelung des pH erfolgte durch den PID-Regler der
Steuereinheit. Die PID-Parameter waren P: 1, I: 0,05, D: 0,03. Durch die Zugabe von NH4OH (28 %
(v/v)) und/oder H3POs (12,5 % (v/v)) wurde der pH auf pH 7,0 geregelt. Die Begasung des Reaktors
mit Stickstoff erfolgte tber den Massendurchflussregler der Steuereinheit. Wenn nicht anderweitig
beschrieben, wurde der Ruhrer mit einer Geschwindigkeit von 400 rpm (volumenspezifischer
Leistungseintrag 0,61 W L™) betrieben.

Der Reaktor wurde wahrend des Satzprozesses mit einem konstanten VVolumenstrom von 0,1 L min?
Stickstoff begast, um anaerobe Bedingungen sicherzustellen. Die Kathodenkammer wurde mit
20 mL min? steriler Druckluft begast. Die Druckluftbegasungsrate wurde mit einem Rotameter
eingestellt (Kobold, Deutschland). Beide VVolumenstréme wurden tber Schottflaschen geleitet, die mit
sterilem Wasser befullt waren, und dadurch befeuchtet, um die Verdunstung der Medien zu reduzieren.
Der Katholyt musste dennoch in regelméRigen Abstdnden manuell aufgeftllt werden. Antischaum
(Schill & Seilacher, Deutschland) wurde manuell nach Bedarf zugegeben. Das Potential der
Arbeitselektrode wurde mittels eines Potentiostaten (SP-150/Z, Bio-Logic, Frankreich) auf +0,500 V
(versus Ag/AgCI) eingestellt. Die Aufzeichnung des Stromflusses erfolgte mit der Software EC-Lab
(Bio-Logic, Frankreich). Fir alle anaeroben Satzprozesse mit Anodenatmung im Laborrihrkessel-

reaktor wurde Kaliumhexacyanoferrat (KsFe(CN)s) als Mediator verwendet.

Aulerdem wurden anaerobe Satzprozesse mit Anodenatmung in einem 3,6 L-Rihrkesselreaktor
(Abbildung 24) durchgefuhrt (Labfors, Infors, Schweiz). Da dieser Reaktor (ber zusatzliche
Deckeldurchfuhrungen verfugt, konnte das Redoxpotential des Mediums mittels einer Redox-Sonde
(Redox-Gold OPS32-0NBO2GSA, Eurotronic Umwelttechnik, Deutschland) gemessen und durch die
automatische Zugabe einer 1 M KsFe(CN)e Stammldsung kontrolliert werden. Dazu wurde die

Zulaufpumpe der Steuereinheit (Infors, Schweiz) eingesetzt. Die Regelung konnte mittels einer in die
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IRIS-Software (Version 5.2; Infors, Schweiz) implementierten Sequenz realisiert werden (siehe
Kapitel 14.3). Das Messsignal wurde tiber einen Messumformer (GRMU 200 MP, GHM Messtechnik,
Deutschland), der mit einem separaten Netzteil (GNG 24 V, 150 mA, GHM Messtechnik,
Deutschland) Uber eine vom Potentiostaten und der Labfors-Steuereinheit galvanisch getrennte
Spannungsquelle verfiigte, an den Analog-Digital-Wandler der Steuereinheit des Ruhrkesselreaktors

angeschlossen und Uber diese ausgelesen.

4.8.1 Laborruhrkesselreaktor

Der autoklavierbare 1,8 L-Rihrkesselreaktor (Infors, Schweiz) aus Glas wurde modifiziert, so dass
der Reaktor als elektrochemische Zelle betrieben werden konnte (Abbildung 23 A-E). Die
Modifikationen werden im Folgenden beschrieben.

Der Edelstahldeckel mit allen Durchfiihrungen, Rihrwelle, Probenahmerohr und Zuldufen wurde von
dem Metallgestell durch einen Silikonring elektrisch isoliert. Alle elektrisch leitfahigen
Komponenten, die den Reaktordeckel und das Medium verbanden, wurden durch nicht leitfahige
Materialien ersetzt. Die Rihrwelle aus Edelstahl wurde durch eine Riihrwelle aus PEEK (Durchmesser
12 mm) ersetzt und mit zwei Sechs-Blatt-Scheibenriihrern bestlickt. Das aus Edelstahl bestehende
Tauchrohr fiir die Temperatur-Sonde wurde durch ein Tauchrohr aus PEEK (Eigenanfertigung)
ersetzt. Die originalen Stromungsbrecher (Edelstahl) hatten keine Bertihrungspunkte mit dem Deckel
und wurden nicht modifiziert. Die Begasung und Beprobung wurde (ber ein Glasrohr mit einem
auBeren Durchmesser von 6 mm (innerer Durchmesser 3 mm) tiber ein Dreiwegeventil realisiert. Das
Dreiwegeventil am oberen Ende des Probennahme- und Begasungsrohrs ermdglichte eine
Reduzierung des zu verwerfenden Probenvolumens auf 0,5 mL, was aufgrund der langen
Prozesszeiten von Bedeutung war.

Die Arbeitselektrode wurde an einem PEEK-Stab fixiert, der eine Offnung von 1 mm fiir die
Durchfihrung des Titandrahts (Grade 2, Durchmesser 0,6 mm, Ankuro, Deutschland) besaB3, mit
welchem die Arbeitselektrode elektrisch leitend verbunden wurde. Graphitstab-, Graphitvlies- und
Graphitbursten-Elektroden (MBM, Deutschland; GCG Klein, Deutschland; The Mill-Rose Company,
USA) wurden als Arbeitselektroden eingesetzt. Die Salzbriicke aus Glas (Abbildung 22 C, D) fiir die
Referenzelektrode (Ag/AgCI, IJ Cambria Scientific, GroRbritannien) wurde direkt neben der
Arbeitselektrode positioniert. Wie in Kapitel 4.6 beschrieben, wurde die Referenzelektrode erst nach
dem Autoklavieren mit der Salzbriicke verschraubt. Die Kathodenkammer befand sich gegeniiber der

Arbeitselektrode, was zu einer Dreieckelektrodenanordnung fiihrt. Die Kathodenkammer (Abbildung



60 Material und Methoden

22 A, B) wurde aus Glas gefertigt. Katholyt und Anolyt wurden mittels einer Kationen-
austauschermembran (CMI-7000, Membranes International, USA, Sauerstoffdiffusionskoeffizient =
3,7210° m?d?* (Kim et al., 2007)) getrennt. Die Membran wurde mit einer Lochkappe (GL 32;
Offnung 2 cm Durchmesser, Schott, Deutschland) zwischen 2 Dichtungen fixiert. Die Membranflache
betrug 3,14 cm? Kationenaustauschermembranen sind, wie bereits im vorhergehenden Kapitel
beschrieben, flr in der Anodenkammer entstehende Protonen permeabel (Leong et al., 2013). Um eine
Anséuerung des Katholyten durch diese Protonen zu vermeiden, wurde die Kathodenkammer mit Luft
begast, damit Sauerstoff fur die Kathodenreaktion (2 O, + 8 H* + 8 e — 4 H,0, Rahimnejad et al.,
2015) bereitgestellt wurde. Ein vernachlassigbarer Sauerstoffdiffusionsstrom von 0,012 mmol O, d*
von der Kathoden- in die Anodenkammer wurde fur 30 °C berechnet.

Als Kathodenmaterial wurde Titandrahtgeflecht (18 Mesh Drahtgeflecht aus Titanfaden mit 0,28 mm
Durchmesser, Alfa Aesar, Deutschland) verwendet. Alle Einbauten, Glas, PEEK oder Metall, wurden
mit Verbindungen von Infors (Bottmingen, Schweiz) befestigt.

Um elektromagnetische Stérungen des Ruhrerantriebs auf die potentiostatischen Messungen zu
verringern, wurde der Antrieb gegen den Deckel mit einem nach dem Autoklavieren angebrachten
Isolierband (Coroplast, Fritz Muller, Deutschland) elektrisch isoliert und mit einer selbstklebenden

Kupferfolie (Conrad, Deutschland) abgeschirmt und geerdet.

Die online-Messung des Redoxpotentials im Medium der Anodenkammer wurde mit einer Redox-
Sonde durchgefiihrt. Prozesse mit Redox-Sonde wurden in einem 3,6 L-Riihrkesselreaktor (Labfors,
Infors, Schweiz) (Abbildung 24) durchgefiihrt, der mit den gleichen Teilen wie der 1,8 L-Reaktor
modifiziert wurde. Die Verwendung dieses groReren Reaktors war auf Grund einer zusétzlich

benotigten Deckeldurchfiihrung fur die Redox-Sonde notwendig.

Schematische Darstellungen und Fotos der umgebauten 1,8 L- und 3,6 L-Rihrkesselreaktoren sowie
der Versuchsaufbauten sind in Abbildung 23 und Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 23

Modifizierter 1,8 L-Ruhrkesselreaktoren fur die Verwendung als bio-elektrochemischer
Reaktor. (A) Versuchsaufbau. [1] Potentiostat; [2] Luftbefeuchtung Kathodenkammer; [3]
Luftbefeuchtung Reaktor; [4] Antischaumfalle; [5] Waage; [6] Reaktor, [7] Ruhrer; [8] Séure;
[9] Base. (B) Schematische Darstellung. AE: Arbeitselektrode; RE: Referenzelektrode; GE:
Gegenelektrode; pH: pH-Sonde. Zur Modifikation verwendete Materialien sind tiber folgende
farbliche Kodierungen gekennzeichnet: Rot: Glas; Griin: PEEK; Blau: PVC und Silikon. (C)
Foto des zusammengebauten 1,8 L-Reaktors. (D) Foto des Deckels des 1,8-L Reaktors mit
Modifikationen - Aufsicht. (E) Foto des Deckels des 1,8 L-Reaktors mit Modifikationen -
Seitenansicht.
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Abbildung 24

Modifizierter 3,6 L-Ruhrkesselreaktoren fur die Verwendung als bio-elektrochemischer
Reaktor. (A) Versuchsaufbau. [1] Potentiostat; [2] Luftbefeuchtung Kathodenkammer; [3]
Luftbefeuchtung Reaktor; [4] Antischaumfalle; [5] Waage; [6] Reaktor; [7] Rihrer; [8] Séure;
[9] Mediator; [10] Base. (B) Schematische Darstellung. Die Farbcodierung und
Beschriftungen entsprechen den fiir den 1,8 L Reaktor (Abbildung 23) beschriebenen. Redox:
Redox-Sonde; Mediator: Mediatorzulauf zur Regelung des Redoxpotentials des Mediums. (C)
Foto des zusammengebauten 3,6 L-Reaktors. (D) Foto des Deckels des 3,6 L-Reaktors mit
Modifikationen - Aufsicht. (e) Foto des Deckels des 3,6 L-Reaktors mit Modifikationen -

Seitenansicht.
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4.9  Genomweite Stoffflussabschatzung

Die im Rahmen dieser Arbeit geschatzten intrazelluldaren Stoffflussverteilungen wurden mittels
Flussbilanz-Analysen (FBA) durchgefihrt. Die Berechnungen wurden mit der fir MATLAB R2013a
(MATLAB R2013a, Mathworks, USA) verfligbaren Erweiterung COBRA (Version 2.02.5)
(Schellenberger et al.,, 2011) durchgefuhrt. Gurobi5 wurde als Solver flr lineare

Optimierungsprobleme verwendet.

Zur Abschatzung intrazelluldrer Stoffflussverteilungen wurde das genomweite Modell iJP815
(Puchatka et al., 2008) verwendet. iJP815 enthélt 815 Gene, 877 Reaktionen und 886 Metabolite. Das
Modell ist unter: http:// journals.plos.org/ploscompbiol/article/asset?id=10.1371 / journal.pcbi.
1000210.XML (Link zuletzt am 19.03.2016 gepriift) verfiigbar.

iIJP815 verwendet die wachstums- und nicht-wachstumsassoziierte Erhaltungsenergie von Escherichia
coli (growth associated maintenance, GAM = 13 mmolate gx*; non-growth associated maintenance,
NGAM = 12 mmolare (gx h)™). Diese wurden im ebenfalls verwendeten Modell iJP815m.q¢ an die von
(van Duuren et al., 2013) bestimmten Parameter fur Pseudomonas putida KT2440 (GAM =
85 mmolate gx't; NGAM = 3,96 mmolate (gx h)?) angepasst.

Das Modell iJP815m04, pHea enthalt weitere Modifikationen, die die Anodenatmung und die pHBA-
Produktion der Mutante P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC umfassen. Fir diese Berechnungen
wurde fur Reaktion IR03632 (pHBA + O, + NADPH — 3,4-Dihydroxybenzoat + H,O + NADP*) ein
Nullfluss vorgegeben, was die Deletion des fur die 4-Hydroxybenzoate-3-Monooxygenase
(EC:1.14.13.2) codierenden Gens pobA darstellt. Anodenatmung wurde im Modell realisiert, indem
die Regeneration der Redox&quivalente NADH, Ubichinol und Cytochrom ¢ durch eine Modell-
erweiterung (Kapitel 14.5) ermdglicht wurde. Gleichzeitig wurde die Sauerstoffaufnahme auf

0 mmol (gx h)* beschrankt, um anaerobe Bedingungen darzustellen.

Um die in silico Biomasseertrage mittels FBA zu schatzen, diente die Maximierung der
Biomassebildung als Zielfunktion. Dabei ist zu beachten, dass die substratspezifische Biomasseertrage
(Yxs) eine Funktion der Wachstumsrate  und der Substrataufnahmerate gs ist (Gleichung 18). Um
sicherzustellen, dass die berechneten Wachstumsraten ihren maximalen Wert erreichen konnen,
wurden die Substrataufnahmeraten auf einen Wert von 20 mmol (gx h)™* beschrankt. Dieser ist um den

Faktor 2 groRer als experimentell bestimmte Substrataufnahmeraten (Blank et al., 2008) und sollte so


http://journals.plos.org/ploscompbiol/article/asset?id=10.1371/journal.pcbi.1000210.XML
http://journals.plos.org/ploscompbiol/article/asset?id=10.1371/journal.pcbi.1000210.XML
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das Abschéatzen der theoretisch maximalen Wachstumsrate erlauben. Um in silico pHBA-Ertrége fir
Sauerstoff- und Anodenatmung abzuschéatzen, wurde als zu maximierende Zielfunktion die Reaktion
der Chorismat-Pyruvat-Lyase gewéhlt. Dies erlaubt die Ermittlung der theoretisch maximal mdglichen
pHBA-Ertrage ohne gleichzeitiges Biomassewachstum. Die Substrataufnahmerate wurde ebenfalls
auf 20 mmol (gx h)* beschrankt. Dies wurde analog zu Wittgens et al. (2011) durchgefiihrt, die mit
dieser Vorgehensweise Abschatzungen bezliglich der Rhamnolipid-Produktion mit P. putida KT2440

vornahmen.

4.10 Reaktionstechnische Analyse

Substrat-, Biomasse- und Metabolit-Konzentrationen wurden offline bestimmt. Sigmoidale
Funktionen wurden eingesetzt, um Biomasse- und Substratkonzentrationen im Satzprozess als
Funktion der Prozesszeit zu interpolieren. Die spezifischen Wachstumsraten (u = cx?! dcy dt™1),
Substrataufnahmeraten (qs = —cy dcg dt™1) und Biomasseertrage (Yys = 1 gs*) wurden basierend

auf den interpolierten Konzentrationen bestimmit.

4.10.1 Abschatzung von Konzentrations-Zeit-Verlaufen bei Satzverfahren

Die sigmoidale Richards-Funktion kann zur Abschatzung von Biomasse- und Produktkonzentrationen
in mikrobiellen Wachstumsprozessen im Satzverfahren verwendet werden und wird durch Gleichung
19 definiert (Seber und Wild, 1989).

1
i) =a-(1+(d—1) e kb))i=d 19

Die Verwendbarkeit der Funktion in der reaktionstechnischen Charakterisierung von mikrobiellen
Prozessen ist gegeben, wenn die Parameter in einem sinnvollen Definitionsbereich (a>0,b >0, d >
1, k > 0) gewahlt werden. Der Parameter a definiert die obere horizontale Asymptote der Funktion
und entspricht somit der Biomassekonzentration in der stationdren Phase. Der Parameter b bestimmt
die Abszisse des Wendepunktes. Uber den Asymmetrieparameter d kann die Rotationssymmetrie der
sigmoidalen Richards-Funktion beziiglich des Wendepunktes beeinflusst werden. Je grofer der
Abstand von d von der unteren Grenze des Definitionsbereiches, desto starker die Abweichung der
Kurvenform von einer Rotationssymmetrie. Mit groflen Werten von d kann somit eine mikrobielle
Wachstumskurve im Sinne einer ausgedehnten exponentiellen Wachstumsphase und einer

vergleichsweise kurzen Ubergangsphase zur stationaren Phase abgebildet werden (Abbildung 25).
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Uber den Parameter k kann die Richards-Funktion fir kleine Werte von k gedehnt und fiir groRe Werte

von k gestaucht werden.

Abbildung 25  Schematische Darstellung der Richards-Funktion zur Beschreibung von Biomasse- und
Produktkonzentrationen bei Wahl des Asymmetrieparameters d bei einem Wert nahe 1 (links)
und bei einem gréReren Wert (rechts). Aufgetragen ist Biomassekonzentration cx Uber die
Prozesszeit t. a ist die obere horizontale Asymptote der Funktion. b ist die Abszisse des
Wendepunkts der Funktion. k ist der Dehnungsfaktor in horizontaler Richtung.

Da flr die reaktionstechnische Charakterisierung neben den Verldufen von Biomasse- und
Produktkonzentrationen auch der Verlauf der Substratkonzentration interessant ist, wurde die
Richards-Funktion durch Multiplikation mit (-1) an der Abszisse gespiegelt und um einen Summanden
erweitert.

cs)=a-(1-(1+@-1)- e‘k'(t‘b))ﬁ) 20
Der neu eingefligte Summand entspricht dem Wert a der horizontalen oberen Asymptote, da die
Substratkonzentration bei Prozessende den Wert Null erreichen muss. Die Ubrigen Parameter haben
die bereits fiir die originale Richards-Funktion beschriebenen Eigenschaften. Die spezifischen
Wachstumsraten, Produktbildungsraten und Substrataufnahmeraten kénnen dann basierend auf

Gleichung 17 berechnet werden

Abbildung 26  Schematische Darstellung der Richards-Funktion flr Substratkonzentrationen bei Wahl des
Asymmetrieparameters d bei einem Wert nahe 1 (links) und bei einem gréReren Wert (rechts).
Aufgetragen ist die Substratkonzentration cs tiber die Prozesszeit t. a ist die obere horizontale
Asymptote der Funktion. b ist die Abszisse des Wendepunkts der Funktion. k ist der
Dehnungsfaktor in horizontaler Richtung.
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4.10.2 Interpolation von Biomasse-, Produkt- und Substratkonzentrationen

Biomasse und Produktkonzentrationen (ci; i = X (Biomasse) oder i = P (Produkt)) wurden mittels der
Richards-Funktion (Gleichung 19) interpoliert. Substratkonzentrationen (cs) wurden mittels
Gleichung 20 interpoliert. Der Levenberg-Marquardt Algorithmus (Matlab statistics toolbox,
MATLAB R2013a, Mathworks, USA) wurde flr die Abschatzung der Parameter von Gleichung 19
und 20 verwendet, indem die Quadratsummen der Residuen von Biomasse-, Produkt- und

Substratkonzentrationen als Funktion der Prozesszeit minimiert wurden.

4.10.3 Abgasanalyse

Die spezifische Sauerstoffaufnahmeraten (o2, Gleichung 21) und Kohlenstoffdioxidbildungsraten

(qco2, Gleichung 22) wurden aus den Daten der Abgasmessung bestimmt.

in _in L in
do. = Vgas <xgl _ 1 xCOZ sz . 8ut> 21
2 . . out out
VR *Vinot * Ccow 1—x¢p, — %o, 2
in _.in _ .in
_ Vgas 1 Xco, ~ %o, out in 22
dco, = VoV ¢ 1 _ yout _ out *Xco, — Xco,
R Ymol " Ccow Xco, 0,

Vs Zuluftstrom, L h!

xm Molanteil des Stoffes i in der Zuluft, -

x Ut Molanteil des Stoffes i in der Abluft, -

Vot Molares Volumen eines idealen Gases, Vo = 22,414 L mol*
Vi Reaktorvolumen, m?

Ccpw Mittlere Biomassekonzentration, g L™

4.10.4 Kohlenstoff- und Elektronenbilanzen

Kohlenstoff- und Elektronenbilanzen wurden mittels der Gleichungen 23 bis 26 bestimmt.

ng (C
Kohlenstof fbilanz = M 23

Ny (Ctotal)

t t
Nt (Crotar) = N¢(Creaktor) + Zont(CCOZ) + Zont(CProbe) 24
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Nt (Crotar) Kohlenstoffmenge zum Zeitpunkt t, mol

Nt(Creaktor) Kohlenstoffmenge zum Zeitpunkt t im Reaktor, mol

Zgnt(CCOZ) Aufsummierte Kohlenstoffmenge zum Zeitpunkt t aus
CO,, mol

YEn:(Cprobe) Aufsummierte Kohlenstoffmenge zum Zeitpunkt t aus
Proben, mol

25

) Nte
Elektronenbilanz =
nO, e~

M N Q,
Nee~ = Ky *ne(Cx) + Z 1KP,i “ne(Cpy) + Z 1Ks,i “ne(Cs;) + T +n¢(Care(cns) * 2 26
1= =

Ky Reduktionsgrad der Biomasse (4,31 mol.. molClx; berechnet
basierend auf der Biomassezusammensetzung von van Duuren et al.
(2013), Schmitz et al. (2015) und den Elementwertigkeiten von
Duboc et al. (1995)

Kp,i Reduktionsgrad des Produktes i;

Ks i Reduktionsgrad der Substrate i

Q Ladung, C

F Faraday-Konstante, F = 96485,3 C mol*

z Anzahl der Elektronen, die auf ein Mol KiFe(CN)s Ubertragen

werden kénnen; z=1

Die letzten beiden Summanden in Gleichung 8 sind nur fur Anodenatmung relevant. Sie beschreiben
die auf die Elektrode ubertragene Menge an Elektronen (Q#/F) und die Elektronen, die in Form des

reduzierten Mediators vorliegen.
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Das Reaktorgewicht wurde wéhrend des Prozesses gravimetrisch bestimmt, um Volumenanderungen
durch Verdunstung, Probenahmen sowie pH-Regelung zu berticksichtigen. Die Masse des Mediums
wurde durch die Subtraktion des Reaktorleergewichts von der gemessenen Reaktormasse bestimmt.
Die Dichte von Wasser bei 30 °C (995 kg m) wurde verwendet, um das Reaktorvolumen zu
berechnen.

Das Reaktorvolumen zum Zeitpunkt t (Vreqreor,e) €Ntspricht dem Reaktorvolumen zum Zeitpunkt
t =0 (Vreaktort,) Zuzuglich der Volumenerhhung durch Zugabe von Saure und/oder Base (V,y,¢)

abzlglich der Volumenreduktion durch Verdunstung (Vyergunstung,:) Und  Probenahmen

(26 VProbe,t):

t
_ 27
VReaktor,t - VReaktor,tO + (VpH,t) - VVerdunstung,t - ZOVProbe,t

4.11 Analytische Methoden

4.11.1 Bestimmung der optischen Dichte und der Biomassekonzentration

Die Bestimmung der optischen Dichte der Zellsuspension erfolgte photometrisch bei einer
Wellenldnge von 600 nm (ODesw) mittels eines Einstrahlphotometers (Genesys 10 S, Thermo
Waltham, USA). Die Zellsuspension wurde bei Bedarf mit PBS verdlnnt, sodass der Messwert im

linearen Bereich zwischen ODgg = 0,1 und ODego = 0,4 lag.

Die Biomassekonzentrationen (cx, g L™*) wurden tber einen Korrelationsfaktor anhand der optischen
Dichte bestimmt (siehe Anhang, Abbildung 14.6). Zunachst wurden 2 mL-Reaktionsgefafe fiir 7 Tage
bei 80 °C getrocknet und das jeweilige Leergewicht bestimmt. Wahrend der Satzprozesse wurde bei
jeder Probenahme jeweils 1 mL der Zellsuspension im Dreifachansatz abzentrifugiert (13 000 rpm,
5 min), der Uberstand verworfen und bis zur Gewichtskonstanz bei 80 °C getrocknet. Die Bestimmung

der Biomassekonzentration erfolgte anhand der folgenden Gleichung:

Myoll — Mieer 28
Cx =—"T7-—
X v
Cx Biomassekonzentration, gx L
Myoll Masse des 2 mL-Reaktionsgefdles mit Zellpellet nach der

Trocknung, g



Material und Methoden 69

Miger Masse des leeren 2 mL-ReaktionsgefdBes nach der ersten
Trocknung, g
V Volumen der Zellsuspension vor der Zentrifugation, L

Nach Auftragung der Biomassekonzentration tber die optische Dichte konnte ein Korrelationsfaktor
ax von 0,577 gL mit einem BestimmtheitsmaR von 0,98 ermittelt werden. Alle angegebenen

Biomassekonzentrationen dieser Arbeit wurden mit Hilfe dieses Faktors nach Gleichung 29 bestimmt.

cx = ax * 0Dgqo 29

Cx Biomassekonzentration, gx L™
ax Korrelationsfaktor, gx L™
ODeoo Optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm, -

4.11.2 HPLC zur Quantifizierung von Glucose und organischen Sauren

Substrat-, Produkt- und Nebenproduktkonzentrationen wurden Uber Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (HPLC; Agilent 1100 Series, Agilent, Kanada) bestimmt. Dazu wurde 1 mL der
Probe sterilfiltriert (0,2 um Spritzenfilter, Carl Roth, Deutschland), luftdicht in Rollrandflaschchen
verschlossen und bis zur Messung bei 4 °C gelagert. Die verwendete HPLC (Agilent, Kanada)
verfugte Uber einen Brechungsindexdetektor (RI-Detektor, Agilent 1200 Series, Agilent, Kanada) und
einen UV/VIS Detektor (S3300, Sykam, Deutschland). Es wurde eine Aminex HPX-87H Séule (Bio-
Rad, Deutschland) als stationdre Phase und 5 mM H;SO,4 als mobile Phase verwendet. 20 pL
Probenvolumen wurde bei einer Saulenofentemperatur von 60 °C und einer konstanten Flussrate der
mobilen Phase von 0,7mLmin? aufgetrennt. Uber externe Standards in den erwarteten
Konzentrationsbereichen wurden Substrat- und Produktkonzentrationen bestimmt. Die Retentions-

zeiten aller untersuchten Verbindungen sind in Tabelle 27 (Anhang, Kapitel 14.7) zu finden.

4.11.3 Photometrische Messung von KsFe(CN)s

Sterilfiltrierte Proben wurden verwendet, um die Extinktion der oxidierten Form des Mediators
(K3Fe(CN)s) bei 420 nm zu messen. Die Gesamtkonzentration des Mediators wurde nach der
kompletten Oxidation von 160 pL Probe mit 20 pL HCI (37 % (w/w)) und 10 pL H.O- (30 % (w/w))
in 610 uL PBS bei 420 nm ermittelt. Aus der Differenz beider Messungen wurde die Konzentration

des reduzierten Mediators (K4Fe(CN)s) bestimmt. Proben wurden bei Bedarf mit PBS verdinnt,
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sodass der Messwert im linearen Bereich zwischen ODaz 0,1 und ODa2 0,3 lag. Die KsFe(CN)e-
Konzentration wurde tber den molaren Extinktionskoeffizient ¢ =1040 M cm? (Appleby und
Morton, 1959) mittels des Lambert-Beer’schen Gesetzes bestimmit.

_ E420 30
€420 d
c Konzentration, mol L
e Extinktionskoeffizient, M cm
d Schichtdicke des durchstrahlten Kérpers, cm
Ea20 Extinktion bei 420 nm, -

4.11.4 Zyklische Voltagramme

Zyklische Voltagramme (engl. cyclic voltammograms, CV) wurden in der Drei-Elektrodenanordnung
aufgenommen. Wéhrend der Aufnahme der CV wurde der Elektrolyt nicht durchmischt. Wenn nicht
anderes angegeben, wurde das Potential der Arbeitselektrode zwischen -0,500 V und +0,500 V
variiert. Die Vorschubgeschwindigkeit betrug 1 mV s?. Die Halbstufenpotentiale wurden entspre-

chend der folgenden Gleichung berechnet.

_EpktEpa 31
Bz ==
Ein Halbstufenpotential, V
Epx Kathodisches Spitzenstrompotential, V
Epa Anodisches Spitzenstrompotential, V

4.11.5 Messung der spezifischen Elektrodenoberflachen

Elektrodenmaterialien wurden bei 100 °C fur 24 h unter Vakuum getrocknet. Brunauer-Emmet-Teller
(BET) Messungen wurden mit Stickstoff in einem BET-Oberflachenmessgerat (Gemini VI,
Micromeritics, Germany) durchgefiihrt. Diese Messungen wurden unter Anleitung von Herrn Markus

Brammen (Fachgebiet flir Selektive Trenntechnik, TU Miinchen) durchgefiihrt.

4.11.6 Rasterelektronenmikroskopie der Anoden
Die Aufnahmen mit dem Rasterelektronenmikroskop (JEOL, JSM-5900 LV, Japan) wurden von Frau
Dr. Marianne Hanzlik (Fachgebiet fir Elektronenmikroskopie, TU Minchen) durchgefiihrt. Das
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Elektrodenmaterial wurde flir mindestens 7 Tage bei 80 °C getrocknet und dann auf dem Objekttrager
fixiert. Die staubfreie Probe wurde mit Gold bedampft (SCP 005 Sputter Coaster, BALTEC,
Deutschland). Die Aufnahmen wurden unter Hochvakuum angefertigt.

4.11.7 Gaschromatographie-Massenspektroskopie Messungen

Die Gaschromatographie-Massenspektroskopie (GC-MS)-Messungen wurden durchgefiihrt, um
Nebenprodukte im Medium (M9) zu identifizieren. Dazu wurden die Proben mittels HPLC (Agilent
1100 Series, Agilent, Kanada) fraktioniert, indem 200 pL Probe auf die Aminex HPX-87H S&ule (Bio-
Rad, Deutschland) aufgetragen wurden. Zur Trennung wurde die in Kapitel 4.11.2 beschriebene
Methode verwendet. Dies wurde wiederholt, bis etwa 6 mL der Fraktion gesammelt waren. Diese
wurden im Folgenden lyophilisiert. Die GC-MS Messungen wurden von Herrn Prof. Dr. Eisenreich
und Frau Dr. Huber (Lehrstuhl fir Biochemie, Technische Universitat Miinchen) nach der Methode

von Hauslein et al. (2016) durchgefihrt.
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5 Modellgestutzte Analyse von Sauerstoff- und Anoden-
atmung zur pHBA-Produktion

Pseudomonas putida KT2440 ist dafur bekannt, eine groRe Anzahl organischer Kohlenwasserstoffe
umsetzen zu kdnnen (Dos Santos et al., 2004). Um fir die pHBA-Produktion in aeroben Satzprozessen
und anaeroben Satzprozessen mit Anodenatmung geeignete Substrate zu identifizieren, wurde eine
computergestiitzte Abschatzung der Substratverwertbarkeit durchgefihrt. Zur Untersuchung der
Abschatzungsgenauigkeit der genomweiten Modelle iJP815 und iJP815m.¢ Wurde Uber Flussbilanz-
Analyse (engl. flux balance analysis, FBA) zunéchst die theoretisch maximale in silico
Biomasseertrage fur 57 Substrate bestimmt und fir ausgewahlte Substrate experimentell Giberprift. Im
Modell 1JP815m0¢ wWurden die wachstumsabhédngige und wachstumsunabhédngige Stoffwechsel-
erhaltungsenergie (engl. growth-associated maintenance, GAM, und non-growth-associated
maintenance, NGAM) von E. coli durch die von van Duuren et al. (2013) fir P. putida KT2440
ermittelten Werte ersetzt (Kapitel 4.9 und 14.5). Die Abschatzung der Eignung von Substraten fiir die
pHBA-Produktion mit dem rekombinanten Stamm P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC wurde im
Anschluss basierend auf dem genaueren Modell iJP815n0¢ durchgefiihrt. Geeignete Substrate wurden
schlieRlich anhand der modellbasierten abgeschatzten pHBA-Ertrdge sowie anhand ihrer

Wirtschaftlichkeit und ihres Redoxzustands beziiglich pHBA ausgewahlt.

5.1 Modellvalidierung

Um die in silico Biomasseertrage (Yxs) mittels FBA zu berechnen, wurde als einziger Fluss die
Substrataufnahmerate beschrénkt. Fir alle Substrate wurde dazu ein Wert von 20 mmol (gx h)*
gewahlt, um sicherzustellen, dass die geschatzten Wachstumsraten ihren maximalen Wert erreichen
konnen (Kapitel 3.6.1).

Die mit den Modellen iJP815 und iJP815m. mittels FBA bestimmten in silico Biomasseertrage der 57
Substrate sind in Abbildung 27 dargestellt. Die geschatzten Biomasseertrdge lagen zwischen
0,26 molC molC*? und 0,7 molC molC? (iJP815) beziehungsweise 0,24 molC molC? und
0,55 molC moIC? (iJP815mea). Mit beiden Modellen war fir 38 der 57 gewahlten Substrate

Biomassebildung mdglich.
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Abbildung 27  Mit den Modellen iJP815 (weilRe Balken) und iJP815n0 (Schraffierte Balken) geschétzte
Biomasseertrage fiir die Umsetzung unterschiedlicher Substrate mit P. putida KT2440.
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Um die Abschédtzungen der Modelle auf ihre Genauigkeit hin zu Uberprifen, wurden die sechs
Substrate Acetat, Glycerin, Pyruvat, Citrat, Succinat und Malat ausgewéhlt, die den Bereich
maximaler (Glycerin) bis minimaler Biomasseertrdge (Acetat) abdecken. Die in silico Biomasse-

ertrdge dieser Substrate sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8 Mit den Modellen iJP815 und iJP815mes geschétzte Biomasseertrdge der zur Validierung
ausgewahlten Substrate. Yxs,i: Mit Modell i abgeschatzte Biomasseertrage.

Yxs,iopss, MOICx MoICst  Yxs ips1smod, MOICx molCst

Acetat 0,31 0,27
Glycerin 0,70 0,55
Pyruvat 0,45 0,36
Citrat 0,46 0,36
Succinat 0,47 0,38
Malat 0,44 0,35

Die zur Modellvalidierung in Ruhrkesselreaktoren mit 3 L Arbeitsvolumen im Satzverfahren
experimentell bestimmten Biomasseertrage sind in Abbildung 10 dargestellt. Der Vergleich zwischen
experimentell bestimmten und von iJP815 abgeschatzten Biomasseertragen zeigte, dass iJP815 die
Biomasseertrage — mit Ausnahme des Substrates Acetat — um 21 % bis 50 % Uberschatzte. Fir alle

Substrate wurden von iJP815 hohere Biomasseertrage geschatzt als von iJP815moq.

08 200
_ A B

%)w ,,,,,,,,,,,,,,,,,,, .
E
o % ------
©
E
J2

Acetat Citrat Glycerin Malat Pyruvat Succinat Acetat Citrat Glycerin Malat Pyruvat Succinat

Abbildung 28  Experimentelle Validierung der genomweiten Modelle iJP815 und iJP815meq. (A) Mit iJP815
(weil3e Balken) und iJP815moq (schraffierte Balken) geschétzte sowie experimentell ermittelte
(graue Balken) Biomasseertrdge. (B) Abweichungen zwischen in silico und in vivo
Biomasseertrage. Weille Balken: iJP815; schraffierte Balken: iJP815m0q. Der grau hinterlegte
Bereich markiert Abweichungen von + 20%. Die Fehlerbalken basieren auf zwei
Satzversuchen pro Substrat.
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Der Vergleich zwischen den in silico Biomasseertragen von iJP815m0q und den experimentell
bestimmten Biomasseertragen zeigte, dass die von iJP815m.q geschatzten Biomasseertrage fir Citrat,
Malat, Pyruvat und Succinat nur um 5 % von den experimentell bestimmten Werten abwichen. Fir

Acetat und Glycerin lagen die Abweichungen bei 20 %.

Diskussion

Ziel dieser Untersuchung war die experimentelle Validierung des genomweiten Stoffwechselmodels
iJP815 und einer modifizierten Version iJP815m.. Wie bereits von Puchatka et al. (2008) und van
Duuren et al. (2013) beschrieben wurde und anhand der hier dargestellten Ergebnisse bestatigt werden
konnte, fiihrte die Erhéhung von GAM und NAGM im Modell iJP815m04 zU geringeren in silico
Biomasseertragen. Durch diese Anderungen konnte die Ubereinstimmung der in silico
Biomasseertrage mit den experimentell gemessenen Werten flr finf der sechs Substrate (Citrat,
Glycerin, Malat, Pyruvat und Succinat) deutlich verbessert werden. Die Abweichung zwischen
geschatzten und experimentell bestimmten Biomasseertrag war flir Acetat mit iJP815m0q groRer als
mit iJP815. Dies kann vermutlich auf die experimentell bestimmten Werte zurtickgefiihrt werden, die
bei Acetat eine etwas hohere Standardabweichung aufweisen als bei den anderen Substraten.

Da bei funf von sechs Substraten die Genauigkeit durch die Anpassung von GAM und NGAM
verbessert werden konnte, wurde fiir die im Folgenden durchgefiihrten Analysen zur Abschatzung der
pHBA-Ertrége das Modell iJP815m.q Verwendet.
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5.2 In silico Abschatzung von pHBA-Ertragen fur P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC

Das modifizierte genomweite Modell iJP815m.a wurde fiir eine computergestiitzte Abschéatzung der
Substratverwertbarkeit von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC zur Produktion von pHBA
verwendet. Die pHBA-Ertrdge wurden anhand des Modells fir Sauerstoff- und Anodenatmung
abgeschatzt.

Dazu wurde das Modell iJP815m,¢ modifiziert, um als Modell 1JP815m.4,Hea die gentechnischen
Modifikationen des rekombinanten Stammes P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC sowie die
Anodenatmung abzubilden (Kapitel 4.9 und Anhang 14.5.2). Die anhand der FBA ermittelten
Abschétzungen vernachléssigen das Biomassewachstum und stellen folglich die theoretisch maximal

maoglichen pHBA-Ertrage dar.

Die geschatzten pHBA-Ertrage (Abbildung 29) zeigten, dass unter aeroben Bedingungen mit 38 der
57 evaluierten Substrate eine Produktion von pHBA zu erwarten ist. Die 19 Substrate ohne pHBA-
Bildung entsprechen den 19 Substraten, fiir die im vorhergehenden Kapitel keine Biomassebildung
maoglich war. Die fiir Anodenatmung geschéatzten pHBA-Ertrage zeigten zusétzlich fur Lysin, Tyrosin,

Phenylalanin und Benzoat keine pHBA-Bildung.

Die hochsten pHBA-Ertrége sind nach diesen Ergebnissen flr Glycerin und Glucose zu erwarten. Fir
hoher oxidierte Substrate wie beispielsweise Carbonsduren aus dem Zitronensaurezyklus wurden
geringere pHBA-Ertrédge vorhergesagt. Die unter aeroben Bedingungen geschétzten pHBA-Ertrage

waren in allen Féllen héher als die unter anodischen Bedingungen geschétzten pHBA-Ertrége.
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Abbildung 29  Insilico pHBA-Ertréage fiir die Umsetzung unterschiedlicher Substrate mit P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC. Sauerstoffatmung (weie Balken) und Anodenatmung (schwarze
Balken).
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5.3 Diskussion

Das Ziel dieser Analyse war es, Substrate zu identifizieren, die bei Sauerstoff- und Anodenatmung die
Bildung von pHBA ermdglichen und im Folgenden experimentell untersucht werden sollten. Anhand
des genomweiten Modells 1JP815m.dpHsa Wurden 33 Substrate identifiziert, fur die eine pHBA-
Produktion mit Sauerstoff- und Anodenatmung zu erwarten ist. Aus diesem Substratspektrum wurde

aufgrund folgender Uberlegungen eine Auswahl getroffen.

Zundchst wurden unter der Beriicksichtigung der Wirtschaftlichkeit alle Aminoséuren als Substrate
aufgrund hoher Kosten ausgeschlossen, sodass 19 Substrate (brig blieben. Anhand der
modellgestiitzten Abschdtzungen der Substratverwertbarkeit zur pHBA-Produktion (Abbildung 29)
wurden aus diesen 19 Substraten Glucose und Glycerin ausgewahlt, da flir diese Substrate mit dem

Modell fiir Sauerstoff- und Anodenatmung hohe pHBA-Ertrége geschétzt worden waren (Tabelle 9).

Tabelle 9 Substrate zur pHBA-Produktion unter Sauerstoff- und Anodenatmung. YpHga,s,insilico: Mittels
i1JP815modpHea abgeschétzte pHBA-Ertrdge ohne Beriicksichtigung des Wachstums; SA:
Sauerstoffatmung; AA: Anodenatmung; ne.: Mol Elektronen, die bei der vollstandigen
Reduktion (positives VVorzeichen) oder zur vollstdndigen Reduktion (negatives Vorzeichen)
des Substrates zu pHBA freigesetzt beziehungsweise bendtigt werden.

Kriterium | Glucose  Glycerin Citrat Succinat Malat

Y pHBA S, in silico, s , MOIC molC? 0,79 0,95 0,55 0,60 0,57
YpHBA,S,in silico, AA molC molC! 0,70 0,86 0,51 0,50 0,50
Ne-, Mol 0 -5 +42 +14 +28

Bei der Anodenatmung kommt es zur Akkumulation reduzierter Redox&quivalente (Kracke und
Kromer, 2014). Deshalb wurden fur alle 19 Substrate mittels Redox-Halbreaktionen die theoretisch
maximale Anzahl an Elektronen bestimmt, die bei einer vollstdndigen Umsetzung des Substrates zu
pHBA bendtigt beziehungsweise abgegeben werden muss (Kapitel 14.4). Einem Uberschuss
reduzierter Redoxéquivalente kann durch die Verwendung von Substraten entgegengewirkt werden,
die oxidierter sind als pHBA. Von den 19 Substraten waren 11 oxidierter als pHBA. Aus diesen 11
Substraten wurden Citrat, Succinat und Malat ausgewéhlt, da sie sich beziglich der notwendigen
Menge an Elektronen deutlich unterschieden. Basierend auf den Abschatzungen des Modells und dem
Redoxzustand bezuglich des Produktes pHBA wurden somit die Substrate Glucose, Glycerin, Citrat,

Succinat und Malat fur die experimentellen Untersuchungen ausgewahlt.
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6 Reaktionstechnische  Analyse der aeroben pHBA-
Produktion

Anhand der in Kapitel 5.3 dargestellten theoretischen Uberlegungen wurden finf fiur pHBA-
Produktion mit Sauerstoff- und Anodenatmung geeignete Substrate (Glucose, Glycerin, Citrat,
Succinat und Malat) identifiziert, die sich hinsichtlich ihrer Redoxzustédnde bezuglich des Produktes
pHBA sowie den geschétzten pHBA-Ertrdgen unterschieden.

In den im Folgenden dargestellten Versuchen wurde experimentell untersucht, wie sich die Wahl der
Substrate auf die pHBA-Produktion mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC unter aeroben
Bedingungen auswirkt. Die experimentellen Untersuchungen wurden im Rahmen einer
vergleichenden reaktionstechnischen Analyse von P.putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im
Satzverfahren durchgefiihrt. Das Ziel der Untersuchungen war die Generierung von Vergleichswerten
zur Einordnung der Ergebnisse aus der spater durchzufiihrenden reaktionstechnischen
Charakterisierung der pHBA-Produktion in anaeroben Satzprozessen mit Anodenatmung.

Neben diesem Hauptzweck wurden die Untersuchungen auch genutzt, um Informationen Uber die
metabolischen Effekte der gentechnischen Modifikationen zu erlangen. Dazu wurde zusatzlich zur
Identifikation prozesscharakterisierender Parameter (U, gs, Ertrdge) auch die Nebenproduktbildung
von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC analysiert. Anhand einer reaktionstechnischen Charak-
terisierung des Wildtyp-Stammes P. putida KT2440 wurden die Auswirkungen der gentechnischen
Modifikationen schliellich eingeordnet.

6.1  Satzprozesse mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC

Die reaktionstechnischen Analysen von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC erfolgte in einem
1 L-Ruhrkesselreaktor mit einem Arbeitsvolumen von 1 L. Die Bestimmung von Substrat-, Biomasse-
und pHBA-Konzentrationen wurde in regelmdRigen Abstdnden von 10 Minuten durchgefihrt.
Wahrend des Ubergangs von exponentieller zu stationarer Wachstumsphase wurde der Reaktor im
Abstand von 5 Minuten beprobt. CO; und O, im Abgas sowie das Gewicht des Reaktors wurden
wéhrend der kompletten Prozesszeit online aufgezeichnet. Aus den mittels HPLC bestimmten
Substrat- und pHBA-Konzentrationen sowie den photometrisch ermittelten Biomassekonzentrationen
wurden mit einer sigmoidalen Funktion (Richards-Funktion, Gleichungen 19 und 20) die Substrat-,

Biomasse- und pHBA-Konzentrationen wahrend der gesamten Prozesszeit abgeschatzt. Anhand der
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Ausgleichsfunktionen wurden die spezifischen Wachstums-, Substrataufnahme- und pHBA-Bildungs-
raten bestimmt (Kapitel 4.10). Mit der Ausgleichsfunktion der Biomassekonzentration und den CO»-
und O2-Abgasmessungen wurden die spezifischen CO-Bildungs- und Oz-Aufnahmeraten ermittelt.
Des Weiteren wurde der Respirationsquotient bestimmt. Unter Beriicksichtigung von Substrat,
Biomasse, pHBA, CO, und O, wurden auflerdem die Wiederfindungen fur Kohlenstoff und
Elektronen (ber die Prozesszeit sowie die integralen Biomasse-, pHBA- und CO-Ertrdge zu
Prozessende bestimmt. Bei allen im 1 L-Ruhrkesselreaktor durchgefiihrten Satzprozessen wurde
sowohl fur die Vorkulturherstellung als auch fir die Satzprozesse im Riihrkesselreaktor das definierte
M9-Medium mit der jeweils untersuchten Kohlenstoffquelle verwendet, sodass zu Prozessbeginn
Verzdgerungsphasen vermieden werden konnten. Um aussagekréftige Konzentrationsverldufe von
Substrat-, Biomasse- und pHBA-Konzentration darstellen zu kdnnen, wurden diese Daten fiir Glycerin
(Prozesslaufzeit 18 h) aus zwei Versuchsldufen kombiniert. Bei allen (brigen Substraten waren die
Prozesslaufzeiten kirzer, sodass Ergebnisse aus nur einem Versuch dargestellt sind. Nach der ersten
Verdopplung der Biomassekonzentration wurde das Gen ubiC, das fur die 4-Hydroxybenzoat-3-
Hydroxymonooxigenase kodiert, mit IPTG induziert. Die Verlaufe aller in den Satzprozessen mit
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC gemessenen Prozessgrofien sind — vergleichend fur die funf
untersuchten Substrate — in Abbildung 30 dargestellt.

Die in Abbildung 30 A-E gezeigten Substratkonzentrationen nahmen mit der Prozesszeit exponentiell
ab. Von Prozessbeginn bis zum Zeitpunkt des vollstdndigen Substratumsatzes vergingen zwischen 4 h
(Succinat) und 17 h (Glycerin). Es wurde eine exponentielle Zunahme der Biomassekonzentration
beobachtet (Abbildung 30 F-J). Mit Ausnahme des Satzprozesses mit Glucose korrelierten die
Zeitpunkte des vollstandigen Substratumsatzes mit dem Ubergang der Zellen in die stationdre
Wachstumsphase. Im Satzprozess mit Glucose wurde nach dem vollstandigen Umsatz von Glucose
nach 56h noch fur weitere 1,5h bis zu einer Prozesszeit von 7,1h eine Zunahme der
Biomassekonzentration beobachtet. Die in der stationdren Phase bestimmten maximalen
Biomassekonzentrationen lagen zwischen 2,3 g L (Citrat) und 3,6 g L™ (Glycerin). Dementsprechend
unterschieden sich auch die integralen Biomasseertrage, die zwischen 0,44 molCx molCs? (Citrat)
und 0,66 molCx molCs? (Glycerin) lagen. In Tabelle 10 sind die Biomasseertrage der tbrigen
Substrate aufgefihrt.

Wie Abbildung 30 K-O zeigt, konnte P. putida ApobA/pSEVA-ubiC alle untersuchten Substrate zur
pHBA-Bildung nutzen. Es wurden maximale Konzentrationen zwischen 18,5 mg L (Pyruvat) und

34,1 mg L (Glucose) beziehungsweise maximale pHBA-Ertrage von 5,47 mmolCprga MoICpyrvat
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und 9,05 mmolCyrga MOIC Gicose rreicht (Tabelle 10). Die pHBA-Produktion war in allen Fallen
direkt zu Prozessbeginn und damit vor der Induktion des Gens ubiC zu beobachten. Durch die
Induktion des Gens ubiC mit IPTG nach der ersten Biomasseverdopplung (schwarze senkrechte
Linien in Abbildung 30) sollte die Chorismat-Pyruvat-Lyase (berexprimiert werden und so zur
Steigerung der pHBA-Produktion fiihren. Allerdings konnte keine Erhthung der pHBA-Bildung nach
der Induktion festgestellt werden. Anhand der Ausgleichsfunktionen fiir Substrat-, Biomasse und
pHBA-Konzentrationen wurden nach Gleichung 17 die spezifischen Substrataufnahme-, Wachstums-
und pHBA-Bildungsraten berechnet (Abbildung 30 P-AD). Die hdéchste spezifische Substrat-
aufnahmerate wurde im Satzprozess mit Malat (10,07 mmol (gx h)?) ermittelt, die Geringste im
Satzprozess mit Glycerin (3,53 mmol (gx h)?). Die spezifischen Wachstumsraten lagen zwischen
0,19 h* (Glycerin) und 0,65 h? (Citrat), die pHBA-Bildungsraten zwischen 0,01 mmol (gx h)*
(Glycerin) und 0,05 mmol (gx h)?* (Glucose und Citrat).

Tabelle 10 Ubersicht wichtiger KenngréBen der aeroben Satzprozesse zur Umsetzung unterschiedlicher
Kohlenstoffquellen mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC. Die Tabelle zeigt die
maximalen Biomasse-, pHBA-, und CO»-Ertrdge (Yxs, Ypreas und Ycozs), maximale
spezifische Substrataufnahme-, Wachstums-, pHBA-Bildungs-, CO-Bildungs- und O-
Aufnahmerate (Qsmax, Hmax, OpHBAmax, Jcozmax UNd Qozmax,) SOwie die Wiederfindung von
Kohlenstoff und Elektronen in der stationdren Phase.

Glucose  Glycerin  Citrat  Succinat  Malat

Yxs, molCx molCs 0,56 066 044 064 0,50

Yorgas, MMOIC,Hea MOICs 9,05 730 584 606 7,59
Ycozs, MolCcoz MoICs™ 0,37 048 0,56 041 057

s max, mmol (g h)™: 8,55 353 838 8,93 10,07

Himax, h2 0,48 019 065 061 0,63

GprBAmax, mmol (gx h)? 0,05 001 005 003 0,05
Gcozmax, mmol (gx h)™ 6,90 1211 4256 13,43 19,82

-Qoz,max, MMol (gx h)* 10,13 2190 21,16 10,96 13,62

Kohlenstoffbilanz, % 99 102 100 100 100

Elektronenbilanz, % 100 107 100 98 100
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Abbildung 30  Aerobe Satzprozesse zur Umsetzung unterschiedlicher Substrate mit P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC zur pHBA-Produktion. ¢;: Konzentration der Komponente i; S: Substrat;
X: Biomasse; q;: spezifische Rate der Komponente i; W Spezifische Wachstumsrate; x;:
Molanteil der Komponente i im Abgasstrom; RQ: Respirationskoeffizient; C-Bilanz:
Kohlenstoffbilanz; e-Bilanz: Elektronenbilanz; 2KG: 2-Ketogluconat. Die senkrechte
schwarze Linie markiert den Zeitpunkt der Induktion des Gens ubiC.



84 Reaktionstechnische Analyse der aeroben pHBA-Produktion

Mit der Inokulation stieg der Kohlenstoffdioxidanteil im Abgasstrom wahrend der exponentiellen
Wachstumsphasen an und fiel mit Erreichen der stationéren Phase wieder ab (Abbildung 30 AE-Al).
Dabei konnte beobachtet werden, dass das Messsignal den CO2-Wert zu Prozessbeginn nicht mehr
erreichte. Diese Drift des Abgasmesssignals ist im Satzprozess mit Glycerin am deutlichsten
ausgepragt. In den Satzprozessen mit Glucose und Citrat zeigten die CO.-Verldufe je zwei Maxima,
wahrend mit den Ubrigen Substraten nur ein Maximum beobachtet wurde. Die O.-Abgassignale
zeigten zu den CO,-Messwerten komplementare Verlaufe (Abbildung 30 AJ-AN). Auch hier wurde
eine Drift des Messsignals wahrend der Prozesszeit beobachtet. Anhand der CO.-Abgasmessung
wurden die integralen CO.-Ertrage fur jedes Substrat zu Prozessende bestimmt. Diese lagen zwischen
0,37 molCco2 molCs? (Glucose) und 0,57 molCco, molCs? (Malat). Die CO-Ertrage aller Gbrigen

Substrate sind in Tabelle 10 zu finden.

Basierend auf den mit den Ausgleichsfunktionen geschétzten Biomassekonzentrationen und den CO--
und O.-Abgasmessungen wurden die spezifischen CO.-Bildungs- und O,-Aufnahmeraten wéhrend
der Prozesszeit bestimmt (Abbildung 30 AO-AX). In allen Satzprozessen stiegen die spezifischen
COs-Bildungs- und O;-Aufnahmeraten mit der Inokulation an und fielen zum Zeitpunkt des
Ubergangs von der exponentiellen zur stationdren Wachstumsphase steil ab. Wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase zeigten CO,-Bildungs- und O.-Aufnahmeraten fur die verschiedenen
Substrate unterschiedliche Verlaufe. Im Folgenden sind zunéchst die Verlaufe der CO.-Bildungsraten

und dann die Verlaufe der O,-Aufnahmeraten beschrieben.

Im Satzprozess mit Glycerin wurde nach einer Prozesszeit von 1,5 h die maximale CO2-Bildungsrate
von 12,11 mmol (gx h)* erreicht (Tabelle 10) und fiel dann zu einer Prozesszeit von 3,5 h auf
6,40 mmol (gx h)* ab. Die CO,-Bildungsrate verringerte sich wéhrend der exponentiellen
Wachstumsphase langsam. Nach 17 h, am Ende der exponentiellen Wachstumsphase, lag sie bei
3,49 mmol (gx h)* (Abbildung 30 AP). Der steilste Anstieg der CO.-Bildungsrate wurde im
Satzprozess mit Citrat beobachtet (Abbildung 30 AQ). Hier erreichte sie innerhalb der ersten 30 min
43,02 mmol (gx h)* (Tabelle 10). Mit der Induktion des Gens ubiC nach 2,6 h fiel die CO»-
Bildungsrate innerhalb von 18 min auf 21,97 mmol (gx h)™. Bis zum Ende der exponentiellen
Wachstumsphase blieb sie konstant. In den Satzprozessen mit Glucose, Succinat und Malat
(Abbildung 30 AO, AR, AS) wurden nach einem anfénglichen Anstieg der CO»-Bildungsraten
wahrend der exponentiellen Phase konstante maximale Raten von 6,90 mmol (gx h)* (Glucose),
13,43 mmol (gx h)* (Succinat) und 19,82 mmol (gx h)* (Malat) bestimmt (Tabelle 10).
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Die im Folgenden beschriebenen Verldufe der spezifischen O»-Aufnahmeraten (Abbildung 30 AT-
AX) unterschieden sich ebenfalls wahrend der exponentiellen Wachstumsphase. In dieser Wachstums-
phase wurden im Satzprozess mit Glucose Schwankungen der O,-Aufnahmeraten (Abbildung 30 AT)
zwischen 6,07 mmol (gx h)™ und 9,07 mmol (gx h)™* beobachtet. Nach 5,7 h fiel die O.-Aufnahmerate
auf 2,5 mmol (gx h)* und blieb fir die folgenden 36 Minuten bis zu einer Prozesszeit von 6,3 h
konstant. Erst dann konnte der Abfall der O,-Aufnahmerate gegen Null beobachtet werden, der mit

dem Erreichen der stationaren Wachstumsphase korrelierte.

Im Satzprozess mit Glycerin (Abbildung 30 AU) wurde die maximale Oz-Aufnahmerate
(21,90 mmol (gx h)?) nach 1 h erreicht. Zu einer Prozesszeit von 2 h fiel die O,-Aufnahmerate
innerhalb von 13 min auf 9,77 mmol (gx h)*. Ab diesem Zeitpunkt wurde eine lineare Abnahme der
0O.-Aufnahmerate beobachtet. Nach 17 h zum Ende der exponentiellen Wachstumsphase wurde eine
O,-Aufnahmerate von 4,03 mmol (gx h)* bestimmt. Der Verlauf der O,-Aufnahmerate im Satzprozess
mit Citrat (Abbildung 30 AV) entsprach der im Satzprozess mit Glycerin. Nach dem Erreichen der
maximalen O,-Aufnahmerate (21,16 mmol (gx h)*) nach 1,5h wurde eine lineare Abnahme auf
9,19 mmol (gx h)* zu einer Prozesszeit von 4 h beobachtet, bevor die O,-Aufnahmerate steil gegen
Null lief. In den Satzprozessen mit Succinat (Abbildung 30 AW) und Malat (Abbildung 30 AX)
wurden wahrend der exponentiellen Wachstumsphasen konstante O.-Aufnahmeraten von
10,69 mmol (gx h)* (Succinat) und 13,62 mmol (gx h)? (Malat) bestimmt. Die maximalen

spezifischen CO-Bildungs- und O,-Aufnahmeraten sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Die aus dem Verhaltnis von qcoz und goz bestimmten Respirationskoeffizienten (RQ) waren in den
Satzprozessen mit Glycerin (0,94 mol mol?), Citrat (1,70 mol mol), Succinat (1,25 mol mol*?) und
Malat (1,71 mol mol*) wahrend der exponentiellen Phase konstant. Im Satzprozess mit Glucose stieg
der RQ wahrend der exponentiellen Phase von 0,52 mol mol* auf 1,62 mol mol* (Abbildung 30 AY-
BB).

6.1.1 Nebenproduktbildung

Gentechnische Verénderungen in Mikroorganismen konnen die Bildung von unerwiinschten
Nebenprodukten zur Folge haben. Wenn Kohlenstoff und Elektronen in Prozessen nicht
wiedergefunden werden, kann dies auf die Bildung nicht beriicksichtigter Nebenprodukte hinweisen.

Fir die durchgefiihrten Prozesse wurden deshalb die Wiederfindung von Kohlenstoff und Elektronen
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tiber den gesamten Prozessverlauf Gberpriift. Dabei wurden zundchst nur Substrat, Biomasse, pHBA

und CO; beziehungsweise O berticksichtigt.

Kohlenstoff- und Elektronenbilanzen konnten mit Erreichen der stationdren Phase geschlossen
werden. Die Wiederfindung lag in allen Satzprozessen zu Beginn der stationdren Phase zwischen 99 %
und 102 % (Kohlenstoffbilanz) sowie 98 % und 107 % (Elektronenbilanz) (Tabelle 10). Im
Satzprozess mit Glycerin wurden Kohlenstoff- und Elektronenbilanzen mit 102 % und 107 %
Uberschétzt. Dies ist auf die bereits zuvor beschriebene Drift der CO2- und O, Messsignale
zuriickzufiihren, die sich bei Glycerin aufgrund der langeren Prozesszeit deutlicher ausgepragt hat als

bei den Ubrigen Substraten.

Wurden Kohlenstoff- und Elektronenwiederfindung wahrend der exponentiellen Wachstumsphase
betrachtet, konnte im Satzprozess mit Glucose festgestellt werden, dass sich die Wiederfindungen
unter ausschlieBlicher Beriicksichtigung von Glucose, Biomasse, pHBA und CO; beziehungsweise O
mit zunehmender Prozesszeit bis auf circa 70 % (t = 6 h) reduzierten (Daten nicht gezeigt). Im weiteren
Prozessverlauf erhdhten sich die Wiederfindungen von Kohlenstoff und Elektronen wieder, sodass die
Bilanzen mit dem Erreichen der stationaren Wachstumsphase geschlossen werden konnten. Auflerdem
konnte, wie bereits zuvor beschrieben, nach dem vollstdndigen Umsatz von Glucose nach einer
Prozesszeit von 5,6 h eine Zunahme der Biomassekonzentration fur weitere 1,5 h beobachtet werden.
Des Weiteren zeigten CO,- beziehungsweise O.-Abgasmesssignale zwei lokale Maxima nach 5,75 h
und 6,2 h, und der RQ stieg wahrend des Prozesses an. Alle diese Beobachtungen deuteten auf die

Bildung von Nebenprodukten hin, die im weiteren Prozessverlauf wieder verstoffwechselt wurden.

Fur den Wildtyp-Stamm P. putida KT2440 ist aus der Literatur bekannt, dass es bei der Umsetzung
des Substrates Glucose zur Bildung von Gluconat und 2-Ketogluconat kommt. Mittels HPLC konnte
gezeigt werden, dass die Umsetzung von Glucose mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC ebenso
zur Bildung von Gluconat und 2-Ketogluconat fiihrte (Abbildung 30 BN, BO). Dabei wurde zunéchst
nur eine Zunahme der Gluconat-Konzentration gemessen, bis nach 2,8 h eine maximale Konzentration
von 0,6 g L™ erreicht wurde. Im weiteren Prozessverlauf kam es zu einer simultanen Umsetzung von
Glucose und Gluconat und zur Bildung von 2-Ketogluconat. Die maximale 2-Ketogluconat-
Konzentration betrug 1,55 g L. Im Anschluss an die vollstandige Umsetzung von Glucose und
Gluconat nach 5,8 h wurde das zuvor gebildete 2-Ketogluconat metabolisiert. Das Maximum im CO,-
und O2-Abgassignal nach 5,75 h entspricht der zeitlichen Umstellung des mikrobiellen Metabolismus

von Glucose/Gluconat auf 2-Ketogluconat. Das Maximum nach 6,2 h fallt mit der vollstandigen
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Umsetzung von 2-Ketogluconat zusammen. Wurden die mittels HPLC bestimmten Gluconat- und 2-
Ketogluconatkonzentrationen fir die Bilanzierung von Kohlenstoff und Elektronen berticksichtigt,
konnten diese wéhrend der exponentiellen Phase geschlossen werden (Abbildung 30 BD, Bl).

Fur die dbrigen Substrate wird in der Literatur keine Bildung von Nebenprodukten beschrieben.
Deshalb wurden in einem ersten Schritt die HPLC-Chromatogramme analysiert, um anhand der
Erh6hungen von nicht zugeordneten Signalen unbekannte Substanzen mit steigender Konzentration
ausfindig zu machen. Mittels Co-Injektionen von Proben und Standards konnten anhand eines
Vergleichs der Elutionszeiten potentielle Verbindungen identifiziert werden. Mit freundlicher
Unterstitzung der Herren Lai und Chrysanthopoulos (University of Queensland, Australien) sowie
Herrn Prof. Eisenreich und Frau Dr. Huber (Lehrstuhl fir Biochemie, TU Minchen) wurden
ausgewadhlte Proben mittels HPLC und GC-MS uberpriift. Dies ermdglichte eine stoffliche Zuordnung
und damit im Anschluss eine Konzentrationsbestimmung der Nebenprodukte tber die Prozesszeit
mittels HPLC.

Im Satzprozess mit Citrat konnte die Bildung des Nebenproduktes Malat (Abbildung 30 BP) mittels
GC-MS nachgewiesen werden. Die Konzentrationen wurden dann mittels HPLC bestimmt. Die
Bildung von Malat begann mit der Induktion des fur die Chorismat-Pyruvat-Lyase codierenden Gens
ubiC nach 2,7 h. Nach 5,8 h wurde die maximale Konzentration von 0,75 mg L erreicht. Mit dem
vollstandigen Umsatz von Citrat kam es nach 5,8 h zur Metabolisierung von Malat. Die Zeitpunkte
der beginnenden Malat-Umsetzung (5,8 h) und dessen vollstandiger Verstoffwechselung (6,6 h) fallen
mit dem Anstieg des O,-Abgassignals auf ein zweites Maximum zusammen. Dieses zweite Maximum
ist im Vergleich zu dem bei der Umsetzung von Glucose beobachteten zweiten Maximum nur gering

ausgepragt, was auf die geringe Malat-Konzentration zuriickzufiihren ist.

Im Satzprozess mit Succinat konnte ebenfalls Malat (Abbildung 30 BQ) als Nebenprodukt identifiziert
werden. Im Gegensatz zum Satzprozess mit Citrat wurde Malat im Satzprozess mit Succinat schon
vor der Induktion des Gens ubiC gebildet und erreichte nach 3,2 h eine maximale Konzentration von
75 mg L. Nach einer Prozesszeit von 3,2 h kam es zu einer Co-Metabolisierung von Succinat und
Malat. Dies zeigte sich weder im Verlauf der CO.- und O,-Messsignale, in denen jeweils nur ein
einziger lokaler Extremwert beobachtet wurde (Abbildung 30 AH, AM), noch in der Wiederfindung
von Kohlenstoff oder Elektronen, die — auch ohne Beriicksichtigung des Nebenproduktes Malat —

wéhrend der exponentiellen Phase immer gréRer als 97 % (Daten nicht gezeigt) war. Unter
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Beriicksichtigung von Malat konnten die Kohlenstoff- und Elektronenbilanzen auf 98 % geschlossen
werden (Abbildung 30 BG, BL).

Im Satzprozess mit Malat konnte die Bildung des Nebenproduktes Fumarat (Abbildung 30 BR) mittels
HPLC festgestellt werden. Dies wurde durch eine unabhéngige HPLC-Messung an der University of
Queensland bestatigt. Die maximale Fumarat-Konzentration von 0,16 gL wurde nach einer
Prozesszeit von 3,2 h bestimmt. Zu einer Prozesszeit von 3,2 h setzte eine Co-Metabolisierung von
Malat und Fumarat ein (Abbildung 30 E, BR). Das Abgasmesssignal gab auf diese metabolische
Umstellung keinen Hinweis (Abbildung 30 Al, AN). Die minimale Wiederfindungen von Kohlenstoff
und Elektronen lagen wéahrend der exponentiellen Phase ohne Beriicksichtigung von Fumarat bei 94 %
(Daten nicht gezeigt) und lieRen dementsprechend ebenfalls keine relevante Nebenproduktbildung
erwarten. Wurde Fumarat bei der Bilanzierung von Kohlenstoff und Elektronen beriicksichtigt,
konnten die Bilanzen zu jedem Messzeitpunkt tber 97 % geschlossen werden (Abbildung 30 BH,
BM).

6.1.2 Diskussion

Ein Ziel der durchgefiihrten reaktionstechnischen Analysen war es, die Herstellung von pHBA mit
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC ausgehend von Glucose, Glycerin, Citrat, Succinat und Malat
Zu untersuchen, um so ein maoglichst vollstdndiges Bild Uber den Stamm P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC zu erlangen.

Im Rahmen der reaktionstechnischen Analyse konnte gezeigt werden, dass die exponentiellen Ab-
beziehungsweise Zunahmen der Substrat-, Biomasse- und pHBA-Konzentrationen den flr
Satzprozesse zu erwartenden Verldufen entsprechen. Die Verlaufe der spezifischen
Substrataufnahme-, Wachstums- und pHBA-Bildungsraten waren wahrend der exponentiellen Phasen

fur alle Substrate konstant.

Es wurde festgestellt, dass P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC in der Lage ist, alle ausgewahlten
Kohlenstoffquellen zur Produktion von pHBA zu nutzen. Die pHBA-Bildung konnte in allen Fallen
direkt zu Prozessbeginn und damit vor der Induktion des Gens ubiC beobachtet werden. Dies zeigt,
dass in P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC eine Basalexpression des Enzyms Chorismat-Pyruvat-
Lyase vorliegt. Durch die Induktion des Gens ubiC mit IPTG sollte die Chorismat-Pyruvat-Lyase
Uberexprimiert werden und so zur Steigerung der pHBA-Bildung fuhren. Allerdings konnte keine
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Erhéhung der pHBA-Bildung durch die Induktion festgestellt werden. Damit stellen sich die Fragen,
ob die Uberexpression des Gens ubiC zu funktionsfahigen Proteinen fiihrt und in welchen
intrazelluldren Konzentrationen die Chorismat-Pyruvat-Lyase exprimiert wird. Dies wurde im
Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht untersucht. Fir den Satzprozess mit der Kohlenstoffquelle Citrat
konnte festgestellt werden, dass es durch die Induktion zur Bildung des Nebenproduktes Malat kam.
Dies deutet darauf hin, dass es durch die Induktion zu einer Anderung des Metabolismus kommt, und
dass diese moglicherweise durch die Uberexpression des Gens ubiC, das fiir die Chorismat-Pyruvat-

Lyase kodiert, ausgeltst wird.

AuBRerdem wurden die integralen pHBA-Ertrage bestimmt. Diese zeigten eine deutliche Abhangigkeit
von der eingesetzten Kohlenstoffquelle. Der hdchste pHBA-Ertrag (9,05 mmolyusa molCs™, Substrat
Glucose) ist mit Ertragen aus Satzprozessen mit Saccharomyces cerevisiae (9,13 mmolpyga molCs™,
Substrat Glucose, Kromer et al., 2013) und Klebsiella pneumonia (10,15 mmolynea molCs™?, Substrat
Glucose, Miiller et al., 1995) vergleichbar. Im Satzprozess mit Glycerin verringerte sich der pHBA-
Ertrag im Vergleich zum Satzprozess mit Glucose um 19 %. Verglichen mit dem Glucose-
Katabolismus werden bei der Umsetzung von Glycerin Entner-Doudoroff-, Gluconat- und
2-Ketogluconat-Wege herunterreguliert, der Pentosephosphat-Weg bleibt unverédndert und der
Glyoxylat-Weg ist anstelle des Zitronenséurezyklus aktiv. Auf diese Weise werden effizient
Ausgangsstoffe der Biomassebildung zur Verfugung gestellt (Nikel et al., 2014; Nikel et al., 2015).
Diese effiziente Bildung von Biomasse ausgehend von Glycerin spiegelte sich im hohen
Biomasseertrag von 0,66 molCx molCs™. Die fiir die Biomassebildung notwendigen Aminosauren
Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin werden genau wie pHBA uber den Shikimat-Weg gebildet.
Somit stehen diese Stoffwechselwege in direkter Konkurrenz zur pHBA-Bildung. Ein durch die
erhéhte Biomassebildung gesteigerter Aminosdurebedarf bietet eine mdgliche Erklarung fur den im
Vergleich zu Glucose geringeren pHBA-Ertrag. Eine Ermittlung der Ursachen, weshalb die pHBA.-
Ertrdge in den Prozessen mit Citrat, Succinat und Malat noch geringer waren, ist anhand der

verfugbaren Daten nicht mdglich.

Im Rahmen der reaktionstechnischen Analyse wurde gezeigt, dass es fur alle Substrate mit Ausnahme
von Glycerin zur Bildung von Nebenprodukten kam. Bei der Umsetzung von Glucose wurden die
Nebenprodukte Gluconat und 2-Ketogluconat gefunden. Die Bildung dieser beiden Intermediate ist
fiir den Wildtyp-Stamm P. putida KT2440 in der Literatur beschrieben (Tlemgcani et al., 2008). In den
Satzprozessen mit Citrat und Succinat konnte die Bildung des Nebenproduktes Malat festgestellt

werden. Im Satzprozess mit Malat wurde die Bildung von Fumarat beobachtet. Fir keines dieser



90 Reaktionstechnische Analyse der aeroben pHBA-Produktion

Substrate ist in der Literatur fir den Wildtyp-Stamm die Bildung von Nebenprodukten beschrieben.
Da es in den Satzprozessen mit Citrat und Succinat zur Bildung von Malat kam und im Satzprozess
mit Malat zur Bildung von Fumarat, weist dies darauf hin, dass die Umsetzung von Malat in P. putida
KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC limitiert ist. Durch die Deletion des Gens pobA kommt es zur
Akkumulation von pHBA, da der Abbau liber den Ortho-Weg unterbrochen ist. Damit kdnnte es zu
einem erhéhten Fluss in den Ubichinol-Synthese-Weg Uber die 4-Hydroxybenzoat-
Octaprenyltransferase kommen. Dieser Uberschuss an Ubichinol kénnte dazu gefiihrt haben, dass
Ubichinon-abhangige Reaktionen langsamer ablaufen. Ein Ubichinon-abhangiges Enzym, das Malat
umsetzt, ist die Malatchinon-Oxidoreduktase. Die verminderte Umsetzung von Malat zu Oxalacetat
durch die limitierte Malatchinon-Oxidoreduktase konnte bei den Substraten Citrat und Succinat zur
Akkumulation von Malat geflihrt haben. Bei Einsatz des Substrats Malat konnte der grofle Malat-
Uberschuss zu einer Akkumulation von Fumarat gefilhrt haben, das die vorherige Verbindung im
Zitronensaurezyklus darstellt. Fir das Substrat Glycerin konnte kein Nebenprodukt identifiziert
werden. Auf Grund der langsamen Umsetzung von Glycerin kann vermutet werden, dass keine
beziehungsweise nur sehr geringe Mengen an Stoffwechselintermediaten gebildet wurden und deshalb

nicht aus der Zelle heraus transportiert werden mussten.

Wurden die Nebenprodukte bei der Wiederfindung von Kohlenstoff und Elektronen bericksichtigt,
konnten die Bilanzen zu jedem Messzeitpunkt tiber 97 % geschlossen werden. Dies bedeutet, dass alle
relevanten Stoffwechselprodukte mit der verwendeten Analytik erfasst und bertcksichtigt wurden. Zu
Prozessende kam es bei der Umsetzung von Glycerin zu einer deutlichen Uberschitzung der
Wiederfindung von Kohlenstoff und Elektronen. Dies weist auf Messfehler hin und kann auf eine
Drift des Abgassignals wéhrend des Prozesses zurtickgefiihrt werden. Diese pragte sich bei Glycerin

auf Grund der im Vergleich zu den anderen Satzprozessen langeren Prozesszeit deutlicher aus.
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6.2 Effekte der gentechnischen Modifikationen auf Satzprozesse mit
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC

Anhand der Untersuchung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC konnte gezeigt werden, dass
die Umsetzung von Glucose, Citrat, Succinat und Malat zur Nebenproduktbildung fiihrt. In der
Literatur wird mit Ausnahme von Glucose fir den Wildtyp-Stamm P. putida KT2440 jedoch keine
Nebenproduktbildung beschrieben. Daher lag die Vermutung nahe, dass die gentechnischen
Modifikationen die Ursache fir die beobachtete Nebenproduktbildung sein kénnten.

Durch eine reaktionstechnischen Charakterisierung des Wildtyp-Stammes P. putida KT2440 und den
anschlieRenden Vergleich von P. putida KT2440 und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC sollten
die Auswirkungen der gentechnischen Modifikationen eingeordnet werden. In den folgenden Kapiteln

sind die Ergebnisse dargestellt.

6.2.1 Satzprozesse mit P. putida KT2440

Die reaktionstechnische Charakterisierung von P. putida KT2440 erfolgte entsprechend den
vorherigen Untersuchungen mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC in einem 1 L-Rihrkessel-
reaktor mit einem Arbeitsvolumen von 1 L. Die Bestimmung von Substrat- und Biomasse-
konzentrationen wurde in regelmaRigen Abstanden von 10 min durchgefiihrt. Wahrend des Ubergangs
von exponentieller zu stationdrer Wachstumsphase wurde der Reaktor im Abstand von 5 min beprobt.
CO; und O, im Abgas sowie das Gewicht des Reaktors wurde wahrend der kompletten Prozesszeit
online aufgezeichnet. Aus den mittels HPLC bestimmten Substratkonzentrationen sowie den
photometrisch ermittelten Biomassekonzentrationen wurden mit einer sigmoidalen Funktion
(Richards-Funktion, Gleichungen 19 und 20) Substrat- und Biomassekonzentrationen wéhrend der
gesamten Prozesszeit abgeschatzt. Anhand der Ausgleichsfunktionen wurden die spezifischen
Wachstums- und Substrataufnahmeraten bestimmt (Kapitel 4.10). Mit der Ausgleichsfunktion der
Biomassekonzentration und den CO»- und Oz-Abgasmessungen wurden die spezifischen CO--
Bildungs- und O,-Aufnahmeraten ermittelt. Des Weiteren wurde der Respirationsquotient bestimmt.
Unter Berticksichtigung von Substrat, Biomasse, CO beziehungsweise O, wurden auflerdem die
Wiederfindungen fiir Kohlenstoff und Elektronen tiber die Prozesszeit sowie die integralen Biomasse-
und CO,-Ertrdge zu Prozessende bestimmt. Bei allen im 1 L-Ruhrkesselreaktor durchgefiihrten
Satzprozessen wurde sowohl fur die Vorkulturherstellung als auch fur die Satzprozesse im
Ruhrkesselreaktor das definierte M9-Medium mit der jeweils untersuchten Kohlenstoffquelle

verwendet, sodass zu Prozessbeginn Verzégerungsphasen vermieden werden konnten. Die Verlaufe
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aller in den Satzprozessen mit P. putida KT2440 gemessenen Prozessgrofien sind — vergleichend fur
die funf untersuchten Substrate — in Abbildung 31 dargestellt.

Tabelle 11 Ubersicht wichtiger KenngroRen der aeroben Satzprozesse zur Umsetzung unterschiedlicher
Kohlenstoffquellen mit P. putida KT2440 wt. Die Tabelle zeigt die maximalen Biomasse-,
und CO.-Ertrdge (Yxs und Ycozs), die maximalen spezifischen Substrataufnahme-,
Wachstums-, CO»-Bildungs- und Oz-Aufnahmeraten (gs max, umax, dcoz,max UNd qo2,max,) SOWie
die Wiederfindung von Kohlenstoff und Elektronen in der stationdren Phase.

Glucose Glycerin Citrat  Succinat Malat

Yxs, MoICx molCg 0,59 0,86 0,45 0,49 0,55
Ycozs, MolCcoz molCy 0,42 0,32 0,53 0,57 0,51
-Qs.max, Mol (gx h)* 6,43 3,52 9,24 11,68 9,86
Mmax, ! 0,57 0,25 0,71 0,67 0,57

0coz, max, Mmol (gx h)? 12,94 4,65 25,67 18,02 17,64
-Qo2, max, Mmol (gx h)* 22,21 7,50 15,90 19,58 9,57
Kohlenstoffbilanz, % 101 114 100 100 101
Elektronenbilanz, % 100 115 100 100 99

Die in Abbildung 31 A-E gezeigten Substratkonzentrationen nahmen mit der Prozesszeit exponentiell
ab, die Biomassekonzentrationen nahmen exponentiell zu (Abbildung 31 F-J). Dabei variierte die
Prozesszeit bis zum Erreichen der stationdren Phase in Abhéngigkeit der verwendeten
Kohlenstoffquelle zwischen 3,8 h (Malat) und 13 h (Glycerin). Mit Ausnahme des Satzprozesses mit
Glucose korrelierten die Zeitpunkte des vollstandigen Substratumsatzes mit dem Ubergang der Zellen
in die stationdre Wachstumsphase. Im Satzprozess mit Glucose konnte nach dem vollstdndigen
Umsatz von Glucose nach 5,9 h noch bis zu einer Prozesszeit von 6,9 h eine Zunahme der
Biomassekonzentration beobachtet werden. In den stationdren Phasen wurden maximale
Biomassekonzentrationen zwischen 2,2 g L (Citrat) und 4,7 g L™ (Glycerin) bestimmt. Entsprechend
variierten die integralen Biomasseertrage, welche zwischen 0,45 molCx molCciwa! und
0,86 molCx molCaiycerin? lagen. Die Biomasseertrage der brigen Substrate sind in Tabelle 11

angegeben.

Anhand der Ausgleichsfunktionen fiir Substrat-, Biomasse- und pHBA-Konzentrationen wurden nach
Gleichung 17 die spezifischen Substrataufnahme- und Wachstumsraten berechnet (Abbildung 31 K-

T). Diese waren wahrend der exponentiellen Wachstumsphase konstant und fielen mit Erreichen der
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stationdren Phase auf Null ab. Die maximalen spezifischen Substrataufnahmeraten lagen zwischen
3,52 mmol (gx h)* (Glycerin) und 11,68 mmol (gx h)* (Succinat) und die Wachstumsraten zwischen
0,25 h* (Glycerin) und 0,71 h* (Citrat). In Tabelle 11 sind spezifische Substrataufnahme- und
Wachstumsraten der Gibrigen Substrate zu finden.

Mit der Inokulation stieg der Kohlenstoffdioxidanteil im Abgasstrom wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase an und fiel mit Erreichen der stationdren Phase wieder ab (Abbildung 31 U-Y).
Dabei konnte beobachtet werden, dass das CO.-Messsignal den Wert zu Prozessbeginn nicht mehr
erreichte. Diese Drift des Abgasmesssignals ist im Satzprozess mit Glycerin am deutlichsten
ausgepragt. In allen Satzprozessen zeigten die CO.-Verlaufe ein Maximum. Die O,-Abgassignale
verliefen zu den CO,-Messwerten komplementar (Abbildung 30 Z-AD). Auch hier konnte eine Drift
des Messsignals wahrend der Prozesszeit beobachtet werden. Anhand er CO,-Abgasmessung wurden
die integralen CO.-Ertrage fur jedes Substrat zu Prozessende bestimmt. Diese lagen zwischen
0,37 molCco2 molCs? (Glucose) und 0,57 molCco2 molCs? (Malat). Die CO,-Ertrage aller Gbrigen
Substrate sind in Tabelle 11 zu finden.

Basierend auf den mit den Ausgleichsfunktionen geschétzten Biomassekonzentrationen und den CO-
und O2-Abgasmessungen wurden die spezifischen CO,-Bildungs- und O,-Aufnahmeraten wahrend
der Prozesszeit bestimmt (Abbildung 31 AE-AN). In allen Satzprozessen stiegen die spezifischen
CO»-Bildungs- und O>-Aufnahmeraten mit der Inokulation an und fielen zum Zeitpunkt des
Ubergangs von exponentieller zur stationdren Wachstumsphase steil ab. Wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase zeigten CO»-Bildungs- und O-Aufnahmeraten der verschiedenen Substrate
unterschiedliche Verl&ufe. Im Folgenden sind zunéchst die Verldufe der CO»-Bildungsraten und dann

die Verlaufe der O,-Aufnahmeraten beschrieben.

Die Verldufe der CO.-Bildungsraten der Satzprozesse mit Glucose, Citrat und Malat waren ahnlich
(Abbildung 31 AE, AG, Al). Ab dem Zeitpunkt der Inokulation stiegen die CO-Bildungsraten an und
erreichten ihre maximalen Werte am Ende der exponentiellen Wachstumsphase. Diese lagen bei
12,94 mmol (gx h)* (Glucose), 25,67 mmol (gx h)* (Citrat), 17,64 mmol (gx h)* (Malat) (Tabelle 11).
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Abbildung 31 Aerobe Satzprozesse zur Umsetzung unterschiedlicher Substrate mit P. putida KT2440. c;:
Konzentration der Komponente i; S: Substrat; X: Biomasse; (Qs: Spezifische
Substrataufnahmerate; W: Spezifische Wachstumsrate; x;: Molanteil der Komponente i im
Abgasstrom; RQ: Respirationskoeffizient; C-Bilanz: Kohlenstoffbilanz; e -Bilanz:
Elektronenbilanz; 2KG: 2-Ketogluconat.

Im Satzprozess mit Glycerin stieg die CO»-Bildungsrate nach der Inokulation bis zu einer Prozesszeit
von 1 h auf 4,12 mmol (gx h)* an, dann konnte eine Abnahme der CO,-Bildungsrate auf
2,12 mmol (gx h)* zu einer Prozesszeit von 3 h beobachtet werden. Im Folgenden erhéhte sich die
CO.-Bildungsrate bis zum Ende der exponentiellen Phase wieder auf 4,10 mmol (gx h)?. Im
Satzprozess mit Succinat erreichte die CO.-Bildungsrate bei einer Prozesszeit von 1,8 h ein Maximum
von 18,02 mmol (gx h)* (Abbildung 31 AH). Bis zum Ende der exponentiellen Phase verminderte
sich die CO-Bildungsrate auf 12,76 mmol (gx h)™.

Die Verlaufe der O.-Aufnahmeraten dhnelten sich in den Satzprozessen mit Glucose und Succinat
(Abbildung 31 AJ, AM). In beiden Féllen stiegen die O»-Aufnahmeraten nach der Inokulation auf
Maxima von 22,21 mmol (gx h)™ (t = 2 h, Glucose) und 19,58 mmol (gx h)* (t = 2,5 h, Succinat) an
(Tabelle 11) und fielen dann bis zum Ende der exponentiellen Phasen nach 5,6 h (Glucose) und 5,3 h
(Succinat) auf 10,37 mmol (gx h)?* (Glucose) und 10,82 mmol (gx h)* (Succinat) ab. In den
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Satzprozessen mit Citrat und Malat ahnelten sich Verldufe der O.-Aufnahmeraten ebenfalls
(Abbildung 31 AL, AN). Hier wurden nach einem anfanglichen Anstieg konstante O,-Aufnahmeraten
erreicht, die erst mit dem Ende der exponentiellen Phasen wieder abfielen. Wahrend der
exponentiellen Phasen lagen die O,-Aufnahmeraten bei 18,90 mmol (gx h)?* (Citrat) und
9,57 mmol (gx h)* (Malat). Im Satzprozess mit Glycerin stieg die O,-Aufnahmerate innerhalb von 1 h
auf ein Maximum von 7,5 mmol (gx h)* an (Abbildung 31 AK, Tabelle 11). Bis zu einer Prozesszeit
von 3,7 h verminderte sich die O.-Aufnahmerate auf 3,73 mmol (gx h)* und stieg dann bis zum Ende

der exponentiellen Wachstumsphase wieder auf 5,67 mmol (gx h)* an.

Aus dem Verhéltnis von gco. und qo» wurden die Respirationskoeffizienten (RQ) bestimmt
(Abbildung 31 AO-AS). Mit Glycerin, Citrat, Succinat und Malat wurden wéhrend der exponentiellen
Phase konstante Respirationskoeffizienten (RQ) beobachtet. Diese lagen mit Glycerin bei
0,95 mol molt, mit Citrat bei 1,63 mol mol?, mit Succinat 1,11 mol mol* und mit Malat bei
1,66 mol mol. Mit Glucose stieg der RQ wéhrend der exponentiellen Phase von 0,40 mol mol* auf

1,42 mol mol™ an.

6.2.2 Nebenproduktbildung

Da fur den P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC die Bildung von Nebenprodukten beobachtet
wurde, die fir den Wildtyp-Stamm in der Literatur nicht beschrieben sind, wurde die
Nebenproduktbildung des Wildtyp-Stammes ebenfalls untersucht. Dabei wurde auf gleiche Weise
vorgegangen wie bereits fur P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC beschrieben (Kapitel 6.1.1).
Kohlenstoff und Elektronen wurden tber die Prozesslaufzeit bilanziert und als Indikator fiir mdgliche
Nebenproduktbildungen verwendet. Wahrend der exponentiellen Phasen in den Satzprozessen mit
Glycerin, Citrat, Succinat und Malat sanken die Wiederfindungen von Kohlenstoff und Elektronen auf
bis zu 95 % (Abbildung 31 AU-AX und AZ-BD). Daher wurden, wie in Kapitel 6.1.1 beschrieben,
HPLC-Chromatogramme beziglich der sich mit der Zeit vergroernden Signalstarken analysiert.
Hierbei konnten keine sich Uber die Prozesszeit deutlich &ndernden Signalstarken und somit auch
keine Nebenprodukte identifiziert werden. Fiir Glucose konnte die Kohlenstoff- und Elektronenbilanz
unter zusétzlicher Berlcksichtigung der Nebenprodukte Gluconat und 2-Ketogluconat geschlossen
werden (Abbildung 31 AT -BD). Die zu Prozessende fur die Umsetzung von Glycerin auffélligen
Uberschatzungen der Wiederfindungen von Kohlenstoff und Elektronen auf 114 % und 115 %
(Tabelle 11) sind auf die Drift der CO.- und O,-Abgasmesssignale (Abbildung 31 AA, AF) wéhrend

des Satzprozesses zurtickzufiihren.
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6.2.3 Diskussion

Das Ziel der oben beschriebenen reaktionstechnischen Analysen der Satzprozesse mit P. putida
KT2440 war es, die Effekte der gentechnischen Modifikationen des Stammes P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC besser einordnen zu kénnen.

Im Rahmen der reaktionstechnischen Charakterisierung der Satzprozess mit P. putida KT2440 wurden
die charakteristischen Prozessgrofien s, W, Qcoz, dcoz, RQ, Yxsis und Ycoxx bestimmt. Diese zeigten
deutliche Unterscheide zwischen den Substraten. Ein Vergleich mit Literaturdaten ist nur fir wenige
dieser GroBen mdglich, da vollstandige reaktionstechnische Analysen von Satzprozessen in
Ruhrkesselreaktoren in der Literatur fur P. putida KT2440 nicht verfugbar sind. Eine Ausnahme
stellten die von Tlemcani et al. (2008) und von van Duuren et al. (2013) publizierten Satzprozesse mit
Glucose dar, die sich jedoch deutlich voneinander unterscheiden — von van Duuren et al. (2013) wurde
als spezifische Wachstumsrate pimax = 0,59 ht ermittelt, wahrend Tlemcani et al. (2008) pmax = 0,71 h?
bestimmten. Die im Rahmen dieser Arbeit bestimmte spezifische Wachstumsrate liegt bei 0,57 h™ und
weicht somit um 3,3 % von der von van Duuren et al. (2013) bestimmten Wachstumsrate ab. Fiir
Glycerin weicht pmax mit 0,25 h* um 12 % von dem von Poblete-Castro et al. (2014) bestimmten pmax
von 0,22 h' ab. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Umsetzung von Citrat eine maximale
spezifische Wachstumsrate von 0,71 h'* bestimmt. Die von Follonier et al. (2011) fiir die Umsetzung
von Citrat bestimmte Wachstumsrate (pmax = 0,54 ht) wurde im Schiittelkolben ermittelt und war —
vermutlich aufgrund des geringeren Leistungseintrags — im Vergleich zu der in dieser Arbeit
bestimmten Wachstumsrate um 20 % geringer. Fir Succinat stimmt die ermittelte maximale
Wachstumsrate von 0,67 h'* gut mit der von Nikel et al. (2014) bestimmten Wachstumsrate von
0,72 h-* Uiberein. Fir die Umsetzung von Malat konnten keine Literaturwerte zum Vergleich gefunden
werden. Dieser Vergleich zeigt, dass die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Wachstumsraten im

erwarteten Bereich liegen.

Des Weiteren wurde untersucht, ob P. putida KT2440 ebenso wie P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-
ubiC Nebenprodukte bildet. Dabei wurde nur mit Glucose die Bildung der Nebenprodukte Gluconat
und 2-Ketogluconat beobachtet. Dies ist in der Literatur beschrieben (Tlemgani et al., 2008) und die
Gluconat- und 2-Ketogluconat-Konzentrationsverlédufe entsprachen den von Tlemcani et al. (2008)
beschriebenen Verldufen. Ebenso stimmen die Respirationskoeffizienten in den Prozessphasen der
Umsetzung von Glucose, Gluconat und 2-Ketogluconat mit den von Tlemcani et al. (2008)
bestimmten Werten gut tiberein. Bei den iibrigen Substraten konnte in Ubereinstimmung mit der

Literatur keine Nebenproduktbildung festgestellt werden. Dies konnte anhand der Wiederfindung von
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Kohlenstoff und Elektronen bestétigt werden, die zu jedem Messpunkt tiber 95 % lagen. Dies zeigt,
dass alle relevanten Stoffwechselprodukte mit der verwendeten Analytik erfasst und bertcksichtigt
wurden. Die Uberschatzung der Wiederfindungen mit Glycerin nach Erreichen der stationaren Phase
ist auf eine Drift der CO,- und Oz-Abgassignale zurlickzufiihren, welche sich bei Glycerin auf Grund

der langeren Prozesszeiten deutlicher auspragten als bei den Gbrigen Substraten.
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6.3  Vergleich von P. putida KT2440 und KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der reaktionstechnischen Charakterisierungen von
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC und P. putida KT2440 in aeroben Satzverfahren einander
gegenubergestellt, um so die Auswirkungen der gentechnischen Modifikationen einordnen zu kénnen.
Dazu wurden die Verlaufe aller zur reaktionstechnischen Analyse gemessenen Prozessgréflen —
vergleichend flr die flnf untersuchten Substrate sowie die beiden untersuchen Stdmme P. putida
KT2440 und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC — in Abbildung 32 graphisch dargestelit.

Glucose

Wie die vergleichende Darstellung der Satzprozesse mit Glucose zeigt, wurden mit P. putida KT2440
und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC sehr &hnliche exponentielle Substrat- und Biomasse-
konzentrationsverldufe gemessen (Abbildung 32 A, F). Die in der stationdren Phase erreichten
maximalen Biomassekonzentrationen unterschieden sich ebenso wie die daraus bestimmten
Biomasseertrage um nur 5 % (Tabelle 12). Der Vergleich der spezifischen Substrataufhahme- und
Wachstumsraten zeigte, dass P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC eine um 33 % héhere spezifische
Substrataufnahmerate erreichte als der Wildtyp-Stamm, wahrend die spezifische Wachstumsrate von
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC um 17 % geringer war als die des Wildtyp-Stammes
(Abbildung 32 P, U, Tabelle 12). Der Verlaufe von CO und O, im Abgas zeigten im Satzprozess mit
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC zwei Maxima, wéahrend im Satzprozess mit P. putida KT2440
nur ein Maximum beobachtet wurde (Abbildung 32 AE, AJ). Die im Satzprozess mit dem Wildtyp-
Stamm bestimmte maximale spezifische CO.-Bildungsrate war um 80 % hoher als die der Mutante
(Abbildung 32 AO, Tabelle 12). Die maximale spezifische O,-Aufnahmerate des Wildtyp-Stammes
war um 120 % grofRRer als die der Mutante (Abbildung 32 AT, Tabelle 12). Die Unterschiede von qco2
und go2 spiegeln sich in den Respirationskoeffizienten (RQ) wider (Abbildung 32 AY). Im Satzprozess
mit dem Wildtyp-Stamm wurden drei unterschiedliche RQ (0,4 mol mol?, 1,0 mol mol* und 1,4 mol
mol?) bestimmt, wéhrend sich im Satzprozess mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC zwei
verschiedene RQs (1,0 mol mol* und 1,6 mol mol?) einstellten. Der Vergleich der Konzentrations-
verlaufe der Intermediate Gluconat und 2-Ketogluconat (2KG) zwischen den beiden Stdmmen zeigte
im Satzprozess mit P. putida KT2440 ApobA/pSEV A-ubiC eine gleichzeitige Umsetzung von Glucose
und Gluconat und eine darauffolgende Metabolisierung von 2KG, wahrend es bei dem Wildtyp-
Stamm zu einer Co-Metabolisierung von 2KG und Glucose kommt und erst nach deren vollstandiger
Umsetzung eine Abnahme der Gluconat-Konzentration beobachtet wurde (Abbildung 32 BN, BO).
Dabei wurde mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im Vergleich zum Wildtyp-Stamm eine um
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den Faktor 2,4 hohere 2KG-Konzentration und eine um den Faktor 2 hohere Gluconatkonzentration

gemessen.

Tabelle 12 Ubersicht wichtiger KenngroRen der aeroben Satzprozesse zur Umsetzung unterschiedlicher
Kohlenstoffquellen mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC (mut) und P. putida KT2440
(wt). Die Tabelle zeigt die maximalen Biomasse-, pHBA-, und CO»-Ertrdge (Yxs, YpHeas und
Ycozs), maximale spezifische Substrataufnahme-, Wachstums-, pHBA-Bildungs-, CO.-
Bildungs- und O-Aufnahmerate (Qsmax, Hmax, OpHBAmax, Qcozmax UNd Qozmax,) Sowie die
Wiederfindung von Kohlenstoff und Elektronen in der stationdren Phase.

Glucose Glycerin Citrat Succinat Malat
mut wt mut wt mut wt mut wt mut wt
Yxi’ 0,56 0,59 0,66 0,86 0,44 0,45 0,64 0,49 0,50 0,55
molCx molCs
YpHBAS, . - - - -
mmoICprea MoICs 9,05 7,30 5,84 6,06 7,59
Ycozs,
0,37 0,42 048 0,32 0,56 0,53 0,41 0,57 0,57 0,51

molCco2 molCs?t

ety 885 643 353 352 838 924 893 1168 1007 9,86

mmol (gx h)*
Mmax, T 048 057 019 025 065 071 061 0,67 063 057
GpHBAma 1 o5 - o001 - 005 - 003 - 0,05 -

mmol (gx h)
mmolqéojﬁ;ﬁ 6,90 1294 1211 465 4256 2567 13,43 18,02 19,82 17,64
mmol'?goxz'p]‘;ﬁ' 1013 2221 2190 750 2116 1590 10,96 19,58 13,62 9,57
Kohlenstoffbilanz, % 99 101 102 114 100 100 100 100 100 101
Elektronenbilanz, % 100 100 107 115 100 100 98 100 100 99
Glycerin

Der Vergleich der Glycerin-Umsetzung zwischen Wildtyp-Stamm und Mutante zeigte eine um 30 %
kirzere Prozesszeit fir den Wildtyp-Stamm, der im Vergleich zur Mutante auch eine um 34 % hohere
maximale Biomassekonzentration erreichte (Abbildung 32 B, G). Obwohl fir beide Stdmme sehr
&hnliche Substrataufnahmeraten bestimmt wurden, war die maximale spezifische Wachstumsrate des
Wildtyp-Stammes um 32 % hoher als die der Mutante (Abbildung 32 R, W, Tabelle 12). Die Verlaufe
von CO; und O, waren bis auf die Verschiebung der maximalen Konzentrationen gut vergleichbar
(Abbildung 32 AF, AK). Die maximalen spezifischen CO.-Bildungs- und O.-Aufnahmeraten waren
im Satzprozess mit der Mutante vor allem zu Prozessbeginn deutlich gréRer (Abbildung 32 AP, AU,
Tabelle 12). Die fur beide Prozesse bestimmten RQ waren jedoch wéhrend der exponentiellen Phasen
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nahezu identisch (Abbildung 32 AZ). Fir beide Stdmme konnte keine Nebenproduktbildung

nachgewiesen werden.

Citrat

Im Satzprozess mit Citrat wurden fir den Wildtyp-Stamm und die Mutante sehr &hnliche Verlaufe der
Citrat- und Biomassekonzentrationen festgestellt (Abbildung 32 C, H). Die maximalen
Biomassekonzentrationen waren in beiden Féallen identisch und wurden nach 5,0 h und 6,3 h erreicht
(Abbildung 32 H). Die daraus bestimmten Biomasseertrage unterschieden sich nur um 2 % (Tabelle
12). Die spezifischen Substrataufhahme- und Wachstumsraten des Wildtyp-Stammes waren um 10 %
beziehungsweise 9 % groler (Abbildung 32 R, W, Tabelle 12). Der Vergleich der CO,- und O»-
Abgassignale zeigte zwei Maxima in den Satzprozessen mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC,
die fur den Wildtyp-Stamm nicht beobachtet wurden (Abbildung 32 AG, AL). Obwohl zwischen den
spezifischen CO-Bildungsraten bis zu einer Prozesszeit von 2,4 h deutliche Unterschiede festgestellt
wurden (Abbildung 32 AQ), waren die Verlaufe der RQs wahrend der exponentiellen Phase gut
vergleichbar (Abbildung 32 BA BA). Im Satzprozess mit P. putida KT2440 konnte Kkein
Nebenprodukt nachgewiesen werden. Im Satzprozess mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC
wurde das Nebenprodukt Malat nachgewiesen (Abbildung 32 BP).

Succinat

Der Vergleich der Satzprozesse mit Succinat zwischen Wildtyp-Stamm und Mutante zeigte eine um
1,5 h kiirzere Prozesszeit fiir die Mutante (Abbildung 32 D). Die in dieser Zeit im Satzprozess mit P.
putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC erreichte maximale Biomassekonzentration Uberstieg die des
Wildtyp-Stammes um den Faktor 1,2 (Abbildung 32 1). Die bestimmten spezifischen
Substrataufnahme- und Wachstumsraten waren bei dem Wildtyp-Stamm um 31 % und 10 % groRer
(Abbildung 32 S, X, Tabelle 12). Mit Ausnahme der zeitlichen Verschiebung zeigt der Vergleich der
Abgassignale sehr &hnliche Verlaufe (Abbildung 32 AH, AM). Ebenso verliefen gco. und go2 &hnlich,
wobei sich die maximalen Raten um 21 % und 34 % unterschieden (Abbildung 32 AR, AW, Tabelle
12). Die fiir beide Stdmme bestimmten RQ erreichten wéhrend der exponentiellen Phase sehr dhnliche
Werte (Abbildung 32 BB). In den Satzprozessen mit Succinat wurde nur mit P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC die Bildung von Malat beobachtet (Abbildung 32 BQ).
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Vergleichende Darstellung aerober Satzprozesse mit P. putida KT2440 (wt) und P. putida
KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC (mut). Substrat-, Biomasse-, Gluconat- und 2-Ketogluconat
(2KG)- Konzentrationen, Kohlenstoff- und Elektronenbilanzen: wt (e), mut (o). Spezifische
Substrataufnahme- und Wachstumsraten: wt (---), mut (---). CO2 und Oz Abgassignal,
spezifische CO-Bildungs- und O,-Aufnahmeraten, Respirationskoeffizient: wt (—-), mut (-—).
Abbildungen ohne Buchstabencode: Die entsprechenden Nebenprodukte konnten in diesen
Experimenten nicht nachgewiesen werden.
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Malat

In den Satzprozessen mit Malat wurden mit dem Wildtyp-Stamm und der Mutante identische Prozess-
zeiten bestimmt. Die wahrend der Prozesszeit gebildete Biomassekonzentration beziehungsweise die
daraus bestimmten Biomasseertrédge unterschieden sich fur den Wildtyp-Stamm und Mutante um nur
7 % beziehungsweise 10 % (Abbildung 32 E, J, Tabelle 12). Die maximalen spezifischen
Substrataufnahmeraten variierten um 3 % (Abbildung 32 T, Tabelle 12) und die spezifische
Wachstumsraten um 9 % (Abbildung 32 Y, Tabelle 12). Der Vergleich der Abgassignale zeigte fur
den Satzprozess mit der Mutante ein etwas langsameres Abfallen beziehungsweise Ansteigen von CO-
und O, im Abgas als fur den Wildtyp-Stamm (Abbildung 32 Al, AN). Bis auf diesen Unterschied
waren die Verlaufe sehr dhnlich. Die spezifischen CO,-Bildungsraten, die O.-Aufnahmerate und die
RQ waren fast identisch (Abbildung 32 AS, AX, BC, Tabelle 12). Die Bildung des Nebenproduktes
Fumarat wurde nur im Satzprozess mit P. putida KT2440 ApobA/pSEV A-ubiC beobachtet (Abbildung
32 BR).

6.3.1 Diskussion
Ziel des Vergleiches von P. putida KT2440 und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC war es, die
Auswirkungen der gentechnischen Modifikation — die Deletion des Gens pobA sowie die

Uberexpression des Gens ubiC — einordnen zu kénnen.

Die Satzprozesse mit P. putida KT2440 und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC zeigten fir
Glucose, Citrat, Succinat und Malat nahezu identische Verldaufe fur Substrat- und
Biomassekonzentrationen. Ebenso waren die aus den spezifischen CO.-Bildungs- und O;-
Aufnahmeraten bestimmten RQs sehr ahnlich. pmax und gsmax unterschieden sich um bis zu 16 %
beziehungsweise 23 %. Dies zeigt, dass die Deletion von pobA und/oder die Uberexpression von ubiC
das Wachstum von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC ausgehend von Glucose, Citrat, Succinat
und Malat nur geringfugig beeinflussten. Es wurden jedoch wesentliche Unterschiede bezlglich der
Nebenproduktbildung festgestellt.

Im Satzprozess mit Glucose unterschieden sich die Gluconat- und 2-Ketogluconatkonzentrationen
zwischen den Stdmmen. Mit der Mutante wurden deutlich héhere Gluconat- und 2-Ketogluconat-
konzentrationen bestimmt. Auferdem unterschied sich die Reihenfolge, in der die Nebenprodukte
Gluconat und 2KG von P. putida KT2440 und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC gebildet und
wieder verstoffwechselt wurden. Die Bildung von Gluconat und 2-Ketogluconat (2KG) verlauft tiber
die Glucose-Dehydrogenase, die die Umsetzung von Glucose zu Gluconat Katalysiert. Uber die
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Gluconat-Dehydrogenase wird die Umsetzung von Gluconat zu 2KG katalysiert, die mit der
Reduktion von Ubichinon zu Ubichinol einhergeht (Ebert et al., 2011). Durch einen Ubichinol-
Uberschuss kénnte es demnach zu einer Akkumulation von Gluconat und 2KG kommen.

Bei der Umsetzung der drei Carbonsduren (Citrat, Succinat und Malat) mit P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC kam es zur Bildung der Nebenprodukte Malat (Substrate: Citrat und Succinat)
und Fumarat (Substrat: Malat), die mit P. putida KT2440 nicht beobachtet wurden. Dies deutet auf
eine limitierte Malatumsetzung, wahrscheinlich im Zitronenséaurezyklus, hin. Bereits in Kapitel 6.1.2
wurde vermutet, dass dies auf die Deletion des Gens pobA zurlickzufuihren ist, welche die Umsetzung
von pHBA Uber den Ortho-Weg verhindert und so zu einem erhdhten Fluss in den Ubichinol-
Syntheseweges fiihrte, was einen Ubichinol-Uberschuss zur Folge haben konnte. Dies hitte eine
direkte Limitierung des Ubichinon-abhéngigen Enzyms Malatchinon-Oxidoreduktase zur Folge.
Indirekt — durch eine limitierte Regeneration von NADH (ber die Atmungskette — wird eine
Limitierung des NAD*-abhéngigen Enzyms Malat-Dehydrogenase verursacht, sodass die Umsetzung

von Malat zu Oxalacetat vermindert ist.

Bei der Umsetzung von Glycerin konnte fir keinen der untersuchten Stdmme die Bildung von
Nebenprodukten festgestellt werden. Daher ist es ohne die Messung intrazelluldrer Metabolite nicht
moglich abzuschétzen, weshalb mit P. putida KT2440 in kurzerer Zeit eine hohere Biomasse-
konzentration bestimmt wurde als mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC. Wie in Abbildung 16
dargestellt ist, entsteht durch die Phosphorylierung von Glycerin zundchst Glycerin-3-Phospat. Dieses
wird durch die Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase, einem Ubichinon-abhdngigen Enzym, zu
Dihydroxyacetonphosphat umgesetzt. Diese Umsetzung wiirde bei einem Ubichinol-Uberschuss
langsamer ablaufen. Da fiir beide Stdmme jedoch beinahe identische spezifische Substrataufnahme-
raten bestimmt wurden, ist davon auszugehen, dass Glycerin in P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-
ubiC Uber einen weiteren Weg umgesetzt wurde, der dazu flhrte, dass mehr CO, und somit weniger
Biomasse gebildet wird. Auf Basis der zur Verfligung stehenden Daten bleibt jedoch offen, um

welchen Weg es sich handeln kdnnte.
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7 Untersuchungen zum externen Elektronentransfer

Mikrobielles Wachstum und Produktbildung benétigen die Verfugbarkeit terminaler
Elektronenakzeptoren (Munk, 2008). Elektroden bieten als terminale Elektronenakzeptoren die
Madglichkeit, die Erhaltung von Masse und Ladung zu entkoppeln und erlauben damit eine
Beeinflussung des Metabolismus. Damit anstelle von Sauerstoff die Elektrode als terminaler Akzeptor
verwendet werden kann, muss die Anodenatmung unter anaeroben Bedingungen stattfinden (Kapitel
3.2.1).

Daher wurde zundchst untersucht, wie sich Sauerstoffmangel auf das Wachstum von P. putida
KT2440 auswirkt. Im Anschluss wurde P. putida KT2440 unter unterschiedlichen Bedingungen in
bio-elektrochemischen Systemen (BES) kultiviert, um zu untersuchen, ob P. putida KT2440 in der

Lage ist, Elektronen (ber die duRere Zellmembran an eine Elektrode (Anode) abzugeben.

7.1  Einfluss anaerober Bedingungen auf das Wachstum von P. putida
KT2440

P. putida KT2440 wurde in Anaerobflaschen in definiertem (M9) und komplexem (LB) Medium
kultiviert. Als Kohlenstoffquelle wurde im definierten Medium Glucose verwendet. Nach der
Inokulation wurde fur P. putida KT2440 im definierten Medium kein signifikantes Wachstum
beobachtet. Die Biomassekonzentration blieb tber die Prozessdauer von 76 h konstant (Abbildung
33A).
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Abbildung 33  Anaerobe Satzprozesse von P. putida KT2440 in Anaerobflaschen. (A) Definiertes Medium
+ Glucose. (B) Komplexmedium (LB-Medium).
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Im Komplexmedium wurde innerhalb der ersten 30 h eine Zunahme der Biomassekonzentration von
0,20 gL* auf 0,35 gL™* um 75% beobachtet. Im Anschluss daran wurde bis zum Ende des
Satzprozesses nach 58 h ebenfalls eine konstante Biomassekonzentration bestimmt.

Um die Vitalitat der Zellen zu tberprufen, wurden nach Prozessende Proben beider Ansétze auf M9-
Agarplatten mit Citrat als Kohlenstoffquelle ausgestrichen und bei 30 °C inkubiert. Zellen aus beiden

Ansdtzen bildeten tber Nacht Kolonien (Daten nicht gezeigt).

7.1.1 Diskussion

In dem Satzprozess mit P. putida KT2440 in Anaerobflaschen wurde kein (definiertes Medium)
beziehungsweise nur initiales Wachstum (Komplexmedium) beobachtet. Diese Ergebnisse kénnen
durch die Verfligbarkeit von terminalen Elektronenakzeptoren erklart werden. Im definierten Medium
sind keine Substanzen enthalten, die als terminale Elektronenakzeptoren dienen kénnen. Da P. putida
KT2440 auch keine fermentativen Stoffwechselwege besitzt (Schmitz et al. 2015), kam es im
definierten Medium zu keinem Wachstum. Im Gegensatz dazu beinhalten komplexe Medien-
bestandteile wie Hefeextrakt eine Vielzahl von redoxaktiven Stoffen. Diese kénnten zu Beginn des
Satzprozesses mit Komplexmedium als terminale Elektronenakzeptoren genutzt worden sein. Eine
Reduktion dieser Elektronenakzeptoren kénnte die beobachtete Zunahme der Biomassekonzentration
erklaren. Da im verwendeten Reaktionssystem keine Mdglichkeit zur Regenerierung reduzierter
Substanzen bestand, endete das Wachstum nach Reduktion aller geeigneten Medienkomponenten.
Basierend auf diesen Beobachtungen kann nicht geklart werden, ob das Wachstum im
Komplexmedium Uber die Aufnahme und intrazelluldre Verstoffwechselung terminaler Elektronen-
akzeptoren erfolgte oder aber durch eine extrazellulare Ubertragung von Elektronen auf terminale

Elektronenakzeptoren.

Nach uber 50 h unter anaeroben Bedingungen wurden die Zellen in eine aerobe Umgebung mit einer
geeigneten Kohlenstoffquelle tUberfihrt und begannen daraufhin, erneut zu wachsen. Dies zeigt in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Steen et al. (2013) und Nikel und Lorenzo (2013), dass

P. putida KT2440 in der Lage ist, tiber einen langen Zeitraum ohne Sauerstoff zu tiberleben.
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7.2 Einfluss unterschiedlicher Medien auf die Anodenatmung von P. putida
KT2440

Im Komplexmedium konnte unter anaeroben Bedingungen zu Prozessbeginn eine initiale
Biomassezunahme festgestellt werden, die vermutlich mit der vollstindigen Reduktion der
verfigbaren alternativen Elektronenakzeptoren endete. Elektroden in bio-elektrochemischen
Systemen bieten die Mdglichkeit, alternative externe Elektronenakzeptoren (Mediatoren) zu
regenerieren (indirekter externer Elektronentransfer, EET). Diese kdnnen dem Medium zugesetzt
werden oder vom Mikroorganismus selbst produziert werden. Elektroden kénnen auch selbst als
terminale Elektronenakzeptoren dienen, wenn der Mikroorganismus uber redoxaktive Proteine in der
auBeren Membran (direkter EET) verfugt.
Die im Folgenden beschriebenen Versuche dienten der Aufklarung des Elektronentransfer-
mechanismus von P. putida KT2440. Dazu mussten die folgenden Fragen geklart werden:

e Handelt es sich um intrazellul&ren oder extrazellularen Elektronentransfer?

e Handelt es sich um direkten oder indirekten Elektronentransfer?

e Werden kinstliche Mediatoren benétigt?

7.2.1 Intrazellularer oder extrazellularer Elektronentransfer: Untersuchungen im

Komplexmedium
Wie bereits gezeigt werden konnte, kam es unter anaeroben Bedingungen im Komplexmedium zu
einer Biomassezunahme von P. putida KT2440. Die Ergebnisse lie3en jedoch keine Ruickschlusse zu,
ob der Transfer auf den terminalen Elektronenakzeptor intrazellular oder extrazelluldr stattfindet. Um
dies zu untersuchen, wurde P. putida KT2440 in Komplexmedium (LB-Medium) in einem bio-
elektrochemischen System kultiviert. Erfolgt der Elektronentransfer intrazellular durch die
Metabolisierung von Verbindungen aus dem Komplexmedium, sollte kein Stromfluss messbar sein
und die Biomassekonzentration mit der unter anaeroben Bedingungen erreichten Biomasse-
konzentration vergleichbar sein. Kommt es hingegen zu extrazellularem Elektronentransfer, kdnnen
Elektronen direkt an die Elektrode abgegeben werden (direkter EET) oder reduzierte Mediatoren an
der Anode regeneriert werden (indirekter EET) und es wirde anodischer Strom gemessen werden.

Gleichzeitig sollte durch die Regeneration ein besseres Wachstum erreicht werden.

Das verwendete LB-Medium enthélt die Komplexbestandteile Hefeextrakt und Pepton und enthélt

somit alle in Hefen vorkommenden redoxaktiven Verbindungen und Proteine. Um mdglichst alle im
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Komplexmedium vorhandenen redoxaktiven Substanzen regenerieren zu konnen, muss das
Anodenpotential auf einen ausreichend hohen Wert eingestellt werden. Cytochrom f besitzt mit
+0,168 V (versus Ag/AgCl) das hochste in Zellen vorkommende Redoxpotential (Tabelle 2). Das
Potential der Arbeitselektrode wurde auf +0,500 V (versus Ag/AgCl) eingestellt, da so eine Regenera-
tion aller im Komplexmedium vorhandenen redoxaktiven Komponenten mdglich sein sollte. Da die
redoxaktiven Bestandteile des Hefeextraktes in oxidierter oder reduzierter Form vorliegen kénnen,
wurde das Medium furr 24 h vor der Inokulation durch das Anlegen eines Potentials oxidiert. Mit der
Inokulation konnte zunéchst fur 0,5 h ein kurzzeitiger Anstieg der Stromstdrke von 0,007 mA
beobachtet werden (Abbildung 34 C). Dies zeigt, dass die Zeitspanne von 24 h zu kurz war, um eine
vollstandige Oxidation aller redoxaktiven Komponenten im Hefeextrakt zu erreichen. Im Folgenden
fiel die Stromstérke bis zu einer Prozesszeit von 50 h auf 25 pA ab. Erst dann stieg die Stromstarke

wieder an und erreichte zu Prozessende 34 pA.
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Abbildung 34  Anodenatmung von P. putida KT2440 im Satzverfahren in Komplexmedium. (A) Verlauf der
Biomassekonzentration cx und (B) der Stromstérke | (ber den gesamten Satzprozess.
(C) Vergrolerung des Verlaufs der Stromstérke | zu Beginn des Satzprozesses. cx: Biomasse-
konzentration; 1. Stromstdrke; Arbeitselektrodenpotential: +0,500 V (versus Ag/AgCl);
Arbeitselektrodenmaterial: Graphitgewebe; Arbeitsvolumen 0,1 L; Reaktor: 0,1 L-Parallel-
system.

Im Vergleich zu den Satzprozessen mit P. putida KT2440 in Anaerobflaschen kam es bei dem Versuch
im bio-elektrochemischen System mit der Inokulation zu keiner Biomassezunahme (Abbildung 34 A).
Es wurde im Gegenteil innerhalb der ersten 35 h des Satzprozesses eine Abnahme von 0,36 g L auf
0,30 g L beobachtet. In den darauffolgenden 30 h bis zu einer Prozesszeit von 66 h wurde keine
Anderung der Biomassekonzentration festgestellt. Ab diesem Zeitpunkt stieg die Biomasse-
konzentration von 0,30 gL? auf 0,44gL™ Im Vergleich zur Anfangshiomassekonzentration

entspricht dies einer Biomasseerhéhung um 22 %. Wéhrend des Satzprozesses wurde die Bildung
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eines Biofilms auf der Elektrode beobachtet. In Abbildung 35 ist der Biofilm auf dem Graphitgewebe
zu Prozessende dargestellt. Diese zeigt, dass sich die Zellen in einer Matrix aus extrazelluldren

polymeren Substanzen befinden.

A

Abbildung 35  Biofilm auf Graphitgewebe, das als Arbeitselektrode in einem Satzprozess mit P. putida
KT2440 in Komplexmedium verwendet wurde. (A) Foto der Elektrode nach der Anwendung.
(B) Rasterelektronenmikroskopaufnahme der Elektrode.

Diskussion

Entgegen der Erwartung, dass das Biomassewachstum durch die Regeneration der redoxaktiven
Verbindungen im Hefeextrakt verbessert werden konnte, kam es zu einer initialen Abnahme der
Biomassekonzentration in der Reaktionslosung. Die Konzentration der suspendierten Zellen
verringerte sich, da es zu einer Anlagerung von Zellen auf die Elektrodenoberflache kam (Abbildung
35). Dieser Teil der Zellen wurde bei der Probenahme und somit bei der Messung der optischen Dichte
nicht mehr beriicksichtigt.

Nach einem kurzzeitigen Anstieg der Stromstdrke mit der Inokulation konnte im Folgenden ein
weiteres Abfallen beobachtet werden. Dies zeigt, dass die Zeitspanne von 24 h zu kurz war, um eine
vollstandige Oxidation aller redoxaktiven Komponenten im Hefeextrakt zu erreichen. Der kurzzeitige
Stromanstieg kann durch einen externen Elektronentransfer von P. putida KT2440 erklart werden.
Erst nach einer Prozesszeit von 50 h, in der mikrobielle Reduktionsreaktionen und elektrochemische
Oxidationsreaktionen stattfanden, konnte ein Anstieg der Stromstérke beobachtet werden. Dies zeigt,
dass extrazellularer Elektronentransfer stattfindet und dass das eingestellte Anodenpotential die

Regeneration redoxaktiver Verbindungen ermdglicht.
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Anhand dieser Ergebnisse kann nicht festgestellt werden, ob Elektronen tiber einen direkten Kontakt
zur Elektrodenoberflache (direkter EET) lbertragen wurden oder iber redoxaktive Stoffe im Medium
(indirekter EET). AuRRerdem konnte P. putida KT2440 dazu in der Lage sein, Mediatoren zu bilden.

7.2.2 Direkter oder indirekter externer Elektronentransfer: Untersuchungen im
definierten Medium
In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob P. putida KT2440 auf die Verfugbarkeit von
Mediatoren im Medium angewiesen ist oder selbst Elektronen Uber die duBere Zellmembran
transportiert. Da diese Untersuchung in einem Medium ohne redoxaktive Komponenten durchgefihrt
werden muss, wurde das definierte M9-Medium verwendet. Als Kohlenstoff- und Energiequelle
wurde Glucose eingesetzt. Analog zum Versuch mit Komplexmedium wurde das Potential der
Arbeitselektrode auf +0,500 V (versus Ag/AgCl) eingestellt.
Wahrend der gesamten Prozesszeit wurde keine Glucose-Aufnahme beobachtet (Abbildung 36 A) und
die Stromstarke stieg nicht an (Abbildung 36 C). Wie bereits im Satzprozess mit P. putida KT2440
im Komplexmedium kam es auch im definierten Medium zu einer Verminderung der
Biomassekonzentration nach der Inokulation (Abbildung 36 B).
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Abbildung 36 Anodenatmung von P. putida KT2440 im Satzverfahren in definiertem Medium (M9). Caiucose:
Glucosekonzentration; cx: Biomassekonzentration; 1. Stromstdrke; Arbeitselektroden-
potential: +0,500 V (versus AQg/AgCl); Arbeitselektrodenmaterial: Graphitgewebe;
Arbeitsvolumen 0,1 L; Reaktor: 0,1 L-Parallelsystem.
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Diskussion

Da die Glucose-Konzentration uber die Prozessdauer konstant blieb, fand keine Verstoffwechselung
der Glucose durch P. putida KT2440 statt. Die Elektrode konnte somit nicht als terminaler Elektronen-
akzeptor genutzt werden. Diese Interpretation wird dadurch bestétigt, dass kein elektrischer Strom
zwischen Anode und Kathode gemessen wurde. Die initiale Abnahme der Biomassekonzentration
kann wie zuvor dadurch erklart werden, dass ein Teil der Gesamtpopulation die Anode besiedelt und
damit nicht mehr bei der Messung der optischen Dichte der Zellsuspension berticksichtigt werden

kann.

Da es wéhrend des Satzprozesses zu keinem Anstieg der Stromstarke kam, zeigte dieses Experiment,
dass P. putida weder in der Lage ist, Elektronen durch direkten Kontakt mit der Elektrodenoberflache
Elektronen zu Ubertragen, noch Mediatoren zu bilden, die Elektronen Uber die duf’ere Membran
transportieren konnten. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen von Schmitz et al.
(2015).

Um in diesem Fall einen externen Elektronentransfer in definiertem Medium zu erreichen, gibt es drei
Madglichkeiten: Der Mikroorganismus kann gentechnisch so modifiziert werden, dass er redoxaktive
Proteine in der duBeren Membran exprimieren oder Mediatoren produzieren kann. Eine weitere
Madglichkeit ware, dem Medium kinstlichen Mediator zuzusetzen. Alle diese Mdglichkeiten bieten

Vor- und Nachteile, die im Folgenden erlautert werden.

1. Damit eine Ubertragung von Elektronen (iber die duBere Membran durch direkten Kontakt mit
der Elektrode mdglich ist, mussen alle Zellen in direktem Kontakt mit der Elektrodenoberflache
stehen. Losen sie sich ab, kann kein EET mehr stattfinden und der Stoffwechsel kommt zum
Stillstand. Exoelektrogene Mikroorganismen, die tber diese Art des EET verfiigen, neigen zur
Biofilmbildung auf Elektroden (Geobacter sulfurrenducens, Bond et al. (2012); Shewanella
oneidensis, Thormann et al. (2004)). In Biofilmen koénnen Stofftransportlimitierungen fur
Substrate und Produkte auftreten, die die Reaktion deutlich verlangsamen (Stewart, 2003).
Gleichzeitig kann der Elektronentransfer nur an der Grenzflache zwischen Medium und
Elektrode stattfinden. Allerdings vereinfacht ein Biofilm die Aufarbeitung von im Medium

geldsten Produkten, da weniger Biomasse in Suspension vorliegt und abgetrennt werden muss.

2. Die Bildung von Mediatoren durch den Mikroorganismus beschrankt den Ort des

Elektronentransfers nicht mehr auf die Grenzflache zwischen Elektrodenoberflache und Medium,
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sondern ermdglicht die extrazellulare Abgabe von Elektronen Uberall in der flissigen Phase.
Damit ein unlimitierter externer Elektronentransfer gewahrleistet ist, muss die Menge an
produziertem Mediator gro genug sein. Um dieses Ziel zu erreichen, mussten die Zellen
zusétzlich tber Regulationsmechanismen zur Mediatorproduktion verfiigen. AufRerdem steht die
Produktion des Mediators unweigerlich in Konkurrenz zur Produktproduktion und wiirde somit
zu einer Verringerung des Produktertrags fiihren. Interessant ist dieser Ansatz, wenn der Mediator

das gewlinschte Produkt darstellt.

3. Die Verwendung von kinstlichen Mediatoren ermdglicht ebenfalls einen EET in der fliissigen
Phase. Dabei kann die bendtigte Mediatorkonzentration sehr einfach eingestellt werden.
Allerdings kdnnen kinstliche Mediatoren instabil sein, auf den Mikroorganismus toxisch wirken
und die Prozesskosten deutlich erhéhen, weshalb sie wéhrend der Aufarbeitung aufwendig

entfernt oder zurlickgewonnen werden missen (Allen und Bennetto, 1993).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde entschieden, dem Medium einen Mediator zuzusetzen, da dessen
Konzentration unabh&ngig vom mikrobiellen Organismus einstellbar ist und somit durch einen

weiteren Freiheitsgrad eine flexiblere Prozessfiihrung zulésst.

7.2.3 Definiertes Medium mit kinstlichen Mediatoren

Wie das vorhergehende Kapitel zeigt, konnte beim anaeroben Satzprozess mit P. putida KT2440 im
definierten Medium in einem bio-elektrochemischen System ohne Zugabe von kiinstlichen
Mediatoren keine signifikante metabolische Aktivitdt (in Form einer Zunahme der Biomasse-
konzentration in der Suspension oder der Stromstarke) gemessen werden, obwohl die als Anode
geschaltete Elektrode als terminaler Elektronenakzeptor zur Verfligung stand. Es fand demnach kein
externer Elektronentransfer statt. Aus den im vorherigen Kapitel erlauterten Griinden wurden dem
definierten Medium kiinstliche Mediatoren zugegeben. Die drei Mediatoren Eisen(l11)chlorid (FeCls),
Kaliumhexacyanoferrat(lll) (KsFe(CN)s) und Riboflavin wurden anhand ihrer unterschiedlichen

Redoxpotentiale (E’, Tabelle 3) ausgewahlt.

Untersuchung der Mediatoren
Wie bereits in Kapitel 7.2.1 erlautert wurde, muss das Arbeitselektrodenpotential groRer sein als das
Redoxpotential des Mediators, damit die Mediatoren an der Elektrode regeneriert werden kénnen. Da

dieses vom Medium, der Temperatur und der Mediatorkonzentration abhéngt, wurden von allen drei
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Mediatoren zyklische Voltammogramme (engl. cyclic voltammogramm, CV) aufgenommen. Die
Messung wurde im 0,1 L-Parallelsystem durchgefiihrt. Anhand der CVs kann ermittelt werden auf
welches Potential die Arbeitselektrode polarisiert werden sollten. Die zyklischen Voltammogramme
wurden mit Vorschubgeschwindigkeiten von 10 mV s? im definierten M9-Medium mit der
Kohlenstoffquelle Glucose unter anaeroben Bedingungen aufgenommen. Sie sind in Abbildung 37

gezeigt.
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Abbildung 37 Zyklische Voltammogramme der Mediatoren (A) Riboflavin, (B) Kaliumhexacyanoferrat und
(C) Eisen (Ill)chlorid. Die CVs wurden in definiertem M9-Medium bei 30°C aufgenommen.
Die Konzentration der Mediatoren war 1 mM. Vorschubgeschwindigkeit 10 mV s?. E:
Elektrodenpotential (versus Ag/AgCl); I: Stromstarke.

Die anodischen Spitzenstrompotentiale lagen bei -0,399 V (versus Ag/AgClI) (Riboflavin), +0,315 V
(versus Ag/AgCI) (KsFe(CN)g) und +0,560 V (versus Ag/AQCI) (FeCls). Das Arbeitselektroden-
potential (Eag) sollte groRer sein als die mittels zyklischer Voltammetrie bestimmten anodischen
Spitzenstrompotentiale (Epa).

Dementsprechend wurde das Arbeitselektrodenpotential an das Redoxpotential des Mediators
angepasst. Im Prozess mit FeCl; wurde ein Eae von +0,600 V (versus Ag/AgCl) eingestellt. Ein Eae =
+0,500 V (versus Ag/AgCl) wurde fiir die Untersuchungen mit KsFe(CN)s gewahlt und fir die
Untersuchung von Riboflavin wurde die Arbeitselektrode auf -0,300 V (versus Ag/AgCl) polarisiert.

Die Untersuchung der Anodenatmung von P. putida KT2440 wurden im Satzverfahren im 0,1 L-
Parallelsystem durchgefihrt. Es wurde definiertes M9-Medium mit Glucose als Kohlenstoffquelle
verwendet. Die Mediatorkonzentrationen wurden auf 1 mM eingestellt. VVor der Inokulation wurden
die Mediatoren fur 24 h oxidiert. Die Potentiale der Arbeitselektroden wurden wie oben angegeben

eingestellt.
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Eisen(lIl)chlorid

Durch Einsatz des Mediators FeCls kam es im Vergleich zu dem bereits diskutierten Satzprozess mit
P. putida KT2440 bei Anodenatmung im definierten Medium ohne Mediator (Abbildung 36 C) mit
der Inokulation zu einer Erhdhung der Stromstarke (Abbildung 38 C). Die Stromstérke stieg innerhalb
von 3,4 hvon 1,0 pA auf 5,4 pA und erreichte damit den maximalen Wert. Im weiteren Prozessverlauf

stellte sich nach 25 h ein konstanter Strom von 3,5 A ein.
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Abbildung 38  Anodenatmung im Satzverfahren mit P. putida KT2440 in definiertem Medium.
Untersuchung des Mediators FeCls (ImM). Celcose:  Glucosekonzentration;  cx:
Biomassekonzentration; . Stromstdrke; Arbeitselektrodenpotential: +0,600 V (versus
Ag/AgCI); Elektrodenmaterial: Graphitgewebe; Arbeitsvolumen 0,1 L; Reaktor: 0,1 L-
Parallelsystem.

Wahrend des Prozesses wurde die Umsetzung von Glucose beobachtet. Innerhalb von 88 h sank die
Glucose-Konzentration um 25 mg L(Abbildung 38 A). Nach der Inokulation wurde innerhalb der
ersten 25 h eine Biomasseabnahme von 0,35 g L auf 0,22 g L beobachtet. Zu Prozessende wurde
eine Biomassekonzentration von 0,24 g L bestimmt (Abbildung 38 B). Es fand demnach keine
signifikante Biomassezunahme statt. Jedoch wurde die Bildung eines Biofilms auf der

Elektrodenoberflache beobachtet.

Kaliumhexacyanoferrat

Als weiterer Mediator wurde KsFe(CN)s untersucht. Innerhalb einer Prozesszeit von 75 h wurde
Glucose vollstandig umgesetzt (Abbildung 39 A). Nach der Inokulation wurde einer initiale Abnahme
der Biomassekonzentration von 0,35 g L auf 0,20 g L innerhalb von 25 h beobachtet. Im folgenden
Prozessverlauf war eine leichte Zunahme der Biomassekonzentration zu verzeichnen. Zu Prozessende
lag die Biomassekonzentration bei 0,22 g L (Abbildung 39 B). Auch bei diesem Versuch wurde die

Bildung eines Biofilms auf dem als Anode verwendeten Graphitgewebe festgestellt. Durch die
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Verwendung des Mediators KsFe(CN)s kam es mit der Inokulation innerhalb von 3,6 h zu einer
signifikanten Erhéhung der Stromstarke von 1,9 pA auf 82,9 pA (Abbildung 39 C). Im Folgenden
wurde eine Abnahme der Stromstérke beobachtet. Nach einer Prozesszeit von 88 h wurde nur noch
eine Stromstérke von 17,3 pA gemessen. Zu diesem Zeitpunkt wurde erneut Glucose zugegeben, was

unmittelbar zu einer deutlichen Erhthung der Stromstarke auf 72,5 pA flhrte.
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Abbildung 39  Anodenatmung von P. putida KT2440 im Satzverfahren in definiertem Medium.
Untersuchung des Mediators KszFe(CN)s (ImM). Ceicose: Glucosekonzentration; cx:
Biomassekonzentration; 1: Stromstérke; Arbeitselektrodenpotential: +0,500 V (versus
Ag/AgCl); Elektrodenmaterial: Graphitgewebe; Arbeitsvolumen 0,1 L; Reaktor: 0,1 L-
Parallelsystem.

Riboflavin

Als dritter Mediator wurde Riboflavin untersucht. Die Verwendung dieses Mediators ermdglichte
keine Umsetzung von Glucose (Abbildung 40 A). Die Biomassekonzentration verminderte sich
innerhalb von 14 h von 0,36 g L™ auf 0,03 g L™%. Nach einer Prozesszeit von 75 h konnte keine
Biomasse mehr nachgewiesen werden. Aulierdem wurde fur diesen Versuch keine Biofilmbildung auf
der Arbeitselektrode festgestellt. Nach der Inokulation wurde innerhalb von 16 h ein Anstieg der
Stromstérke auf 7,7 LA beobachtet (Abbildung 40 C). Im weiteren Verlauf des Satzprozesses fiel die

Stromstarke auf den vor der Inokulation gemessenen Ausgangswert von 1,8 JA.
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Abbildung 40  Anodenatmung von P. putida KT2440 im Satzverfahren in definiertem Medium.
Untersuchung des Mediators Riboflavin (ImM). Coiucose: Glucosekonzentration; cx:
Biomassekonzentration; |: Stromstarke; Arbeitselektrodenpotential: -0,300 V (versus
Ag/AgCl); Elektrodenmaterial: Graphitgewebe; Arbeitsvolumen 0,1 L; Reaktor: 0,1 L-
Parallelsystem.

Die folgende Tabelle dient der (bersichtlichen Zusammenfassung der Ergebnisse aus den
Satzprozessen mit P. putida KT2440 mit FeCls, KzFe(CN)s und Riboflavin.

Tabelle 13 Anodenatmung von P. putida KT2440 im Satzverfahren in definiertem Medium mit FeCls,
KsFe(CN)s oder Riboflavin. Zusammenfassung der Ergebnisse. Angegeben sind die
maximalen Stromstérken Imax, die maximale Biomassekonzentration Cxmax zu Prozessende und
die Biofilmbildung auf der Graphitelektrode.

Mediator Imax, MA  Cxmax, g LT Biofilmbildung
FeCls; 54 0,24 Ja

KsFe(CN)e 82,9 0,22 Ja

Riboflavin 7,7 0,0 Nein

7.2.4 Diskussion

Im Rahmen der Untersuchungen des externen mediatorvermittelten Elektronentransfers wurden
zunidchst die Mediatoren mittels CVs untersucht. Die dabei bestimmten Oxidationspotentiale
(angegeben versus Ag/AgCl) von -0,399 V (Riboflavin), +0,315 V (KsFe(CN)g) und +0,560 V (FeCls)
stimmen gut mit den aus der Literatur beschriebenen Werten von -0,405 V (Riboflavin, Canstein et
al., 2008), +0,239 V (KsFe(CN)e, Sharpe, 1976; Kwong, 2001; Pandurangachar et al., 2010) und
+0,573 V (FeCls, Sharpe (1976)) tberein. Diese CVs zeigten aullerdem, dass der Elektronentransfer

zwischen den Mediatoren und der Graphitgewebeelektrode gegeben ist.
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Die Mediatoren FeCls, KsFe(CN)s und Riboflavin wurden in Satzprozessen mit P. putida KT2440 im
bio-elektrochemischen Parallelsystem eingesetzt. Mit allen Mediatoren wurde zu Prozessbeginn ein
Anstieg der Stromstérke beobachtet. Es kam also — im Gegensatz zum Prozess bei Anodenatmung mit
definiertem Medium ohne Mediator — zu einem externen Elektronentransfer.

Elektronen werden immer von negativen zu positiven Potentialen (ibertragen (Kapitel 3.1.8). Dies gilt
auch fir die Elektronen der mikrobiellen Atmungskette. Da das Redoxpotential des Mediators FeCls
mit +0,560 V (versus Ag/AgCIl) nur um 0,063 V kleiner ist als das des natirlichen terminalen
Elektronenakzeptors Sauerstoff (+0,623 V (versus Ag/AgCl)), wurde davon ausgegangen, dass es zu
einem externen Elektronentransfer kommen sollte. Wie die Ergebnisse zeigen, konnte flir die Zugabe
des Mediators FeCls; auch metabolische Aktivitat gemessen werden, was sich in der Umsetzung der
Glucose und dem Anstieg der Stromstarke duferte. Im Vergleich zu der Verwendung des Mediators
KsFe(CN)s, der mit +0,239 V (versus Ag/AgCl) ein deutlich niedrigeres Redoxpotential aufweist als
der Mediator FeCls, waren die Stromstarken beziehungsweise der externe Elektronentransfer jedoch

sehr gering. Dies kann drei Ursachen haben:

1. Die unterschiedliche Membrangangigkeit der beiden Mediatoren. Das lon Fe** des Mediators
FeCl; kann (ber mindestens zwei Eisen-Siderophor-Transportsysteme, drei ABC
Eisentransporter (ATP-bindende Kassette, engl.: ATP binding cassette, ABC) und 18 Siderophor-
Rezeptoren auf der duBeren Membran (Dos Santos et al., 2004) aufgenommen oder komplexiert
und Uber die innere Membran transportiert werden (Visca et al. 2002). Das hydrophile KsFe(CN)s
kann im Gegensatz dazu nur Uber die duBere, nicht aber Uber die innere Membran gelangen
(Rawson et al., 2014).

2. Die Loslichkeit von Fe® in Wasser. Das sehr geringe Loslichkeitsprodukt ([Fe**]-[OH]? = 10%)
des sich bildenden Eisenhydroxids (Fe(OH)s) flihrt dazu, dass die Fe** Konzentration bei pH 7
bei 10 mol L* liegt (Lengeler et al., 1999). Im hier vorliegenden Fall konnte die Loslichkeit
des Fe3* etwas besser sein, da in der Spurenelementlésung EDTA (Konzentration von EDTA im
Medium: 0,01 g L beziehungsweise 0,035 mM) verwendet wurde. Entsprechend der Nernst-
Gleichung, fihrt die Komplexierung von Fe** mit EDTA zu einer Verringerung des
Redoxpotentials um 0,650 V auf -0.077 V (versus Ag/AgCl), da EDTA Fe®* 10™-mal besser
bindet als Fe?* (Bors et al., 1983). Kommt es also zu einer Komplexierung von Fe3* ist es nur
noch moglich, redoxaktive Enzyme in der Atmungskette bis Cytochrom b zu oxidieren. Das

zyklische Voltammogramm, das mit FeCl; aufgezeichnet wurde, zeigt im Vergleich mit
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KsFe(CN)s gering ausgepragte Spitzenstrome. Dies kann ebenfalls auf eine geringe Fe3*-

Konzentration zurtickzufiihren sein.

3. Ein schlechter Elektronentbergang zwischen FeCls und Graphitgewebe-Elektrode. Eine hohe
Uberspannung fir die Elektronentransferreaktion konnte ebenfalls die gering ausgepragten

Spitzenstrome erkléren, die im CV von FeCl; beobachtet wurden.

Aus einer oder einer Kombination dieser Ursachen kénnte die Verwendung von KsFe(CN)s zu einem

besseren externen Elektronentransfer gefiihrt haben als die Verwendung von FeCls.

Mit dem Mediator Riboflavin, der ein Redoxpotential von -0,399 V (versus Ag/AgCl) besitzt, wurde
direkt nach der Inokulation ein geringer Anstieg der Stromstéarke beobachtet. Allerdings fand keine
Substratumsetzung statt. Im Gegensatz zu den Satzprozessen mit FeCl; und KsFe(CN)g fiel die
Biomassekonzentration auf nahezu 0 g L und es konnte keine Biofilmbildung auf der Elektrode
festgestellt werden. Photolyse von Riboflavin fuhrt zur Bildung von H,0,. Riboflavin zerfallt bei
dieser Reaktion (Wang und Nixon, 1978) und steht im Folgenden nicht langer als Mediator zur
Verfugung. H20- ist ein sehr reaktiver Stoff, der zu starken Schédigungen der Zellen fuhrt und damit
den Abfall der Biomassekonzentration verursacht. Diese antimikrobielle Wirkung von Riboflavin
wurde bereits fur Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa
beschrieben (Makdoumi et al., 2010). Diese Mikroorganismen sind ebenso wie P. putida KT2440
Katalase-positiv (Dudek, 2006, 2007; Parija, 2009; Ramos-Gonzalez und Molin, 1998). Mit
P. aeruginosa wurde eine Abnahme von 9,4 - 10° Zellen mL* auf Null innerhalb von 60 Minuten in
Gegenwart von 100 uM Riboflavin beobachtet. Dies konnte erkléren, weshalb es mit dem Mediator
Riboflavin zu keiner Stabilisierung der Biomassekonzentration kam, so wie sie in den ubrigen
Satzprozessen mit und ohne Mediatoren zur Untersuchung der Anodenatmung beobachtet worden war
obwohl P. putida KT2440 Katalase-positiv ist.

Unter denen im Rahmen dieser Experimente untersuchten Mediatoren war KsFe(CN)s am Besten fr
die Anodenatmung von P. putida KT2440 geeignet. Dieser Mediator wurde deshalb in allen folgenden

anaeroben Satzprozessen mit Anodenatmung verwendet.
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7.3 Inhibierender Einfluss von KsFe(CN)s

Um eine geeignete Mediatorkonzentration auswahlen zu kénnen, wurde der Einfluss von KsFe(CN)s
auf das Wachstum von P. putida KT2440 und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC unter aeroben
Bedingungen untersucht. Die Untersuchungen wurden im definierten Medium (M9) mit Citrat als

Kohlenstoffquelle in Schiittelkolben im Dreifachansatz durchgefihrt.
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Abbildung 41  Satzprozesse mit P. putida KT2440 (m) und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC (o) im
definierten Medium mit unterschiedlichen KsFe(CN)s-Konzentrationen in Schiittelkolben. cx:
Biomassekonzentration. Es sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei
Ansétzen gezeigt. Die Untersuchungen wurden im 500 mL-Schittelkolben mit einem
Arbeitsvolumen von 100 mL durchgefihrt.

Wie aus Abbildung 41 und Abbildung 42 ersichtlich, reduzierten bereits Mediatorkonzentrationen von
3mM die Wachstumsrate und flhrten zu einer Verldngerung der Verzdgerungsphase sowie
geringeren maximalen Biomassekonzentrationen. Mit der Erhthung der Mediatorkonzentration kam

es zu einer deutlicheren Auspragung dieser Effekte.
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Abbildung 42 Einfluss der KsFe(CN)s-Konzentration auf die Wachstumsrate (A) und die Biomassezunahme
(B) von P. putida KT2440 (schwarze Balken) und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC
(weilRe Balken) unter aeroben Bedingungen.

7.3.1 Diskussion

Die Untersuchung des Einflusses von KsFe(CN)s auf das aerobe Wachstum von P. putida KT2440
und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC zeigte, dass bereits geringe Konzentrationen von 3 mM
einen deutlichen Einfluss auf Wachstumsrate, maximale Biomassekonzentration und die
Verzdgerungsphase hatten. Mit steigenden KsFe(CN)g-Konzentrationen kam es zur Verminderung der
Wachstumsraten und der maximalen Biomassekonzentration sowie zur Verlangerung der
Verzogerungsphase. Es wurde jedoch keine lineare Zunahme oder eine Abnahme der
Biomassekonzentration beobachtet. Die Ergebnisse zeigten, dass KsFe(CN)e im untersuchten
Konzentrationsbereich fiir P. putida KT2440 und P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC nicht letal
ist, da es in keinem Fall zu einer Verminderung der Biomasse kam. Da dem Medium KsFe(CN)s
zugegeben wurde, ist eine Reduktion zu KsFe(CN)s méglich. Auf KsFe(CN)s Ubertragene Elektronen
stehen nicht langer fiir den Aufbau eines Protonengradienten zur Verfiigung und das Wachstum
vermindert sich. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits 1935 von Wood et al. beschrieben.
Redoxaktive Verbindungen verringerten im oxidierten Zustand das Wachstum von Bacillus

megatherium.
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8 Einfluss verschiedener Substrate auf die Herstellung von
pHBA mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC bei

Anodenatmung

Wie zuvor gezeigt wurde, kann P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC unter aeroben Bedingungen
Glucose, Glycerin, Citrat, Succinat und Malat zur Produktion von pHBA nutzen, wobei das
eingesetzte Substrat die erreichten pHBA-Ertrdge deutlich beeinflusst. AulRerdem konnte gezeigt
werden, dass die Umsetzung von Glucose durch P. putida KT2440 unter Bereitstellung des Mediators
KsFe(CN)s in einem bio-elektrochemischen System durch Anodenatmung mdglich ist. In den in
diesem Kapitel dargestellten Untersuchungen wurde geprift, inwiefern ausgehend von den zuvor
ausgewdhlten Substraten (Kapitel 5) eine pHBA-Produktion in anaeroben Satzprozessen mit

mediatorvermittelter Anodenatmung madglich ist.

8.1  Anodenatmung mit unterschiedlichen Substraten

Die Untersuchungen der pHBA-Bildung in einem bio-elektrochemischen System mit P. putida
KT2440 ApobA/ pSEVA-ubiC ausgehend von Glucose, Glycerin, Citrat, Succinat und Malat erfolgten
im 1 L-System im Satzverfahren. In allen Versuchen wurden als Arbeitselektrode Graphitgewebe
verwendet. Das Arbeitselektrodenpotential wurde auf +0,500 V (versus Ag/AgCI) eingestellt. Das
Arbeitsvolumen betrug 1 L. Es wurde das definierte M9-Medium verwendet, dem 1-6 mM
KsFe(CN)s als Mediator zugesetzt wurde. Die Bestimmung von Substrat-, Biomasse- und pHBA-
Konzentrationen erfolgte durch regelmaRige Probenahmen. Substrat- und pHBA-Konzentrationen
wurden mittels HPLC bestimmt, Biomasse- und KsFe(CN)s-Konzentrationen wurden photometrisch
ermittelt. Zusatzlich wurden die integralen pHBA-Ertrage bestimmt. Zur VVorkulturherstellung wurde
ebenfalls das M9-Medium verwendet. Dieses enthielt dasselbe Substrat, das im 1 L-System untersucht
wurde, um Verzogerungsphasen zu Prozessbeginn zu vermeiden. Die Induktion des Gens ubiC, das
fur die Chorismat-Pyruvat Lyase kodiert, erfolgte mit IPTG nach der ersten Verdopplung der
Biomasse in der Vorkultur. Die Verlaufe aller in den Satzprozessen gemessenen Prozessgrofien sind
— vergleichend fir die flinf untersuchten Substrate — in Abbildung 43 — dargestellt.
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Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im Satzverfahren in definiertem
Medium mit unterschiedlichen Substraten. Alle Versuche wurden im 1 L-System
durchgefiihrt. Arbeitselektrode: Graphitgewebe; Arbeitselektrodenpotential: +0,500 V (versus
Ag/AgCl); Mediator: KsFe(CN)s. ci: Konzentration der Komponente i; S: Substrat; X:
Biomasse; I: Stromstarke; Pfeile: Mediatorzugaben.

Die Substratkonzentrationen nahmen in allen Versuchen tber die Prozesszeit linear ab (Abbildung 43

A-E). In den Satzprozessen mit Glucose, Glycerin und Malat konnten bis zu vier Phasen beobachtet

werden, in denen sich die lineare Substrataufnahme erhohte oder verminderte, wahrend die

Substratkonzentration in den Satzprozessen mit Citrat und Succinat Uber die komplette Prozesszeit

konstant abnahm (Abbildung 43 A-E). Die maximalen Substrataufnahmeraten lagen bei

0,039 g (gx h)*

(Glucose), 0,025 g (gx h)?* (Glycerin), 0,127 g (gx h)* (Citrat), 0,092 g (gx h)*

(Succinat) und 0,054 g (gx h)* (Malat). Da es in allen Satzprozessen zu Biofilmbildung auf dem als

Arbeitselektrode verwendeten Graphitgewebe kam, wurden die spezifischen Raten nur auf die in
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Suspension befindliche Biomasse bezogen. Die Prozesszeiten bis zur vollstandigen Metabolisierung

der Kohlenstoffquellen variierten zwischen 25 h (Citrat) und 250 h (Glycerin).

Wie bereits in Kapitel 7 beschrieben wurde, kam es nach der Inokulation zu einem initialen Abfall der
Biomassekonzentration in der Zellsuspension. Diese stabilisierte sich in allen Prozessen innerhalb von
24 h (Abbildung 43 F-J). Im weiteren Prozessverlauf wurde bei allen Substraten — mit Ausnahme von
Citrat — eine Zunahme der Biomassekonzentration festgestellt. Die hdchste Biomassekonzentration

bei Prozessende (0,42 g L) wurde im Satzprozess mit Glycerin bestimmt.

Obwohl P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC in der Lage war, alle Substrate umzusetzen, konnte
nur in den Satzprozessen mit Citrat, Succinat und Malat die Bildung von pHBA beobachtet werden
(Abbildung 43 M-0O). In den Satzprozessen mit Glucose und Glycerin wurde kein pHBA
nachgewiesen (Abbildung 43 K, L). Die héchste pHBA-Konzentration (4,5 mg L) wurde fir Citrat
nach einer Prozesszeit von 150 h bestimmt. Fir Succinat und Malat wurden mit 3,0 mg L* und
2,5mgL*? etwas geringere Konzentrationen erreicht. Im weiteren Verlauf nahmen die pHBA-
Konzentrationen in den Satzprozessen mit Citrat, Succinat und Malat wieder ab. Die geringste

Abnahme wurde im Satzprozess mit Citrat beobachtet.

Wiahrend der Satzprozesse wurde die Konzentration der oxidierten Mediatorspezies KsFe(CN)s
photometrisch bestimmt. Im Satzprozess mit Citrat wurde eine Mediatorkonzentration von 1 mM,
entsprechend zu den in Kapitel 7 durchgefiihrten Untersuchungen gewahlt. Die nun durchgefiihrte
Messung der Reduktion von KsFe(CN)s zu KsFe(CN)g zeigte im Satzprozess mit Citrat deutlich, dass
es bei einer Prozesszeit von 100 h zu einer vollstandigen Reduktion des Mediators kam (Abbildung
43 R). Deshalb wurden in den Ubrigen Satzprozessen mit Glucose, Glycerin, Succinat und Malat
jeweils 3 mM KsFe(CN)s vorgelegt (Abbildung 43 P, Q, S, T). Im Satzprozess mit Succinat konnte
durch die Verdreifachung der KsFe(CN)s-Konzentration eine vollstandige Reduktion des Mediators
verhindert werden. In den Satzprozessen mit Glucose, Glycerin und Malat kam es trotz der
Verdreifachung der KsFe(CN)s-Konzentrationen zu einer vollstandigen Reduktion des Mediators. Aus
diesem Grund wurde im Satzprozess mit Malat die KsFe(CN)s-Konzentration durch mehrfache
manuelle Zugaben auf 6 mM erhoht (Abbildung 43 T). Die Mediatorzugaben verursachten die in
Abbildung 43 Z sichtbaren Spriinge im Stromverlauf.

Wihrend das Substrat verbraucht wurde, wurde in allen Versuchen eine steigende Stromstarke
beobachtet. Der Verlauf der Stromstérke zeigte in allen Versuchen mehrere unterschiedliche Plateaus

und intermittierende Zu- und Abnahmen. Bei den Umsetzungen von Glucose, Glycerin, Succinat und
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Malat wurden maximale Stromstarken zwischen 4 mA und 6 mA gemessen (Abbildung 43 U-Y). Die
fir Citrat bestimmte maximale Stromstérke war um ein Zehnfaches niedriger. Der Zeitpunkt der
finalen Abnahme der Stromstérke fiel in keinem der Prozesse mit der vollstdndigen Substrat-
verstoffwechselung zusammen. Da Strom durch die metabolische Aktivitat der Zellen erzeugt wird,
deuteten die zeitliche Verschiebung von vollstandigem Substratverbrauch und Abnahme der

Stromstarke auf die Metabolisierung zuvor gebildeter Nebenprodukte hin.

Um zu untersuchen inwiefern Nebenprodukte gebildet worden waren, wurden, wie in Kapitel 6 bereits
beschreiben, HPLC-Chromatogramme bezuglich Signalspitzen unbekannter Verbindungen analysiert,
die Ober Teile der Prozesszeit kontinuierlich steigende oder sinkende Flachen aufwiesen. Dabei
konnten die bereits in Kapitel 6 fir P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC identifizierten
Nebenprodukte Gluconat, 2-Ketogluconat, Malat und Fumarat, nachgewiesen werden (Abbildung 44).
Die Nebenprodukte Gluconat und 2-Gluconat wurde im Prozess mit Glucose gebildet (Abbildung 44
F, G). Die Bildung beider Nebenprodukte setzte erst ab einer Prozesszeit von 30 h ein. Zu einer
Prozesszeit von 100 h wurden die maximalen Konzentrationen von 0,1 g L™ Gluconat und 0,02 g L™
2-Ketogluconat bestimmt. Im Folgenden kam es zu einer Co-Metabolisierung von Glucose, Gluconat
und 2-Ketogluconat, wobei die Metabolisierung von 2-Ketogluconat zum Zeitpunkt der vollstandigen
Umsetzung von Glucose und Gluconat nach 170 h stagnierte. Zu diesem Zeitpunkt wurde der Prozess
abgebrochen. Im Satzprozess mit Citrat wurden die Nebenprodukte Malat und Fumarat nachgewiesen
(Abbildung 44 A, C). Die Bildung von Malat sowie Fumarat begann direkt mit der Inokulation. Zu
einer Prozesszeit von 50 h wurden die maximalen Konzentrationen von 6,4 mg L* Malat und
3,2 mg L Fumarat gemessen. Die folgende Abnahme der Malat- und Fumaratkonzentration korreliert
mit dem Zeitpunkt des vollstandigen Citratumsatzes. Mit dem vollstdndigen Malatumsatz konnte dann
auch die Abnahme der Stromstérke beobachtet werden.

Im Satzprozess mit Succinat wurden ebenfalls Malat und Fumarat nachgewiesen (Abbildung 44 B,
D). Die maximalen Konzentrationen wurden nach 28 h (Malat) beziehungsweise 21 h (Fumarat)
erreicht. Sie lagen bei 0,1 g L (Malat) und 8,5 mg L (Fumarat). Im Folgenden wurde eine Co-
Metabolisierung von Succinat, Malat, Fumarat und pHBA beobachtet. Im Satzprozess mit Malat
wurde nur Fumarat als Nebenprodukt identifiziert (Abbildung 44 E). Innerhalb von 27 h wurde die
maximale Fumaratkonzentration von 0,18 gL' erreicht. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte eine
Umstellung des Metabolismus, was sich auch in der zeitlich korrelierenden Verminderung der
Malataufnahme zeigt. Nach 48 h konnte dann eine Co-Metabolisierung von Malat und Fumarat
festgestellt werde. Das Nebenprodukt, das bei der Umsetzung von Glycerin gebildet wurde, konnte
nicht identifiziert werden (Abbildung 44 H).
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Nebenproduktbildung bei der Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im
Satzverfahren in definiertem Medium mit unterschiedlichen Substraten. Alle Versuche
wurden im 1 L-System durchgefiihrt. Arbeitselektrode: Graphitgewebe; Arbeitselektroden-
potential: +0,500 V (versus Ag/AgCl); Mediator: KsFe(CN)e. ci: Konzentration der
Komponente. Abbildungen ohne Buchstabencode: die entsprechenden Nebenprodukte
konnten in diesen Experimenten nicht nachgewiesen werden.

8.1.1 Vergleich der pHBA-Ertrage bei Anoden- und Sauerstoffatmung

Die pHBA-Ertrdge wurden fiir die Umsetzung aller Substrate in den anaeroben Satzprozessen mit

Anodenatmung bestimmt und sind in Abbildung 45 im Vergleich zu den Ertrdgen aus den aeroben

Satzprozessen (Kapitel 6.1) dargestellt. Anodenatmung mit Glucose und Glycerin fihrten zu keiner

pHBA-Bildung. Im anaeroben Satzprozess mit Anodenatmung wurde fur Citrat der pHBA-Ertrag

verglichen mit dem aeroben Prozess um 43 % gesteigert. In den anaeroben Satzprozessen mit
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Anodenatmung erreichten die pHBA-Ertrage mit Succinat und Malat 85 % und 90 % der unter aeroben
Bedingungen bestimmten pHBA-Ertrage.
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Abbildung 45 Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im Satzverfahren: Vergleich der
maximalen substratspezifischen pHBA-Ertrdge mit unterschiedlichen Substraten fiir
Anodenatmung (schwarze Balken) und Sauerstoffatmung (weille Balken).

8.1.2 Diskussion
Wie die Ergebnisse zeigen, konnte P.putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC alle Substrate bei

Anodenatmung im Satzprozess umsetzen. Dabei wurden in allen Satzprozessen mit Anodenatmung
zeitlich lineare Verlaufe der Produkt- und/oder Substratkonzentrationen beobachtet. Dies weist im
Allgemeinen auf Limitierungen hin.

Limitierungen kénnen durch unterschiedliche Faktoren ausgeldst werden. Dazu zahlen beispielsweise
Substrat- oder Produktinhibierungen (Kunz, 2013), im Medium enthaltene toxische Verbindungen,

Stofftransportlimitierungen (Kunz, 2016) oder pH-Anderungen im Medium (Madigan et al., 2006).

Von diesen Punkten kénnen Substrat- und Produktinhibierungen ausgeschlossen werden, da alle
Substrate bereits unter aeroben Bedingungen in héheren Konzentrationen verwendet und in den
aeroben Satzprozessen hohere pHBA-Konzentrationen erreicht wurden. Im Gegensatz zu den aeroben
Satzprozessen wurde in den anaeroben Satzprozessen mit Anodenatmung der Mediator KsFe(CN)s
verwendet. Wie vorhergehende Versuche mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC unter aeroben
Bedingungen im Schittelkolben bereits gezeigt hatten (Kapitel 7.3), fiihrte KsFe(CN)s zu einer
Verlangerung der Verzogerungsphase sowie zu einer Verminderung der Wachstumsrate und
maximalen Biomassekonzentration, jedoch nicht zu linearem Wachstum. In den Untersuchungen im

bio-elektrochemischen System wurden unabhéngig von der Mediatorkonzentration, die zwischen
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1 mM (Citrat) und 6 mM (Malat) variiert worden war, dennoch ein linearer Verlauf der Substrat-

und/oder Produktkonzentrationen gemessen.

Der pH wurde Uber externe Messungen wéhrend der Prozesse bei jeder Probenahme Uberprift (Daten
nicht gezeigt). Da nur geringe Substratkonzentrationen eingesetzt wurden, und das Medium gepuffert
ist, kam es auch nur zu geringen Schwankungen des pH. Insbesondere unter Beriicksichtigung der
hohen Toleranz von P. putida KT2440 gegeniiber pH-Anderungen (Kapitel 3.4), erscheint eine

Limitierung des Metabolismus durch pH-Anderungen sehr unwahrscheinlich.

Mit Ausnahme des Satzprozesses mit Succinat konnte bei allen tibrigen Substraten eine vollstandige
Reduktion des Mediators beobachtet werden. Die Arbeitselektrode war also nicht in der Lage den
Mediator in ausreichender Geschwindigkeit zu regenerieren. Deshalb ist zu vermuten, dass in den
Satzprozessen mit Glucose, Glycerin, Citrat und Malat der externe Elektronentransfer zwischen
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC und KsFe(CN)s limitiert war. Im Satzprozess mit Succinat
wurde der Mediator nicht vollstdndig reduziert, somit konnte auch keine Limitierung des externen
Elektronentransfers vorliegen. Trotzdem wurden im Satzprozess mit Succinat lineare Abnahmen der
Substrat- und Produktkonzentrationen beobachtet. Die Anodenatmung war demnach zeitweise durch
die Ubertragung der Elektronen auf den Mediator limitiert. Wie der Satzprozess mit Succinat zeigt,
kann diese Limitierung jedoch nicht der alleinige Grund fir die linearen Konzentrationsverlaufe sein.
Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass eine vollstdndige Reduktion des Mediators zu
konstanten Stromstérken fiihrte, wobei die vollstandige Reduktion des Mediators nicht die
Voraussetzung flr konstante Stromstarken war. Diese Beobachtung unterstiitzt die zuvor genannte
Hypothese, dass es durch eine vollstandige Reduktion des Mediators zu einer Limitierung des externen
Elektronentransfers kommen kann, es aber nicht der alleinige Grund der beobachteten Limitierungen
sein muss.

Ein verbleibender Faktor, der mikrobielle Reaktionen ebenfalls limitieren kann, ist der Stofftransport.
In allen Satzprozessen war eine Biofilmbildung auf der Elektrode zu beobachten. Es ist anzunehmen,
dass der Stofftransport im Biofilm den Metabolismus der Zellen im Biofilm limitierte. AuRerdem war
die Durchmischung im Medium des verwendeten 1 L-Systems deutlich geringer als in den aeroben
Satzprozessen, die im Ruhrkesselreaktor durchgefuhrten worden waren. Es ist somit moglich, dass
auch die suspendierten Zellen stofftransportlimitiert waren.

Im Rahmen der Untersuchungen der Anodenatmung im Satzverfahren zur pHBA-Produktion wurden

in Abhangigkeit der eingesetzten Substrate unterschiedliche Nebenprodukte identifiziert. Wie in
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Kapitel 6 bereits gezeigt wurde, kam es auch unter aeroben Bedingungen zur Bildung von
Nebenprodukten. Der Vergleich mit dem Wildtyp-Stamm ergab, dass diese Nebenproduktbildung
durch die gentechnischen Modifikationen ausgel6st wurde und wahrscheinlich auf einen Ubichinol-
Uberschuss zuriickzufiihren ist. Die Deletion des Gens pobA kénnte zu einem Ubichinol-Uberschuss
fiihren, da die die Umsetzung von pHBA (iber den Ortho-Weg verhindert ist und sich somit der Fluss
in den Ubichinol-Syntheseweg erhéht (Kapitel 3.4.1, Abbildung 16).

In den aeroben Satzprozessen mit Citrat und Succinat wurde das Nebenprodukt Malat gefunden,
wahrend im aeroben Satzprozess mit Malat Fumarat als Nebenprodukt identifiziert wurde. Dies wies
drauf hin, dass die Bildung und Aufnahme von Malat schneller stattfand als dessen anschlieRende
Umsetzung zu Oxalacetat. Bei der Anodenatmung mit Citrat und Succinat konnte neben Malat auch
Fumarat als Nebenprodukt nachgewiesen werden. Bei der Anodenatmung mit Malat wurde mit
0,2 g g''maiat deutlich mehr Fumarat gebildet als im aeroben Satzprozess (0,03 g g™ maiar) Und das
obwohl die initiale Malatkonzentration im Satzprozess zur Untersuchung der Anodenatmung um einen
Faktor 5 niedriger war als die im aeroben Prozess eingesetzte Malatkonzentration. Wéhrend der
Anodenatmung kommt es demnach zu einer deutlich groReren Limitierung der Umsetzung von Malat.
Dies konnte darauf zurickzufiihren sein, dass der externe Elektronentransfer im bio-
elektrochemischen System vermutlich deutlich langsamer ablauft als wéhrend der Sauerstoffatmung
und es so zu einer weiteren intrazelluldren Erhéhung der Ubichinol (UQH:)-Konzentration kommt.
Damit stehen der Ubichinon-abhéngigen Malatchinon-Oxidoreduktase sowie der NAD*-abhangigen
Malat-Dehydrogenase — direkt beziehungsweise indirekt durch eine limitierte Regeneration von
NADH in der Atmungskette —weniger Ubichinon fur die Umsetzung von Malat zu Oxalacetat zur

Verfugung.

Die im 1 L-System durchgefiihrten Untersuchungen hatten vor allem das Ziel, festzustellen ob auch
in anaeroben Satzprozessen mit Anodenatmung eine pHBA-Bildung ausgehend von Glucose,
Glycerin, Citrat, Succinat und Malat mdglich ist. Dabei wurde festgestellt, dass sich bei
Anodenatmung nur Citrat, Succinat und Malat als Substrate zur pHBA- Bildung eignen. Der Vergleich
mit den bei Sauerstoffatmung erreichten pHBA-Ertrdgen zeigte, dass sich der pHBA-Ertrag
ausgehend von Citrat bei Anodenatmung erhohte. Es wurde deshalb entschieden, Citrat fir die
folgenden Untersuchungen der pHBA-Produktion in anaeroben Satzprozessen mit Anodenatmung zu
verwenden.

Weshalb die pHBA-Produktion ausgehend von Glucose und Glycerin nicht méglich war wurde im

Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Einen Hinweis kdnnten jedoch die von Lai et al. (2016)
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durchgefuhrten Messungen der intrazellularen NADP/H-Konzentrationen bei der Umsetzung von
Glucose mit P. putida F1 in anaeroben Satzprozessen mit Anodenatmung geben. Diese zeigten, dass
es im Vergleich zur aeroben Umsetzung von Glucose zu einer intrazelluldren Erhéhung der NADP*-
Konzentration im bio-elektrochemischen System kommt. NADPH wird als Reduktionsaquivalent im
Shikimat-Weg zur pHBA-Bildung benotigt. Ein NADPH-Mangel konnte in diesem Fall die pHBA-

Bildung ausgehend von Glucose unterbinden.

In den Satzprozessen mit Citrat, Succinat und Malat, in denen es zur pHBA-Bildung kam,
verminderten sich die pHBA-Konzentrationen bei Anodenatmung. Dies kdnnte entweder durch eine
chemische Redoxreaktion mit dem Mediator, einer elektrochemischen Reaktion mit der Elektrode
oder durch eine Metabolisierung durch P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC verursacht werden

und wurde im folgenden Kapitel untersucht.
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8.2  Untersuchungen zur Umsetzung von pHBA bei Anodenatmung

Die im vorhergehenden Kapitel dargestellten Untersuchungen verschiedener Substrate zur pHBA-
Produktion mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC bei Anodenatmung zeigten, dass es zu einer
Verminderung der pHBA-Konzentration gegen Prozessende kam, obwohl durch die Deletion des fiir
die 4-Hydroxybenzoat-3-Hydroxymonooxigenase kodierenden Gens pobA der Abbau von pHBA (ber
den Ortho-Weg nicht mehr méglich sein sollte.

Aus diesem Grund wurde die Umsetzung von pHBA durch eine chemische Redoxreaktion mit
KsFe(CN)s sowie die elektrochemische Reaktion an der Elektrode untersucht. Zusétzlich wurde in
einem weiteren Experiment untersucht ob P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC trotz der Deletion
von pobA noch in der Lage ist pHBA als Kohlenstoffquelle zu metabolisieren.

8.2.1 Untersuchungen zu elektrochemischen Reaktionen und chemischen Redox-
reaktionen von pHBA

Um zu untersuchen inwiefern elektrochemischen Reaktionen und/oder chemische Redoxreaktionen
im Medium von pHBA an der Elektrodenoberflache stattfinden, die die Abnahme der pHBA-
Konzentrationen erklaren kdnnten, wurden zyklische Voltammogramme aufgenommen. Mit dieser
elektrochemischen Methode ist es mdglich, anhand der Anzahl der sich ausbildenden Spitzenstrom-
starken zu erkennen, ob eine elektrochemische Reaktion zwischen pHBA und der Elektrode
stattfindet. Bei einer irreversiblen Reaktion zeigt das zyklische Voltammogramm einen Spitzenstrom,
ist die Reaktion im untersuchten Potentialbereich reversibel, sollten zwei Spitzenstréme erkennbar
sein. Anhand des Halbstufenpotentials E1/, das aus den Spitzenstrompotentialen nach Gleichung 12
(Kapitel 3.1.11) bestimmt wird, kann Uberprift werden, welche Verbindung an der Elektrode reagiert.
Finden vor- oder nachgelagerte chemische Redoxreaktionen zwischen dem Mediator KsFe(CN)s
beziehungsweise KsFe(CN)s statt, vermindern sich die Spitzenstrome beim Durchlaufen mehrerer
Zyklen.

Um zu untersuchen, ob pHBA an der Elektrode oxidiert beziehungsweise reduziert werden kann,
wurde anaeroben M9-Medium pHBA zugegeben. Im mit pHBA supplementierten Medium wurden
funf zyklische Voltammogramme (CVs) mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 1 mV s* auf-
genommen (Abbildung 46 A). Im untersuchten Potentialbereich von -0,100 V bis +0,500 V (versus
Ag/AgCI) konnte bei keinem der finf CVs eine Erhdhung der Stromstérke beziehungsweise die

Ausbildung eines Spitzenstroms festgestellt werden.
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Abbildung 46 Untersuchung elektrochemischer Reaktionen und chemischer Redoxreaktionen von pHBA
mittels zyklischer Voltammetrie. (A) M9-Medium mit 30 mg pHBA + 0 mM KsFe(CN)g; (B)
M9-Medium mit 0 mg pHBA + 1 mM KsFe(CN)g; (C) M9-Medium mit 30 mg pHBA + 1 mM
K3Fe(CN)g; (D) M9-Medium mit 30 mg pHBA + 10 mM KsFe(CN)s; (E) M9-Medium mit 30
mg pHBA + 10 mM KsFe(CN)gs nach Oxidation bei +0,500 V fiur 24 h. Vorschubgeschwindig-
keit 1 mV s*. Arbeitselektrodenpotential E versus Ag/AgClI.

Um zu untersuchen ob es zu vor- oder nachgelagerten Reaktionen zwischen pHBA und KsFe(CN)s
beziehungsweise KsFe(CN)s kommt, wurde dem Medium im Anschluss KsFe(CN)s zugegeben und
Konzentrationen von 1 mM (Abbildung 46 C) und 10 mM (Abbildung 46 D) eingestellt. Die
Aufnahme der zyklischen Voltammogramme erfolgte wie zuvor mit einer VVorschubgeschwindigkeit
von 1 mV s, Es wurden jeweils fiinf Zyklen aufgenommen. In beiden Féllen konnten anodische und
kathodische Spitzenstrome bestimmt werden, die sich im Verlauf der fiinf Zyklen nicht verminderten.
Die Halbstufenpotentiale lagen bei +0,215 V (1 mM) und +0,206 V (10 mM). Um zu lberprifen ob
eine langere Polarisation auf das wahrend der Satzprozesse mit Anodenatmung eingestellte
Elektrodenpotential von +0,500 V zur Umsetzung von pHBA fiihrt, wurde fur 24 h eine Spannung
von +0,500 V angelegt. Nach dem das Medium fiir 24 h bei einem Elektrodenpotential von +0,500 V
inkubiert wurde, wurden erneut fiinf CVs aufgenommen (Abbildung 46 E). Auch hier konnten die
Ausbildung eines anodischen und eines kathodischen Spitzenstroms beobachtet werden, die sich

ebenfalls nicht verminderten. Das Halbstufenpotential lag bei +0,205 V. Zusétzlich wurde als
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Referenz das Halbstufenpotential von KsFe(CN)s in M9-Medium ohne pHBA bestimmt (0,205 V)
(Abbildung 46 B).

Nach Aufnahme jedes CVs wurde die pHBA-Konzentration im Medium mittels HPLC bestimmt.
Durch die Erh6hung der Mediatorkonzentration kam es zu einer Verdiinnung des Mediums, die durch
genaue Bestimmung der zugegebenen und entnommenen Volumina bei der Berechnung der pHBA-
Masse berlicksichtigt wurde (Abbildung 47). Diese Ergebnisse zeigten, dass es zu keiner signifikanten
Anderung der Masse kam - weder durch elektrochemische Reaktionen mit der Elektrode, noch durch
chemische Redoxreaktionen mit KsFe(CN)gs oder KsFe(CN)s.
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Abbildung 47 Elektrochemische Reaktionen und chemische Redoxreaktionen von pHBA bei Anoden-
atmung: Dargestellt sind die im Medium vorhandene Mengen an pHBA. Die durch die
Erhohung der Mediatorkonzentration verursachte Verdiinnung des Mediums wurde durch
genaue Bestimmung der zugegebenen und entnommenen Volumina bei der Berechnung der
pHBA-Masse bericksichtigt.

Diskussion

Fir die CV des M9-Mediums mit pHBA und ohne Mediator konnte keine Ausbildung anodischer oder
kathodischer Spitzenstrome festgestellt werden. Dies zeigt, dass es im untersuchten Potentialbereich
von -0,100 V bis +0,500 V zu keiner Oxidation oder Reduktion von pHBA an der Elektrode kam. Eine
elektrochemische Reaktion an der Elektrodenoberfléche, die zur Verminderung von pHBA gefiihrt

haben konnte, kann somit ausgeschlossen werden.

Das zyklische VVoltammogramm von KsFe(CN)s in M9-Meidum ohne pHBA zeigte anodische und
kathodische Spitzenstrome, die der anodischen Oxidationsreaktion von KsFe(CN)s zu KsFe(CN)s und
der kathodischen Reduktionsreaktion von KsFe(CN)s zu KsFe(CN)es zugeordnet werden konnen.
Gleichfalls, zeigten die CVs des Mediums mit pHBA und KsFe(CN)s anodische und kathodische
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Spitzenstrome. Die aus den Spitzenstrompotentialen bestimmten Halbstufenpotentiale von KsFe(CN)s
im M9-Medium mit pHBA wichen um maximal 5% vom Halbstufenpotential von KsFe(CN)s im M9-
Medium ohne pHBA ab. Dies zeigt, dass es sich bei den jeweiligen Spitzenstromen im M9-Medium
mit pHBA und KsFe(CN)s um die anodische Oxidationsreaktion von KiFe(CN)s zu KsFe(CN)s und
kathodische Reduktionsreaktion von KsFe(CN)s zu KiFe(CN)g handelt.

Da fur die funf CVs jedes Ansatzes keine Verschiebung der Halbstufenpotentiale und keine
Ausbildung weiterer Spitzenstrome beobachtet werden konnte, kénnen vor- und nachgelagerte

Reaktionen von pHBA mit KsFe(CN)s als auch KsFe(CN)s ausgeschlossen werden.

Die durchgefilhrte HPLC Analyse der pHBA-Konzentrationen bestétigte, dass es zu keiner
Umsetzung von pHBA kam. Weder durch elektrochemische Reaktionen mit der Elektrode, noch durch
chemische Redoxreaktionen mit KsFe(CN)s und KsFe(CN).

8.2.2 Umsetzung von pHBA mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC

Nachdem chemische und elektrochemische Reaktionen zwischen pHBA, KsFe(CN)s und der
Elektrode ausgeschlossen werden konnten, wurde die Metabolisierung von pHBA durch P. putida
KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC untersucht. P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC wurde dazu unter
aeroben Bedingungen im Schiittelkolben im Dreifachansatz kultiviert. Die Biomassekonzentration
wurde photometrisch bestimmt, die pHBA-Konzentration mittels HPLC. Das definierte M9-Medium
enthielt als einzige Kohlenstoffquelle pHBA. Die Vorkultur wurde in LB-Medium hergestellt. VVor der
Inokulation wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, um eine Verschleppung anderer
Kohlenstoffquellen aus dem Komplexmedium der Vorkultur zu vermeiden.

Wie Abbildung 48 zeigt, kam es innerhalb von 24 h zu einer Erhéhung der Biomassekonzentration

um 0,057 g L, wéhrend sich die pHBA-Konzentration um 0,082 g L verminderte.
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Abbildung 48 Untersuchung der Metabolisierung von pHBA durch P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC.
Dargestellt sind Biomassekonzentrationen (A) und pHBA-Konzentrationen (B) fur
Satzprozesse mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im 1 L-Schittelkolben (Dreifach-
ansatz) in M9-Medium mit pHBA als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle. Arbeitsvolumen
200 mL.

Diskussion

Die Untersuchungen der Metabolisierung von pHBA durch P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC
zeigten, dass dieser Stamm trotz der Deletion des Gens pobA zur Metabolisierung von pHBA in der
Lage ist. Im Metabolismus von P. putida KT2440 kommt pHBA als Reaktant in drei enzymatisch

katalysierten Reaktionen vor.

Bei der ersten Reaktion handelt es sich um die Synthesereaktion ausgehend von Chorismat tber die
Chorismat-Pyruvat-Lyase, die durch das Gen ubiC kodiert wird. Die Chorismat-Pyruvat-Lyase kann
in P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC mittels der entsprechenden Gensequenz im Vektor pSEVA
tiberexprimiert werden. Diese Reaktion ist reversibel und kénnte so die Metabolisierung von pHBA
ermoglichen.

Bei der zweiten Reaktion handelt es sich um die durch die Deletion von pobA unterbrochene
Umsetzung von pHBA zu 3,4-Dihydroxybenzoat durch die 4-Hydroxybenzoat-5-Hydroxymono-
oxygenase. Ein Abbau von pHBA iber den Ortho-Weg sollte somit ausgeschlossen sein.

Bei der dritten Reaktion werden pHBA und Polyprenyldiphosphat iber die Hydroxybenzoat-
Polyprenyltransferase, die durch das Gen ubiA kodiert wird, zu 3-Polyprenyl-4-Hydroxybenzoat

umgesetzt. 3-Polyprenyl-4-Hydroxybenzoat ist eine Zwischenstufe der Ubichinol-Synthese.

Da keine weiteren Reaktionen mit pHBA als Reaktant gefunden wurden, wird pHBA entweder Uber
den Ubichinol-Synthese-Weg abgebaut oder Uber die Umsetzung mit Pyruvat zu Chorismat mittels

der Chorismat-Pyruvat-Lyase.
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9 Untersuchung der Anodenatmung in einem RuUhrkessel-

reaktor

Nachdem durch die Identifikation eines geeigneten Mediators flir den externen Elektronentransfer die
Grundvoraussetzung fir die Anodenatmung von P. putida KT2440 geschaffen worden war und fir
die Umsetzung von Citrat der pHBA-Ertrag im Vergleich zum aeroben Satzprozess im Rihrkessel-
reaktor bereits gesteigert wurde, wurden in einem zum bio-elektrochemischen System umgebauten
Rihrkesselreaktor (Elektro-RUhrkesselreaktor) die potentiell limitierenden Prozessparameter

Elektrodenoberflache, Stofftransport und Mediatorkonzentration untersucht.

9.1 Einfluss der Arbeitselektrodenoberflache

Die Arbeitselektrode stellt eine zentrale Komponente jedes bio-elektrochemischen Systems dar. Sie
fungiert wéhrend der Anodenatmung als terminaler anodischer Elektronenakzeptor. In dem hier
untersuchten System erfolgte der Elektronentransfer vom Mikroorganismus zur Elektrodenoberflache
mittels des Mediators KsFe(CN)s. Wie vorhergehende Untersuchungen (Kapitel 7 und 8) gezeigt
haben, kam es zur partiellen Anlagerung von Zellen in Form eines Biofilms auf der
Elektrodenoberflache, wahrend gleichzeitig Zellen in Suspension vorlagen.

Sowohl fur die Zellen in Suspension als auch flr die Zellen im Biofilm auf der Elektrode ist eine
effiziente Oxidation des Mediators an der Elektrodenoberflache wichtig, damit es wéhrend des
Prozesses nicht zu einer vollstdndigen Reduktion des Mediators kommt. Eine vollstandige Reduktion
des Mediators wirde zu einer Limitierung des mikrobiellen externen Elektronentransfers fihren.
Dabei ist zu beachten, dass die Biofilmbildung auf der Elektrodenoberflache zu einer Anderung der
fur den Mediator zuganglichen Oberflache fuhrt und sich mit steigender Biomassekonzentration nicht
nur die pro Zeiteinheit umgesetzte Menge an Mediator (mikrobielle Mediatorreduktionsrate) erhoht,
sondern gleichzeitig auch die zur Regeneration verfligbare Elektrodenoberfldche vermindert wird. Aus
diesem Grund sollte eine Elektrode identifiziert werden, die eine effiziente Oxidation des Mediators
erlaubt und deren Oberflacheneigenschaften gleichzeitig die Biofilmbildung auf der Elektrode
vermindert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden eine Graphit-Stabelektrode, eine Graphit-Blrstenelektrode und eine
Graphit-Vlieselektrode untersucht. Da alle aus demselben Material bestehen, weisen sie identische

elektrochemische Eigenschaften auf. Das Material Graphit ist fiir die Oxidation von KsFe(CN)e gut
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geeignet (zyklisches Voltammogramm von KsFe(CN)e, Kapitel 7.2.3). Der wesentliche Unterschied
zwischen den hier untersuchten Elektroden besteht in den unterschiedlichen Elektrodengeometrien
und -oberflachen (Tabelle 14).

Tabelle 14 Projizierte, geometrische und spezifische Oberflachen der Graphit-Stab-, Graphit-Biirsten-
und Graphit-Vlieselektrode Die projizierten Oberflachen aller Elektroden wurden als
Rechtecke angenommen. Die geometrischen Oberflachen wurden ber die geometrischen
Kdrper Zylinder (Stab- und Birstenelektrode) und Quader (Vlieselektrode) angendhert.
Spezifische Oberflachen wurden mittels Brunauer-Emmett-Teller-Methode bestimmt. Die
Fotos zeigen Graphit-Stab-, Graphit-Birsten- und Graphit-Vlieselektroden vor und nach der
Anwendung zur Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC.

Graphit-Stab Graphit-Burste Graphit-Vlies
Projizierte Oberflache, cm? 5,28 2250 19,87
Geometrische Oberflache, cm? 18,98 159,00 43,50
Spezifische Oberflache, m? kg 0,750" 299 409

Vor der anodischen Anwendung

Nach der anodischen Anwendung

*: Bestimmung basiert auf geometrischer Oberflache und Masse.

Um die verwendeten Elektrodenmaterialien zu charakterisieren, wurden die spezifischen
Elektrodenoberflachen mit der Brunauer-Emmett-Teller-Methode (BET) bestimmt. Die spezifischen
Oberflachen der Birsten- und Vlieselektroden lagen bei 299 m? kg und 409 m? kg* (Tabelle 14). Die
spezifische Oberflache der Stabelektrode war zu gering, um sie mittels BET messen zu kénnen. Sie
wurde deshalb uber die geometrische Oberflache, fiir die ein Zylinder angenommen wurde, und die
gravimetrisch bestimmte Masse abgeschatzt (0,750 m? kg?).
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Die Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Elektrodenoberflachen wurde im 1 L-Ruhrkessel-
reaktor durchgefiihrt, der wie in Kapitel 4.8 beschrieben modifiziert wurde und so als bio-
elektrochemisches System betrieben werden konnte. Die Prozesse wurden bei einer Ruhrerdrehzahl
von 400 rpm durchgefiihrt. Die Prozessparameter pH und Temperatur wurden auf pH 7,0 und 30 °C
geregelt. Substrat-, Biomasse- und KsFe(CN)s-Konzentrationen wurden durch Probenahmen offline
mittels HPLC beziehungsweise photometrisch bei 600 nm (Biomasse) und 420 nm (KsFe(CN)g)
bestimmt. Als Arbeitselektroden wurden eine Graphit-Stab-, eine Graphit-Birsten- und eine Graphit-
Vlieselektrode verwendet. Die Arbeitselektroden wurden auf ein Potential von +0,500 V (versus
Ag/AgCl) polarisiert.

Mit der Inokulation wurde bei der Anodenatmung im Satzverfahren mit P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC innerhalb der initialen 50 h eine Verminderung der Biomassekonzentrationen
festgestellt. Diese betrugen 0,04 g L (Stab-Elektrode), 0,08 g L (Graphit-Biirste) und 0,03 g L*
(Vlies-Elektrode). Im weiteren Prozessverlauf stiegen die Biomassekonzentrationen wieder an. Am
Ende der Prozesse wurden — bezogen auf die Biomasse zum Zeitpunkt der Inokulation — in den
Prozessen mit Stab- und Vlieselektrode Zunahmen von 0,02 g L bestimmt. Im Prozess mit der
Birstenelektrode wurde die Anfangsbiomassekonzentration nicht erreicht (Abbildung 49 A-C).
Wiahrend der Prozesse mit der Birsten- und Vlieselektrode konnte die Bildung von Biofilmen auf den
Elektrodenoberflachen beobachtet werden. Die Biofilmbildung auf Birsten- und Vlieselektrode war
deutlich sichtbar, wahrend auf der Stab-Elektrode makroskopisch keine Biofilmbildung zu beobachten
war (Tabelle 14).

In den Prozessen wurden mit Stab-, Birsten- und Vlieselektrode absolute Stromstdrken (I) von
2,48 mA, 2,47 mA und 6,35 mA erreicht. Die Stromdichten (j) wurden bezogen auf die projizierte
Elektrodenoberflache bestimmt, da dies die am haufigsten verwendete Bezugsgrole darstellt (Sharma
et al., 2014). Die hochste Stromdichte (0,47 mA cm) wurde mit der Stabelektrode erreicht, obwohl
diese Elektrode, unabhdngig von der verwendeten Bezugsoberflache, die Kleinste Elektroden-
oberflache aufweist (Abbildung 49 J). Die fir die Bursten- und Vlieselektrode beobachteten
maximalen Stromdichten lagen bei 0,11 mA c¢cm2 und 0,32 mA cm (Abbildung 49 K, L).
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Abbildung 49  Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im Satzverfahren: Untersuchung
unterschiedlicher Elektroden. Elektroden: Graphit-Stab (o), Graphit-Birste (o), Graphit-Vlies
(A); ci: Konzentration der Komponente i; X: Biomasse; j: Stromdichte bezogen auf die
projizierten Elektrodenoberflachen. Arbeitselektrodenpotentiale: +0,500 V (versus Ag/AgCl),
Arbeitsvolumen: 1 L; Rihrergeschwindigkeit 400 rpm; Temperatur 30 °C.

Fir alle untersuchten Elektroden konnte keine vollstandige Reduktion des Mediators (KsFe(CN)g)
(Abbildung 49 G-I) beobachtet werden, sodass wahrend der kompletten Prozesszeit ein externer

Elektronentransfer von den Zellen zum Mediator stattfinden konnte. Die Verminderung der
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KsFe(CN)s-Konzentration durch die mikrobielle Reduktion zu KiFe(CN)s war mit allen drei
Elektroden vergleichbar. Dabei wurde Citrat unabhéngig von der verwendeten Elektrode zeitlich
linear umgesetzt (Abbildung 49 A-C).

9.1.1 Diskussion

Ziel der oben beschriebenen Untersuchungen mit unterschiedlichen Elektroden war es, eine Elektrode
zu identifizieren, die eine gute Regeneration des Mediators KsFe(CN)s gewahrleistet und die Bildung
von Biofilm vermindert. Dazu wurden drei Graphitelektroden untersucht, die sich deutlich in ihren
Oberflachen unterschieden. Es handelte sich hierbei um eine massive, nicht-porése Graphit-
Stabelektrode, sowie um zwei pordse Elektroden (Birsten- und Vlieselektrode) mit hohen
spezifischen Oberflachen. Wie ein Vergleich der spezifischen Elektrodenoberflachen mit
unbehandelten Graphitmaterialien aus der Literatur zeigt, liegen die mittels BET bestimmten

Oberflachen in der zu erwartenden GroRenordnung (Li et al., 2006).

Durch die Wahl des Elektrodenmaterials wurde die Grenzflache zwischen Medium und Elektrode, an
der die Oxidation des Mediators stattfinden kann, fiir die Birsten- und Vlieselektrode bezogen auf die
spezifische Oberfl4che der Stabelektrode um das 375-fache (Biirstenelektrode) beziehungsweise das
510-fache (Vlieselektrode) erhdht. Die maximale Stromstérke der Stabelektrode (2,48 mA) war der
der Burstenelektrode (2,47 mA) trotz der signifikant hoheren Oberflache der Blrstenelektrode nahezu
identisch. Die Stromstarke der Vlieselektrode (6,35 mA) erhéhte sich im Vergleich zur Stabelektrode
um 156 %. Publizierte Arbeiten, die den Zusammenhang zwischen der Steigerung von Stromdichten
und der Erhohung der Elektrodenoberflachen beleuchten, zeigen in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen dieser Arbeit, dass sich die Stromdichten, trotz Erhdhungen der Elektrodenoberflache um
das bis zu 10 000-fache, nur um das 2-3-fache steigern lieRen (Harrington et al., 2015; Gnhana-Kumar
etal., 2013; Wei et al., 2011 und Logan et al., 2006).

Eine Erklarung fur die im Vergleich zur OberflachenvergréRerung nur sehr geringe Steigerung der
Stromstérke erlaubt die Gegenlberstellung der Transportvorgidnge an heterogenen chemischen
Katalysatoren: Die wesentliche Einschrankung der heterogenen Katalyse liegt in der begrenzten
Zuganglichkeit der katalytisch aktiven Zentren infolge von Stofftransportlimitierungen. Edukt- und
Produktmolekiile miissen zundchst Diffusionswiderstdnde in der Grenzschicht um die Katalysator-
partikel Uberwinden. Der Stofftransport der Reaktanten zu den aktiven Zentren im Inneren eines
pordsen Katalysatorpartikels erfolgt durch Porendiffusion (Behr et al., 2010). Der mediatorvermittelte
Elektronentransfer stellt eine ebensolche heterogene Reaktion dar. Werden pordse Elektroden
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verwendet, kommt es neben der Diffusion in der Grenzschicht auch zur Porendiffusion. Durch die
Einstellung von Porengrofle (effektiver Diffusionskoeffizient in den Katalysatorporen, D) und
Partikeldurchmesser  (charakteristische Lange, L) in Abhéngigkeit von der Reaktions-
geschwindigkeitskonstante (k) und der Konzentration des Reaktanten an der Oberflache (cor) kdnnen
Aktivitatsbeeintrachtigungen durch Porendiffusion vermindert werden (Behr et al., 2010). Uber den
Thiele-Modul @ mit

®=1L- /(k-cggl)/De 32

kann basierend auf diesen Parametern abgeschétzt werden, ob die Reaktionsrate (& < 0,1) oder aber
die interne Diffusion (@ > 3) die Reaktion limitiert (Speight und Oziim, 2001). Entsprechend
Gleichung 32 ist zu erwarten, dass die Porendiffusionswiderstande proportional mit der GréRe des

Katalysators (hier der Elektrode) L steigen, wenn k, cor und De konstant bleiben.

Auf den Oberflachen der Biirsten- und Vlies-Elektrode wurde Biofilmbildung beobachtet, die den
Stofftransport des Mediators zur Elektrodenoberflache und zuriick in das Medium zusétzlich
vermindert. Spatestens mit der Biofilmbildung steigen Diffusionswiderstdnde so stark an, dass die
hohe spezifische innere Oberflache portser Elektroden fir die Regeneration des Mediators

vernachlassigt werden kann und nur die duBere (geometrische) Oberflache zur Verfligung steht.

Dies weist darauf hin, dass eine glatte, dem Mediator gut zugéngliche Elektrodenoberflache flr die
Anwendung in mediatorvermittelten bio-elektrochemischen Systemen vorteilhaft sein sollte und
hochpordse Elektroden mit Biofilm keine signifikanten Vorteile bieten. Anhand der Ergebnisse konnte
dies bestétigt werden, da die Abnahmen der KsFe(CN)s-Konzentration durch die mikrobielle
Reduktion zu KsFe(CN)s sowie die maximalen Stromstérken mit allen drei Elektroden vergleichbar

waren.

Durch die Biofilmbildung wurde der Stofftransport von Substrat und Stoffwechselprodukten zu den
Zellen im Biofilm beziehungsweise vom Biofilm ins Medium ebenfalls beeintrachtigt. Es ist
anzunehmen, dass dies eine Ursache fir die lineare Umsetzung des Substrates Citrat darstellt.
Allerdings wurde auch im Satzprozess mit der Stabelektrode, auf der kein sichtbarer Biofilm gebildet
wurde, eine lineare Verminderung der Citrat-Konzentration beobachtet. Eine Limitierung des externen

Elektronentransfers durch eine vollstdndige Reduktion von Kz;Fe(CN)s wurde in keinem der Prozesse
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beobachtet und kann somit ausgeschlossen werden. Es bleibt somit zu vermuten, dass die Zellen im

Medium ebenfalls stofftransportlimitiert waren.

Die Steigerung des Stofftransportes sollte im Folgenden durch die Erh6hung der Ruhrerdrehzahl
untersucht werden. Die Untersuchungen wurden mit der Graphit-Stabelektrode durchgefuhrt. Fur die
Wahl der Stabelektrode sprachen die folgenden Griinde:

o Keine Biofilmbildung:

- Genaue Bestimmung der Biomassekonzentration und spezifischer Reaktionsraten, da
die Biomassekonzentration im Reaktor zu jedem Prozesszeitpunkt ermittelt werden
kann und keine Zellen durch Anlagerung auf der Elektrodenoberflache
unbertcksichtigt bleiben.

- Eine wéhrend des Prozesses gleichbleibende Grenzflache zwischen Medium und
Elektrodenoberfléche, an der die Oxidation des Mediators stattfinden kann.

e Keine Porendiffusion

o Eine definierte Positionierung im Reaktor
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9.2  Einfluss eines erhdhten Stofftransportes auf die Anodenatmung von
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC

Der Einfluss des Stofftransportes auf die Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC
wurde in zwei Satzprozessen untersucht, in denen die Rihrergeschwindigkeit variiert wurde. Als
Avrbeitselektrode wurde in beiden Experimenten eine Graphit-Stabelektrode verwendet. Die Versuche
wurden im modifizierten 1,8 L-Rihrkesselreaktor durchgefiihrt. Biomasse- und KsFe(CN)e-
Konzentrationen wurden photometrisch bestimmt. Citrat- und pHBA-Konzentrationen wurden mittels
HPLC gemessen. Der pH wurde auf pH 7,0 geregelt.

Dabei wurde die Riihrergeschwindigkeit beginnend bei einer Prozesszeit von 120 h innerhalb von 30 h
schrittweise von 400 rpm (volumenspezifischer Leistungseintrag 0,61 W L™?) auf 700 rpm
(3,27 W LY erhoht. Im Referenzprozess wurde fiir die gesamte Prozesszeit eine konstante

Ruhrergeschwindigkeit von 400 rpm eingestellt (Abbildung 50 A).

Innerhalb der ersten 120 h waren die Ruhrergeschwindigkeiten in beiden Prozessen auf 400 rpm
eingestellt und die Verlaufe von Substrat-, Biomasse-, pHBA- und KsFe(CN)s-Konzentrationen

zeigten vergleichbare Verldaufe. Ebenso wurden ahnlich Stromdichten gemessen.

Fur den Zeitraum zwischen 120 h und 150 h wéhrend der Ruhrerdrehzahlerhéhung von 400 rpm auf
700 rpm konnte eine Verdopplung der Biomassekonzentration festgestellt werden (Abbildung 50 E)
Zwischen 150 h und 250 h konnte eine weitere Zunahme der Biomassekonzentration auf 0,92 g L™
beobachtet werden, sodass zu Prozessende ein Biomasseertrag von 0,14 molCx molC-cius bestimmt
wurde. Im Referenzprozess bei 400 rpm erhohte sich die Biomassekonzentration wahrend des

Prozesses von 0,11 g Lt auf 0,14 g L.

Wahrend innerhalb der ersten 120 h bei 400 rpm 1 g L™ Citrat von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-
ubiC umgesetzt wurde, wurden bei erhohter Rihrerdrehzahl in den folgenden 120 h bis zu
Prozessende die verbleibenden 4,5 g L? Citrat vollstandig metabolisiert (Abbildung 50 B). Im
Referenzprozess wurden zu Prozessende noch 3,27 g L (Ypheas = 0,14 mmolgnea mOlelitrat) Citrat

erreicht.

Mit der Erhéhung der Riihrerdrehzahl nach 120 h konnte ein Ubergang von linearer zur exponentieller

pHBA-Produktion beobachtet werden und die pHBA-Konzentration stieg innerhalb von 30 h um



144

Untersuchung der Anodenatmung in einem Rihrkesselreaktor

0,8 mg L an wahrend in den ersten 120 h bei 400 rpm nur 1 mg L* gebildet worden war (Abbildung

50 B). Ab einer Prozesszeit von 170 h konnte dann eine Abnahme der pHBA-Konzentration

beobachtet werden. Im Referenzprozess nahm die pHBA-Konzentration linear zu und erreichte zu

Prozessende eine Konzentration von 3,27 mg L.
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Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im Satzverfahren im Rihr-

kesselreaktor: Einflusse erhdhter Rihrergeschwindigkeit und Mediatorkonzentrationen auf

die Anodenatmung. Gestrichelte Linie und o: Konstante Rihrergeschwindigkeit (n

400 rpm); Schwarze Linie und m: Erhéhte Rihrergeschwindigkeit (n = 400 rpm bis 700 rpm).
Pfeile in Abbildung D zeigen manuelle Zugaben von KsFe(CN)e. ci: Konzentration der
Komponente i; X: Biomasse; j: Stromdichte bezogen auf die projizierte Elektrodenoberflache.
Avrbeitselektrodenpotential: +0,500 V (versus Ag/AgCl), Arbeitsvolumen: 1 L; Temperatur

30 °C; pH 7,0.
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Nachdem bei einer Prozesszeit von 150 h die maximale Rihrerdrehzahl erreicht worden war, wurde
KsFe(CN)s bis zu einer Prozesszeit von 250 h mehrfach manuell zugegeben, um eine vollstandige
Reduktion des verfiigbaren Mediators zu vermeiden (Abbildung 50 D, G). Zu Prozessende wurde so
eine Mediator-Konzentration von 43 mM erreicht. Im Referenzprozess war eine KsFe(CN)s-Zugabe
bis Prozessende nicht notwendig.

Mit der Erhéhung der Rihrerdrehzahl stieg die Stromdichte steil an bis bei einer Prozesszeit von 195 h
wurde eine konstante Stromdichte von 8,57 mA cm2 gemessen wurde (Abbildung 50 D). Obwohl zu
diesem Zeitpunkt noch Citrat vorhanden war und 6 mM KsFe(CN)g vorlagen, konnte kein weiterer
Stromanstieg beobachtet werden. Im Referenzprozess wurde eine maximale Stromdichte von

0,8 mA cm erreicht.

Im Vergleich zum Referenzprozess, der bei 400 rpm durchgefiihrt wurde, konnte der Biomasseertrag
durch die Erhéhung der Rduhrerdrehzahl auf 700 rpm um einen Faktor von 14 von
0,01 molCx molC¢ivarauf 0,14 molCx molC-cira gesteigert werden. Die Stromdichte wurde um einen
Faktor von 9,4 von 0,91 mA cm? auf 8,57 mA cm erhoht. Die spezifische Substrataufnahmerate
erhohte sich von 0,42 mmol (gx h)*auf 0,66 mmol (gx h)™* um 57 %.

Wie oben bereits beschrieben wurde, wurde im Satzprozess mit erhéhter Rihrergeschwindigkeit zu
Prozessende kein pHBA mehr nachgewiesen (Abbildung 50 C). Die Abnahme der pHBA-
Konzentration begann ab einer Prozesslaufzeit von 170 h. Zu diesem Zeitpunkt betrug das Verhaltnis
KsFe(CN)s zu KsFe(CN)s 0,08 MM mM™ (In (Cksre(cnys/Crarecnys) = -2,5) (Abbildung 50 F). Fur den
Referenzprozess wurde zu diesem Zeitpunkt ein Verhaltnis von 2,5 mM mM- (In(Cksre(cnys/Ckarecnys)
=0,95) gemessen, das im weiteren Prozessverlauf langsam auf 0,44 mM mM- (In (Cksre(cnys/Ckare(cnys)
= -0,82) abnahm. Das Verhéltnis Ckarecnys/Crareccnys War im Referenzprozess somit immer um

mindestens das 5,5-fache groRer als im Prozess mit erhdhter Rithrerdrehzahl.

9.2.1 Diskussion

Im Rahmen des oben beschriebenen Versuches sollte der Einfluss des Stofftransportes auf die
Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im Satzverfahren untersucht werden. Die
Erhéhung des Stofftransportes wurde durch eine Steigerung der Rihrerdrehzahl von 400 rpm
(0,61 W L) auf 700 rpm (3,27 W L}) erreicht und konnte die Anodenatmung von P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC signifikant verbessern. Es wurde eine um 57 % schnellere Citrat-Umsetzung
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sowie Steigerungen des Biomasseertrags und der Stromdichte um das 14-fache und das 9,4-fache
erreicht.

Allerdings kam es nach einer Prozesslaufzeit von 170 h zu einer Abnahme der pHBA-Konzentration,
die fiir den Referenzprozess nicht beobachtet werden konnte. Der Vergleich der Satzprozesse zeigte,
dass das Verhéltnis Cksrecnys/Ckarecnys im Referenzprozess um das 5,5-fache groRer war als im Prozess
mit erhdhter Rihrerdrehzahl. Es wurde eine gleichzeitige Verminderung der pHBA-Konzentration
und des Verh&ltnisses Ckare(cn)s/Crarecnys DeObachtet, was auf einen Zusammenhang hindeutet. Eine
Erklarung dieser Beobachtung ist méglich, wenn man zwischen dem Potential der Anode und dem

Redoxpotential im Medium unterscheidet.

Uber das Potential der Anode kdnnen Zellen beeinflusst werden, die sich in der unmittelbaren Nahe
der Elektrode befinden und ihre Elektronen tber direkten Kontakt zur Elektrode (Anode) abgeben
kénnen. Uber das Potential der Elektrode kann somit nur fiir Mikroorganismen, die (iber einen direkten
Elektronentransfermechanismus verfligen, geregelt werden, welche Redoxreaktionen an der Elektrode
mdoglich sind. P. putida KT2440 bendtigt jedoch einen Mediator (KsFe(CN)g), der den externen
Elektronentransfer vermittelt (Kapitel 7). Uber das Potential der Elektrode, das vom Potentiostaten
eingestellt wird, kann demnach nur die Regeneration des Mediators nach der folgenden

Reaktionsgleichung (Tabelle 15) beeinflusst werden.

Tabelle 15 Redoxreaktion an der Anode bei mediatorvermittelter Anodenatmung. Die Redoxreaktion ist
nach der IUPAC-Konvention angeben. [Mrq]: Konzentration der reduzierten Mediatorspezies;
[Mox]: Konzentration der oxidierten Mediatorspezies; Eanoge: Potential der Anode; Ki:
Gleichgewichtkonstante der Redoxreaktion.

Redoxreaktion Potential Gleichgewichtskonstante
M fe™ z
Mred = Mox + 2 € Eanode Kanode = [Moy] - [e7]
[Mred]

Im Medium, also in groBerer Entfernung zur Elektrode, finden zwei weitere Redoxreaktionen I und Il
(Tabelle 16) statt, die das Redoxpotential im Medium bestimmen. Wird Reaktion Il von Reaktion |
subtrahiert, ergibt sich Reaktion Ill. Reaktion Il beschreibt die Umsetzung von Substrat zu Produkt

und Biomasse durch den Mikroorganismus unter Verbrauch von oxidiertem Mediator.
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Tabelle 16 Redoxreaktionen im Medium bei mediatorvermittelter Anodenatmung. Die Redoxreaktionen
sind nach der IUPAC-Konvention angeben. [S]: Substratkonzentration; [P]: Produkt-
konzentration; [X]: Biomassekonzentration; [Mrq]: Konzentration der reduzierten Mediator-
spezies; [Mox]: Konzentration der oxidierten Mediatorspezies; E;: Potential der Redoxreaktion;
Ki: Gleichgewichtkonstante der Redoxreaktionen I und Il

Redoxreaktion Potential Gleichgewichtskonstante

[P]-[X]-[e]”
[S]

[Mox] ' [e—]z
[Mred]

| SoP+X+ze E; K, =

“ Mred e Mox + YA e_ EII KII =

i S+ Mox—> P+X+ Mred EMedium = EI - EH

Jede der Halb-Reaktionen | und Il besitzt ein Redoxpotential E, und E;, Uber die die Triebkraft des
gesamten Redoxsystems berechnet werden kann. Die Triebkraft entspricht dem Redoxpotential im
Medium Emegium und ist die Differenz von E, und Ey;:

33

EMedium = E1 — En
Ist E/ = Eu, befindet sich die Reaktion im Gleichgewicht und das thermodynamische

Gleichgewichtspotential im Medium (Eyeqium= E¢ - E£v) kann durch Einsetzen der Nernst-Gleichung

(Kapitel 3.1) wie folgt berechnet werden:

) Mo [ 17151\ _R-T [ [My]-[S]
EMedium F In <[Mred] [P1-[X]- [e‘]Z> " z-F In ([Mred] - [P]- [X]> 3

EP Redoxpotential im thermodynamischen Gleichgewicht, V
R Allgemeine Gaskonstante, R = 8,314 J (mol K)*
Temperatur, K
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z Ladungszahl, -

F Faraday-Konstante, F =96 485,34 C mol™

Ki Gleichgewichtskonstante der Reaktionen | und 11, Einheit abhéngig
von der Reaktionsordnung

[Mox] Konzentration der oxidierten Mediatorspezies, g L™

[Mreq] Konzentration der reduzierten Mediatorspezies, g L™

[S] Substratkonzentration, g L

[P] Produktkonzentration, g L™

[X] Biomassekonzentration, g L™

Gleichung 36 erlaubt die Berechnung des Redoxpotentials im Medium im thermodynamischen
Gleichgewicht, das jedoch in lebenden Zellen nie erreicht werden kann (da ,,.Leben“ durch die
Eigenschaft charakterisiert ist, einen Zustand auBerhalb des thermodynamischen Gleichgewichts
einzunehmen und ,,Tot“ durch das Erreichen des thermodynamischen Gleichgewichtes definiert ist
(Balakireva et al., 1974; Kjaergaard, 1977)). Die Gleichung zeigt dennoch, dass das Redoxpotential
im Medium eine Funktion des Verhaltnisses oxidierter zur reduzierter Mediatorkonzentration und der

mikrobiellen Aktivitat ist.

Durch die Erhéhung des Stofftransports kam es zu einer Zunahme der Biomassekonzentration und
damit zu einer erhdhten Reduktion des Mediators, sodass dieser an der Elektrode nicht mehr in
ausreichendender Geschwindigkeit regeneriert werden konnte. Dies fuhrte hdchstwahrscheinlich zu
einer Verschiebung des Redoxpotentials im Medium, das sich mit dem Verhaltnis Ckarecnys/Crarecnys
anderte. Durch eine Anderung des Redoxpotentials im Medium kann der mikrobielle Stoffwechsel
beeinflusst werden (Peguin und Soucaille, 1996). Dies konnte zu der beobachteten Verstoff-
wechselung von pHBA (Abbildung 50 C) gefihrt haben.

Da schon von Peguin und Soucaille (1996) beschrieben wurde, dass Redoxpotentialanderungen im
Medium in einem bio-elektrochemischen System einen deutlichen Einfluss auf das Produktspektrum
von Clostridium acetobutylicum hatten, wurde in den weiteren Versuchen zusétzlich eine galvanisch
getrennte Redox-Sonde verwendet. Diese erlaubt eine online-Messung des Redoxpotentials im
Medium. Damit sollte der Zusammenhang zwischen dem Verhaltnis Ckarecnys/Ckarecnys, dem Redox-

potential im Medium und dessen Einfluss auf die Mikroorganismen untersucht werden.
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9.3 Einfluss des Redoxpotentials im Medium auf die Anodenatmung von
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC

Da vorhergehende Untersuchungen (Kapitel 9.2) einen Einfluss des Redoxpotentials im Medium auf
die Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC vermuten lieBen, wurde dies in einem
weiteren Experiment untersucht. Anstelle des zuvor verwendeten 1,8 L-Riihrkesselreaktors wurde ein
3,6 L-Rihrkesselreaktor eingesetzt. Dies war notwendig, da im 1,8 L-Ruhrkesselreaktor keine freie
Deckeldurchfiihrung fiir die zusatzliche Redox-Sonde mehr verflighar war. Die Redox-Sonde erlaubte
eine genaue Bestimmung des Redoxpotentials im Medium. Dieses kann zusétzlich zum Mediator auch
durch die Zellen, den pH und die Bildung von Nebenprodukten beeinflusst werden. Das Potential des
Mediums (Emedivm) Wird bezogen auf das Potential der Ag/AgCl-Referenz angeben. Der Reaktor wurde
mit einer Rihrerdrehzahl von 400 rpm betrieben. Die Prozessparameter pH und Temperatur wurden
auf pH 7,0 und 30 °C geregelt. Das Arbeitsvolumen betrug 2,5 L. Substrat-, Biomasse- und
KsFe(CN)s-Konzentrationen wurden durch Probenahmen offline mittels HPLC beziehungsweise
photometrisch bei 600 nm (Biomasse) und 420 nm (KsFe(CN)e) bestimmt. Als Arbeitselektroden
wurde eine Graphit-Stabelektrode verwendet, die auf +0,500 V (versus Ag/AgCl) polarisiert wurde.

Der im Medium enthaltene Mediator (KsFe(CN)s, 3 mM) wurde vor der Inokulation tber Nacht
oxidiert. Zu Prozessbeginn wurde im Medium ein Potential von +375 mV gemessen (Abbildung 51
A). Dieser Wert ist um 22 % geringer als das Uber die Nernst-Gleichung unter alleiniger

Beriicksichtigung des Mediatorverhéltnisses abgeschatzte Potential von +459 mV.

Der im Folgenden dargestellte Prozess I&sst sich in vier Phasen aufteilen (Abbildung 51).

Phase |

Waéhrend Phase I, die mit der Inokulation beginnt, befanden sich die Zellen in einem Zustand, der eine
schnelle Umsetzung von Citrat erméglichte (Abbildung 51 B). Die Stromdichte stieg schnell an
(Abbildung 51 D) und das Redoxpotential des Mediums sank um etwa 75 mV auf +300 mV
(Abbildung 51 A). Nach einer Prozesszeit von 6 h kam es zur Bildung von pHBA (Abbildung 51 C).
Die Nebenproduktbildung (Malat, Fumarat und ein nicht identifizierter Metabolit) begann direkt mit
der einsetzenden Umsetzung von Citrat (Abbildung 51 F, I, J).
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Abbildung 51  Umsetzung von Citrat mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im anaeroben
Satzverfahren mit Anodenatmung: Einfluss des Redoxpotentials des Mediums auf die
Anodenatmung. (A) Rihrergeschwindigkeit (n; gestrichelte Linie) und Redoxpotential im
Medium (Emedgium; durchgezogene Linie, versus Ag/AgCl); ci: Konzentrationen der
Komponente i; X: Biomasse j: Stromdichte bezogen auf die projizierte Elektrodenoberflache.
Grau hinterlegte Flachen zeigen Phasen unterschiedlicher metabolischer Aktivitat.
Arbeitselektrode: Graphit-Stab; Arbeitselektrodenpotential: +0,500 V (versus Ag/AgCl),
Arbeitsvolumen: 2,5 L; Temperatur 30 °C; pH 7,0.
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Phase 11

Am Anfang von Phase Il (14 h) kam es zu einem plotzlichen Abbruch der Bildung des nicht
identifizierten Metaboliten (Abbildung 51 J). Des Weiteren konnte eine Abnahme der Citrat-
Aufnahme sowie der pHBA- und Fumarat-Bildung beobachtet werden. Die Malat-Konzentration stieg
weiterhin stetig an. Die Biomassekonzentration naherte sich wéhrend Phase Il einem Wert von
0,07 g L't an, der nach 44 h konstant blieb (Abbildung 51 B, C, E, F, I). Nach 40 h erreichten die
Zellen einen zweiten metabolischen Zustand. Dieser zeichnete sich durch eine Verminderung der
Citrat-Aufnahme und einer stetigen Abnahme der Fumarat-Bildung aus. Wahrend Phase Il blieb das

Redoxpotential im Medium unverandert bei +300 mV.

Phase 111

Zu Beginn von Phase 111 (82 h) stagnierte die Fumarat-Bildung bei 1,75 mg L (Abbildung 51 B, ).
Im weiteren Verlauf erreichten die Zellen einen dritten metabolischen Zustand, in dem eine Steigerung
der Citrat-Aufnahme (Abbildung 51 B) und eine Zunahme der Stromdichte (Abbildung 51 D)
beobachtet wurden. Diese fuhrte zu einer Verminderung der Redoxpotentials im Medium um etwa
30 mV auf +270 mV (Abbildung 51 A).

Phase 1V
Am Ende von Phase I1l kam es zu einer erneuten Abnahme der Citrat-Aufnahme (Abbildung 51 B),

sodass ein weiterer Ubergang der Zellen in einen vierten Zustand festzustellen war.

9.3.1 Diskussion

Das Ziel des oben gezeigten Versuchs war es, den Zusammenhang zwischen dem Verhéltnis der
Konzentrationen von oxidierter und reduzierter Mediatorspezies Ckarecnys/Crarecnys, 0em
Redoxpotential im Medium und dessen Einfluss auf den Mikroorganismus zu untersuchen. Dabei
wurde zundchst festgestellt, dass sich das mittels Redox-Sonde experimentell bestimmte
Redoxpotential im Medium vor der Inokulation (+375 mV, Abbildung 51 A) von dem nach der Nernst-
Gleichung unter alleiniger Beriicksichtigung des Mediators abgeschatzten Potentials (+459 mV,
Kapitel 9.3) um 22 % unterschied. Dies zeigt, dass im verwendeten M9-Medium weitere redoxaktive

Komponenten vorhanden sind und das Redoxpotential im Medium beeinflussen.

Mit der Inokulation kam es innerhalb von 120 h zu einer Verminderung des Redoxpotentials von

+375 mV auf +270 mV. Mit der Abnahme des Redoxpotentials konnte gleichzeitig die Verminderung
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der KsFe(CN)s-Konzentration beobachtet werden. Dies weist darauf hin, dass die Redoxpotential-
anderungen, wie zuvor vermutet tatsdchlich durch die Verschiebung des Verhaltnisses
Ckare(cN)s/Ckare(cnys hervorgerufen werden.

Wéhrend des Satzverfahrens konnten vier Phasen unterschiedlicher metabolischer Aktivitét
identifiziert werden. Dabei reichte eine Anderung des Redoxpotentials im Medium um etwa 30 mV
in Phase 111 aus, um den Metabolismus zu beeinflussen. Fiir C. acetobutylicum fiihrte eine Anderung
des Redoxpotentials im Medium um 22 mV zu drastischen Anderungen des Metabolismus (Peguin
und Soucaille, 1996). Verglichen mit dieser Beobachtung von Peguin und Soucaille (1996) kdnnten
die geringen Potentialanderungen im Medium durchaus ausreichend sein, um zu Anderungen der

metabolischen Aktivitat zu fihren.

Da uber das Redoxpotential im Medium die Verteilung der Stoffwechselprodukte im Medium
beeinflusst wird, sollte es mdglich sein, dies fur die Verbesserung der pHBA-Produktion in anaeroben
Satzprozessen mit Anodenatmung zu nutzen. Dazu ist die Identifikation eines Redoxpotentials im
Medium notwendig, das die pHBA-Bildung begiinstigt. Ein solches Redoxpotential sollte im

Folgenden identifiziert werden.
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9.4 Identifikation verbesserter Prozessbedingungen fir die pHBA-Bildung bei

Anodenatmung

Wie in Kapitel 9.3 gezeigt werden konnte, beeinflusst das Redoxpotential im Medium die Verteilung
der Stoffwechselprodukte. Dies sollte genutzt werden, um die pHBA-Produktion im anaeroben
Satzprozess mit Anodenatmung zu verbessern. Gleichzeitig konnte in Kapitel 9.2 gezeigt werden, dass
eine Verbesserung des Stofftransportes durch Erhéhung der Rihrerdrehzahl zu einer Steigerung der
metabolischen Aktivitét fihrt. Im Rahmen des im Folgenden dargestellten Versuches sollten deshalb
beide Prozessvariablen betrachtet werden. Dazu wurde das Redoxpotential im Medium mit einer
Redox-Sonde gemessen und die Ruhrergeschwindigkeit variiert. Es sollten Bedingungen identifiziert
werden, die Phasen mit hoher metabolischer Aktivitat beztiglich der pHBA-Bildung ermdglichen. Bei
den im Folgenden dargestellten Ergebnissen handelt es sich um den Prozesszeitraum von 120 h —

580 h des in Kapitel 9.3 beschriebenen Prozesses.

Wie aus Abbildung 52 ersichtlich, wurde die hdchste metabolische Aktivitat fir eine Ruhrer-
geschwindigkeit von 700 rpm (2,93 W L) und einem Redoxpotentialbereich zwischen +180 mV und
+270 mV (versus Ag/AgCI) bestimmt (Abbildung 52 A). Diese auf3erte sich in einem steilen Anstieg
der Stromdichte, der Zunahme von Biomasse-, Malat-, und pHBA-Bildung sowie der Citrat-
Aufnahme und einer deutlichen Verminderung von KsFe(CN)s durch die mikrobielle Reduktion zu
KsFe(CN)s (Abbildung 52 B-H). AulRerdem wurde das zuvor gebildete Fumarat verstoffwechselt
(Abbildung 52 1).
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Abbildung 52 Anodenatmung im Satzverfahren mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC im Rihrkessel-

reaktor: Messung des Redoxpotentials im Medium bei unterschiedlichen Rihrer-
geschwindigkeiten wéhrend der Produktion von pHBA. (A) Rihrergeschwindigkeit (n;
gestrichelte Linie) und Redoxpotential im Medium (Emegium; durchgezogene Linie, versus
Ag/AgCI). ci: Konzentrationen der Komponente i; X: Biomasse; j: Stromdichte bezogen auf
die projizierte Elektrodenoberflache. Grauer Hintergrund: Reaktionsbedingungen, bei denen
eine schnelle und stetige pHBA-Bildung beobachtet wurde. Arbeitselektrode: Graphit-Stab;
Avrbeitselektrodenpotential: +0,500 V (versus Ag/AgCl), Arbeitsvolumen: 2,5 L; Temperatur
30 °C; pH 7,0.
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9.4.1 Diskussion

Das Ziel des dargestellten Versuchs war die Identifikation von Prozessbedingungen (Redoxpotential
im Medium und Ruhrergeschwindigkeit), die die pHBA-Bildung im Elektro-Rihrkesselreaktor
beginstigen. Es wurde ein fur die pHBA-Bildung vorteilhafter Redoxpotentialbereich identifiziert.
Dieser lag zwischen +180 mV und +270 mV (versus Ag/AgCI) bei einer Ruhrergeschwindigkeit von
700 rpm.

Verglichen mit dem Redoxpotential von Sauerstoff, das bei +623 mV (versus Ag/AgCl) liegt,
erscheint die untere Grenze des Potentialbereichs von +180 mV (versus Ag/AgCl) gering. Dieses
Potential ist jedoch groRer als alle Redoxpotentiale der in Mikroorganismen vorkommenden
Cytochrome (Kapitel 3.3.1). Somit kdnnte angenommen werden, dass innerhalb des identifizierten
Potentialfensters die Oxidation aller Cytochrome moglich ist. Wie von Kracke et al. (2015)
beschrieben, kann es jedoch durch der Veranderung intra- oder extrazelluldren Bedingungen zu
Verschiebungen der Redoxpotentiale der Cytochrome um bis zu 700 mV kommen. Aus diesem Grund
kann nicht endgultig geklart werden, ob in dem angegebenen Potentialfenster tatsachlich alle
Cytochrome, die P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC besitzt, oxidiert werden kénnen.
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9.5 pHBA-Bildung bei Anodenatmung im Ruhrkesselreaktor unter

verbesserten Prozessbedingungen

Im vorhergehenden Versuch wurden Prozessbedingungen (Rihrergeschwindigkeit und
Redoxpotential im Medium) identifiziert, die eine Verbesserung der pHBA-Bildung im Elektro-
Ruhrkesselreaktor ermdglichen sollten. Der Potentialbereich fiir das Redoxpotential im Medium lag
zwischen +180 mV und +270 mV (versus Ag/AgCl) bei einer Ruhrerdrehzahl von 700 rpm. Es wurde
deshalb entschieden, das Redoxpotential auf den Mittelwert dieses Potentialbereichs (+225 mV,
versus Ag/AgCl) zu regeln. Da vorhergehende Versuche gezeigt haben, dass der Mediator mittels der
Graphit-Stabelektrode bei erhohter metabolischer Aktivitat der Zellen nicht mehr schnell genug
regenerieren kann, wurde das Redoxpotential durch eine geregelte Zugabe einer 1 M KsFe(CN)g-

Ldsung kontrolliert.
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Abbildung 53  Schematische Darstellung der Anodenatmung und pHBA-Herstellung mit P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC im Ruhrkesselreaktor. KM: Kationenaustauschermembran; M:
Mediator; ox: Oxidiert; red: reduziert.

Abbildung 53 zeigt eine schematische Darstellung des Prozesses mit Redoxpotentialkontrolle. Die
Umsetzung des Substrates Citrat zu pHBA, CO, und Biomasse wird durch den Mikroorganismus
katalysiert. Um das Konzentrationsverhéltnis der oxidierten und reduzierten Mediatorspezies wahrend
des Satzprozesses zu kontrollieren, wurde KsFe(CN)es (oxidierte Form des Mediators) geregelt
zugegeben. KsFe(CN)s wurde vom Mikroorganismus zu KsFe(CN)e reduziert und an der Anode

wieder oxidiert. Die an die Anode abgegeben Elektronen wurden an der Kathode auf den kathodischen
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terminalen Elektronenakzeptor Sauerstoff (bertragen. Um die Diffusion von Sauerstoff aus der
Kathodenkammer in die anaerobe Anodenkammer zu vermeiden, wurde eine Kationenaustauscher-
membran verwendet. Diese ist fir Protonen und Kationen permeabel. Protonen und Sauerstoff werden
dann an der Kathode zu Wasser reduziert. Die Anodenatmung fand im Rihrkessel statt, die
Kathodenreaktion in der aus Glas angefertigten Kathodenkammer.

Der 3,6 L-Rihrkesselreaktor mit einem Arbeitsvolumen von 2,5 L wurde bei 700 rpm betrieben. Mit
Ausnahme der Redoxpotentialregelung entsprach der Versuchsaufbau dem in Kapitel 9.3 und 9.4
beschriebenen Versuchsaufbau. Zu Prozessbeginn betrug die Mediatorkonzentration 0 mM
(Abbildung 54 H). Das Redoxpotential im Medium wurde erst nach der Inokulation durch
automatische Zugabe einer 1 M KsFe(CN)e-LOsung auf +225 mV (versus Ag/AgCl) geregelt
(Abbildung 54 A). Bis zu einer Prozesszeit von 300 h stieg die Stromdichte von 0,01 mA c¢cm? auf
1 mA cm? (Abbildung 54 D). Wahrend dieser Zeit nahm die Citratkonzentration von 5,4 g L™ auf
3,1 g L't ab (Abbildung 54 B), die pHBA-Konzentration stieg von 0 mg L auf 2,7 mg L (Abbildung
54 C) und die Biomassekonzentration erhéhte sich von 0,17 g L** um 0,03 g L auf 0,20 g L*
(Abbildung 54 E). Die Fumaratkonzentration stieg von 0 mg L* auf 15 mg L (Abbildung 54 1) an
und die Malatkonzentration von 0 g L* auf 2,3 g L™ (Abbildung 54 F). Der zu diesem Zeitpunkt
bestimmte substratspezifische Malatertrag lag bei 0,84 molCwmaia molCE;litrat und zeigt, dass Citrat

innerhalb der ersten 300 h hauptséchlich zu Malat umgesetzt wurde.

Im Folgenden konnte eine Abnahme der Malatbildung beobachtet werden. Diese korrelierte mit einem
Anstieg der Stromstérke und der KsFe(CN)s-Konzentration und einer Abnahme der Fumarat-
konzentration. Bei einer Prozesszeit von 420 h wurde die maximale Malatkonzentration von 3,1 g L™
bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt erreichte die Stromdichte das erste Maximum (7,55 mA cm). Bis zu
einer Prozesszeit von 420 h betrug die spezifische Citrataufnahmerate 0,30 mmol (gx h)?®. Diese
verminderte sich im Folgenden auf 0,15 mmol (gx h)?, was mit einer Abnahme der Stromstarke um
0,6 mA cm korrelierte. Ab einer Prozesszeit von 470 h wurde eine Co-Metabolisierung von Citrat
und Malat beobachtet. Die Fumaratkonzentration nahm ab diesem Zeitpunkt wieder zu. Wéhrend
dieser Phase, die bis zu einer Prozesszeit von 600 h dauerte, erhohte sich die spezifische
Citrataufnahmerate wieder bis auf 0,30 mmol (gx h)*. Die Stromdichte sowie die Biomasse- und
pHBA-Konzentration stiegen ebenfalls an. Die Stromdichte erhéhte sich um 5,6 mA cm? von
6,91 mA cm? auf 12,51 mA cm?, die Biomassekonzentration stieg um 0,24 g L* von 0,27 g L auf
0,52gL? und die pHBA-Konzentration erhohte sich um 27,75mgL? von 8,05mgL? auf
31,5mg L™
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Abbildung 54: Verbesserte Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEV A-ubiC im Rihrkesselreaktor:
Satzprozess bei einer Ruhrergeschwindigkeit von 700 rpm und einer Redoxpotentialregelung
im Medium auf +225 mV (versus Ag/AgCl).(A) Ruhrergeschwindigkeit (n; gestrichelte Linie)
und Redoxpotential im Medium (Emedivm, durchgezogene Linie). (H) Gesamte Menge an
Mediator im Reaktor (o) und Menge des Mediators, die in oxidierter Form vorlag (o). ci:
Konzentrationen der Komponente i; X: Biomasse; j: Stromdichte bezogen auf die projizierte
Elektrodenoberflache. Arbeitselektrode: Graphit-Stab; Arbeitselektrodenpotential: +0,500 V
(versus Ag/AgCl); Arbeitsvolumen: 2,5 L; Temperatur 30 °C; pH 7,0.
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Nach der vollstandigen Umsetzung von Citrat zu einer Prozesszeit von 600 h wurde eine Co-
Metabolisierung von Malat und Fumarat beobachtet. Malat und Fumarat waren nach 640 h vollstandig
umgesetzt. Bis zu einer Prozesszeit von 675 h wurde ein weiterer Anstieg der pHBA-Konzentration
von 315 mgL? auf 36,1 mgL™? beobachtet. Dies korrelierte mit einer Abnahme der
Biomassekonzentration von 0,51 g L™ auf 0,49 g L. Die Freisetzung von Kohlenstoffquellen durch
die Lyse von Zellen konnte die weitere Erhohung der pHBA-Konzentration ermdéglicht haben.
Allerdings lag die Wiederfindung der Elektronen in diesem Zeitraum nur bei 91 % (Abbildung 54 J)
was darauf hinweisen kann, dass es zur Bildung weiterer Nebenprodukte gekommen war, die nicht

identifiziert wurden. Zu Prozessende lagen die integralen substratspezifischen Biomasse- und pHBA-

Ertrdge bei 0,07 molCx molC{;litrat und 9,91 mmolCprea molC;;litrat. Die maximale spezifische
Wachstumsrate lag bei 0,01 h' und die maximale spezifische pHBA-Bildungsrate bei
0,003 mmol (gx h)™.

Fir die vollstandige Oxidation von 1 mol Citrat zu 6 mol CO, werden 18 mol Elektronen benétigt
(CsHgO7 — 6 CO, + 18 H* + 18 €7). Zu Prozessbeginn lagen im Medium 0,07 mol Citrat vor. Wird
Citrat vollstandig zu CO-, oxidiert, kénnten theoretisch 1,32 mol Elektronen an die Anode abgegeben
werden. Wird die Menge an Citrat beriicksichtigt, die durch Probenahme aus dem Reaktor entfernt

wurde, standen wéhrend des Satzprozesses insgesamt 1,18 mol Elektronen zur Verfligung.

Anhand Gleichung 1 kann aus der Menge der Elektronen die theoretisch maximale Ladung
abgeschatzt werden. Diese liegt unter Beriicksichtigung der Entnahme von Citrat durch Probenahmen
aus dem Reaktor bei 113 586 C. Experimentell wurden 1,27 mol Elektronen wiedergefunden, was
einer Ladung von 122 152 C entspricht. Die Abweichung zwischen der theoretisch maximalen Ladung
und der experimentell bestimmten Ladung betrug nach 700 h Prozesszeit 8 %. Die coulombsche
Effizienz, die angibt, welcher Anteil der durch das Substrat zur Verfligung gestellten Elektronen an
die Elektrode abgegeben wurde, lag bei 72 %. 1,3 % der Elektronen wurden fur die Bildung von pHBA

verwendet und 16 % fiir die Bildung von Biomasse.

Bis zum Zeitpunkt des vollstdndigen Substratverbrauchs nach 640 h wurde eine Ladung von 44 748 C
gemessen, die an die Elektrode abgegeben wurde. Aus Gleichung 1 ergibt sich, dass auf diese Weise
wéhrend des Prozesses 463 mmol K4Fe(CN)g an der Elektrode oxidiert wurden. 81 mM KsFe(CN)g —
beziehungsweise 161 mmol KsFe(CN)s bei dem Mediumvolumen von 2 L zu diesem Zeitpunkt —
lagen zu einer Prozesszeit von 640 h noch als KsFe(CN)g vor, sodass insgesamt 624 mmol KsFe(CN)s

wéhrend des Prozesses reduziert wurden. Insgesamt betrug die KsFe(CN)s-Konzentration zu
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Prozessende im Reaktor 140 mM, was bei dem Mediumvolumen von 2 L zu diesem Zeitpunkt
280 mmol KsFe(CN)s entspricht (Abbildung 54 H).

Anhand der maximalen Stromstérke (Imax = 66,28 mA), die ebenfalls nach 640 h erreicht wurde, I&sst
sich die maximale Oxidationsrate von KiFe(CN)s nach Gleichung 5 (Kapitel 3.1.3) berechnen, die bei
0,041 mmol h liegt. Die Stromstarke nahm nicht wie in vorherigen Prozessen einen konstanten Wert
an. Daher kann angenommen werden, dass die Oxidationsrate von KsFe(CN)e der mikrobiellen
Reduktionsrate von KsFe(CN)s entspricht. Bezogen auf die gesamte Biomasse im Reaktor (1,03 gx)
zum Zeitpunkt der maximalen Oxidationsrate von KsFe(CN)s nach 640 h lag die maximale spezifische
mikrobielle Reduktionsrate von KsFe(CN)g bei 0,040 mmol (gx h)™.

9.5.1 Diskussion
Durch die Regelung des Redoxpotentials im Medium war es in dem oben dargestellten Versuch

maoglich, den pHBA-Ertrag im Vergleich zum Satzprozess bei 400 rpm ohne Redoxpotentialregelung

(0,24 mmolCphea mOlC'clitrat) um das 70-fache zu steigern. Auflerdem konnte die Metabolisierung von
pHBA vermieden werden (Abbildung 54 C), die bei dem Satzprozess mit 700 rpm ohne
Redoxpotentialregelung beobachtet worden war (Kapitel 9.2, Abbildung 50 C). Im Vergleich zu dem

im aeroben Satzprozess (Kapitel 6.1) erreichten pHBA-Ertrag (5,87 mmolCprga mOIC-Clitrat) wurde der
pHBA-Ertrag bei 700 rpm und Redoxpotentialregelung um 69 % gesteigert. Durch die
Redoxpotentialregelung war es moglich, eine exponentielle pHBA-Produktion zu erreichen. Der so
verbesserte pHBA-Ertrag ist damit mit den in der Literatur beschriebenen Ertrdgen aus aeroben
Satzprozessen mit Saccharomyces cerevisiae (9,13 mmolyuea MolCs?, Substrat Glucose, Kromer et
al., 2013) und Klebsiella pneumonia (10,15 mmolyiea MmolCs?, Substrat Glucose, Miiller et al., 1995)

vergleichbar.

Die Wiederfindung der Elektronen variierte wahrend des Prozesses zwischen 91 % und 107 %. Dies
kann durch Messungenauigkeiten bei der Bestimmung der Mediatorkonzentration bei sehr geringen
Konzentrationen zu Prozessbeginn und sehr hohen Konzentrationen zu Prozessende, durch Fehler bei
der Bestimmung des Probenvolumens und durch eine ungenaue gravimetrische Bestimmung der
Masse des Mediums in der Anodenkammer aufgrund unterschiedliche Verdunstungseffekte in
Anoden- und Kathodenkammer erklart werden. Die Abweichung zwischen der theoretisch
abgeschatzten maximal mdglichen Menge an Elektronen, die bei vollstdndiger Oxidation von Citrat
zu CO; zur Verfugung stehen wiirden und der experimentell ermittelten Wiederfindung der Elektronen



Untersuchung der Anodenatmung in einem Ruhrkesselreaktor 161

betrug nach 700 h Prozesszeit 8 % und kann durch dieselben Messungenauigkeiten erklért werden.
Wéhrend des Satzprozesses wurden 1,3 % der Elektronen zur Bildung von pHBA verwendet und 16 %
zu Bildung von Biomasse. Der grofite Anteil (73 %) wurde extrazelluldr an die Anode abgegeben.
Dieser Anteil entspricht der coulombschen Effizienz des Prozesses und ist gut mit publizierten
coulombschen Effizienzen anodischer Prozesse mit definierten Medien vergleichbar, fir die Werte
zwischen 70 % und 100 % angegeben werden (Aelterman et al., 2008).

Zu Prozessende lagen im Medium 280 mmol KsFe(CN)g vor. Bis zu einer Prozesszeit von 640 h
wurden insgesamt 624 mmol KsFe(CN)s zu KsFe(CN)s reduziert, wovon 463 mmol KsFe(CN)g an der
Anode regeneriert wurden. Im Prinzip kann der dargestellte Satzprozess mit Redoxpotentialregelung
auch ohne Regeneration des Mediators an der Elektrode durchgefiihrt werden. In diesem Fall hatten
etwa 620 mmol KsFe(CN)s zugegeben werden missen, damit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC
alle Elektronen hatte abgeben konnen. Fur die Einstellung des Redoxpotentials hatten weitere
620 mmol KsFe(CN)s zugegeben werden missen, um ein Verhaltnis von Ckarecnys/Crarecnys = 1
einzustellen, was in etwa der Redoxpotentialregelung auf +225 mV entspricht. Dieser Vergleich zeigt,
dass durch die Verwendung einer Elektrode als Elektronensenke zur Regeneration des Mediators statt
den theoretisch abgeschatzten 1240 mmol KsFe(CN)s nur 280 mmol KsFe(CN)s notwendig waren,
was einer Einsparung von 77 % entspricht. Mit einer verbesserten Arbeitselektrode sollten hier weitere

Verbesserungen maglich sein.

Durch die Co-Metabolisierung der Kohlenstoffquellen Citrat und Malat wurde zu Prozessende eine
maximale Stromdichte von 12,5 mA cm2 erreicht (Abbildung 54 D). Dies ist die hochste Stromdichte,
die in Systemen mit nicht-pordsen Arbeitselektroden bisher beschrieben wurde. Stromdichten fir
nicht-pordse Materialien wie Glaskohlenstoff und Graphitstabe werden in der Literatur mit Werten
von maximal 1 mA cm angegeben (Chen et al., 2011; Chen et al., 2012; Ketep et al., 2014). Die
Stromdichte von 12,5 mA c¢cm?, die in diesem Versuch erreicht wurde, ist somit um das 12,5-fache
groler. Die flr hochporose Elektroden beschriebenen Stromdichten liegen trotz der deutlich grofReren
Elektrodenoberflachen in derselben GroRenordnung (12,87 mA cm?, Massazza et al. (2015) und
39 mA cm?, Chen et al. (2012)). Dies bestatigt die Ergebnisse aus Kapitel 9.1 und 9.2, dass durch
eine Verminderung der Stofftransportlimitierung unter Einsatz eines Mediators eine signifikante
Erhohung der Stromdichten mdglich ist und dass die alleinige VergréRerung von Elektroden-

oberflachen durch Erhdhung der Porositét nicht zielfiihrend ist.
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Um die Anodenatmung weiter zu verbessern, ist die Verminderung der Prozesszeit notwendig. Eine
einfache Maoglichkeit stellt die Erhdhung der Biomassekonzentration dar. Dabei ist jedoch zu
beachten, dass mit der Erhohung der Biomassekonzentration die (nicht-spezifische) mikrobielle
Reduktionsrate steigt, wahrend sich die elektrochemische Oxidationsrate an der Elektrode unter
identischen Prozessbedingungen nicht &ndern wiirde. Um eine Erhéhung der Mediatorkonzentration
zu vermeiden, ist demnach die Vergréerung der Elektrodenoberflache notwendig. Dabei sollten die
in Kapitel 9.1 dargestellten Zusammenhidnge — Vermeidung der Biofilmbildung und der
Porendiffusion — berlicksichtigt werden.

Eine weitere Mdglichkeit, die elektrochemische Oxidationsreaktion zu beschleunigen, ware die
Erhdhung des Elektrodenpotentials. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei einem Anodenpotential von
+0,500 V (versus Ag/AgCl) gearbeitet. Von einer weiteren Erh6éhung des Anodenpotentials zur
Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit der anodischen Oxidationsreaktion des reduzierten
Mediators an der Elektrode wurde abgesehen, um Sauerstoffbildung durch Wasserelektrolyse an der
Anode sicher zu vermeiden. Des Weiteren kénnte durch die Wahl eines anderen Redoxpotentials im

Medium die Prozesszeit verkiirzt werden.

Mit der Co-Metabolisierung von Citrat und Malat wurde eine signifikante Verbesserung der pHBA-
Produktion und einer Erhéhung der metabolischen Aktivitdt beobachtet. Bei Beibehaltung der bereits
untersuchten Bedingungen weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass durch die Verwendung eines

Substratgemisches (Citrat/Malat) eine Verbesserung der pHBA-Produktion erreicht werden kénnte.
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9.6 Vergleich zwischen Sauerstoffatmung und mediatorvermittelter

Anodenatmung

Der im Folgenden dargestellte Vergleich zwischen Sauerstoff- und Anodenatmung wurde
durchgefuhrt, um weitere Limitierungen der Anodenatmung zu identifizieren. Er sollte auch dazu
dienen, Vor- und Nachteile der Sauerstoff- und Anodenatmung beurteilen zu kdnnen. Dazu wurden
die Satzprozesse mit Sauerstoffatmung (Kapitel 6.1) und verbesserter Anodenatmung (Kapitel 9.5)
mit P. putida KT24400 ApobA/pSEVA-ubiC zur Umsetzung von Citrat zu pHBA verglichen.

Wie die vergleichende Darstellung der Satzprozesse mit Sauerstoff- und Anodenatmung zeigt,
unterschieden sich die Substrat-, Biomasse- und pHBA-Konzentrationsverlaufe deutlich (Abbildung
55 A-F). Bei Sauerstoffatmung wurde direkt mit der Inokulation eine exponentielle Abnahme der
Substratkonzentration sowie eine exponentielle Zunahme der Biomasse- und pHBA-Konzentrationen
beobachtet. Nach einer Prozesszeit von 6 h war das Substrat Citrat vollstindig metabolisiert
(Abbildung 55 A, C, E). Die Biomasse- und pHBA-Ertrdge lagen zu Prozessende bei
0,44 molCx molC{jyy Ud 5,84 mmolC pypa MolCTiy (Tabelle 17). Bei Anodenatmung nahm die
Citratkonzentration wahrend des gesamten Prozesses linear ab und erst ab einer Prozesszeit von 300 h
wurde eine exponentielle Zunahme der Biomasse- und pHBA-Konzentrationen beobachtet

(Abbildung 55 B, D, F). Die Prozessdauer bis zur vollstdndigen Metabolisierung von Citrat betrug
600 h. Zu Prozessende wurden Biomasse- und pHBA-Ertrdge von 0,07 molCx molC;;litmt und
9,91 mmolC s mong;litmt bestimmt (Tabelle 17). Damit war die Prozesszeit bei Anodenatmung um

einen Faktor 100 langer als bei Sauerstoffatmung, die Biomasseertrdge um einen Faktor von 6,3

geringer und die pHBA-Ertrage um 69 % hoher.

Die maximalen spezifischen Citrataufnahme-, pHBA-Bildungs- und Wachstumsraten waren bei
Anodenatmung um eine Zehnerpotenz geringer als bei Sauerstoffatmung (Tabelle 17). Die anhand der
maximalen elektrochemischen Oxidationsrate von KiFe(CN)s ermittelte maximale mikrobielle
Reduktionsrate (Qksrecnys) lag im Satzprozess mit Anodenatmung bei 0,040 mmol (gx h)* (Tabelle
17). Diese Rate stellt die Geschwindigkeit der Ubertragung der Elektronen auf den terminalen
Elektronenakzeptor dar und kann somit analog zur spezifischen Sauerstoffaufnahmerate (qo2)
betrachtet werden. Qo2 lag bei Sauerstoffatmung in der exponentiellen Phase zwischen
9,19 mmol (gx h)* und 21,16 mmol (gx h)* (Tabelle 17). Damit unterschieden sich goz und Qrsrecs

um einen Faktor von 100.
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Vergleich von Sauerstoff- und Anodenatmung in Satzprozessen mit P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC. Orange Linie: Exponentielle Ausgleichsfunktionen.
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Tabelle 17 Vergleich wichtiger KenngréRen der Sauerstoff- und Anodenatmung von P. putida KT2440
ApobA/pSEVA-ubiC zur Umsetzung von Citrat zu pHBA. Die Tabelle zeigt die maximalen
Biomasse-, pHBA-, und CO-Ertrdge (Yxciwar, Ypreacira UNd Ycoociva), die maximale
spezifische Citrataufnahme-, Wachstums-, pHBA-Bildungs-, CO-Bildungs-, O,-Aufnahme-
und K3Fe(CN)6-Redukti0nsrate (qcitrat,max, Mmax, 0pHBA,max, Jco2,max, 02 max und QKSFe(CN)B,max), die
molare Menge an O, und KsFe(CN)g die bis zum Erreichen der stationdren Phase benétigt
wurden (Nejekironenakzeptor) SOWie die Prozesszeit bis zum vollstandigen Substratverbrauch. ci:
Konzentration der Komponente i; X: Biomasse; -: Wert wurde nicht bestimmt.

Sauerstoffatmung  Anodenatmung

Y, ... molCx molCCiy 0,44 0,07

Y s o M01C ppa MOICTitrat 5,84 9,91
Y0, e MOIC 0 molCE;litrat 0,56 -
“4itragmax: MMOI (@x ) 8,38 0,30
Hmax, W™t 0,65 0,01

9 pt1Amax MMOI (9 D)™ 0,05 0,003
40, max: MMOI (9x h)* 42,56 -

40, max: MMOI (@x h)* 21,16 -

“dK 3Fe(CN) g max’ mmol (gx h)* - 0.04
NElektronenakzeptor, MO 3,25 0,28

Cx, =0, g Lt 0,10 0,18

Ccitrat, t=0, § L™ 5,80 5,43

CprAmax, g L 20 35

CMmalatmax, § L™ 0,0006 3,12

Crumaratmax, Mg L! 0,00 15,86
Prozesszeit, h 6 640

Da im Prozess mit Anodenatmung aufgrund des sehr geringen Stickstoffvolumenstroms keine
Messung des CO, im Abgas durchgefiihrt werden konnte, ist kein Vergleich der substratspezifischen
CO,-Ertrdge moglich (Tabelle 17). Allerdings zeigt die Kohlenstoffbilanz des Prozesses mit Anoden-
atmung, dass zu Prozessende nur noch 25 % des Kohlenstoffs wiedergefunden werden konnten

(Abbildung 54 K). Da zu Prozessende keine Nebenprodukte nachgewiesen wurden, misste der CO,-
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Ertrag bei Anodenatmung bei etwa 0,75 molCco2 molcg;lmt gelegen haben und wére damit um 32 %

groRer als bei Sauerstoffatmung.

Die Menge an Sauerstoff und KsFe(CN)g, die bis zur vollstandigen Umsetzung von Citrat eingesetzt
wurde, betrug bei Sauerstoffatmung 3,25 mol O, und bei mediatorvermittelter Anodenatmung
0,28 mol KsFe(CN)s. Von den 3,25 mol Oz, mit denen der Reaktor bis zum Prozessende bei einer
Prozesszeit von 6 h begast wurde, wurden nur 0,03 mol O; als Elektronenakzeptor bendtigt, die
verbleibenden 3,22 mol O, wurden mit dem Abgasstrom wieder ausgetragen. Werden die
substratspezifischen pHBA-Ertrdge auf die molare Menge des benétigten Elektronenakzeptors
bezogen, ergibt sich, dass bei Sauerstoffatmung 1,54 mmolouga (MOlciraa Moloz)? und bei

Anodenatmung 30,34 mmolyrea (MOlcirat MOlkarecnys)  gebildet wurden.

Deutliche Unterschiede zwischen Sauerstoff- und Anodenatmung konnten auch bei der Neben-
produktbildung festgestellt werden (Tabelle 17 und Abbildung 55 G-l1). Die maximalen
Malatkonzentrationen lagen bei 0,56 mg L (Sauerstoffatmung) und 3,12 g L** (Anodenatmung) und
unterschieden sich damit um einen Faktor von etwa 5 600. Bei Anodenatmung wurde eine lineare
Bildung und Metabolisierung des Nebenproduktes Fumarat beobachtet. Das Nebenprodukt Fumarat

wurde bei Sauerstoffatmung nicht gebildet.

9.6.1 Diskussion

Anhand der Gegenuberstellung von Sauerstoff- und Anodenatmung wird deutlich, dass die
Anodenatmung deutlich langsamer ablduft. Dies duBert sich in den maximalen Citrataufhahme-,
pHBA-Bildungs- und Wachstumsraten, die bei Anodenatmung um eine Zehnerpotenz geringer waren
als bei Sauerstoffatmung. Dabei wurde festgestellt, dass die Citratkonzentration bei Anodenatmung
linear abnimmt, wéhrend bei Sauerstoffatmung eine exponentielle Abnahme der Citratkonzentration

beobachtet wurde.

Citrat ist bei pH 7 dreifach negativ geladen (pK1 = 3,14; pKz = 4,77 und pK3 = 5,40) und kann lonen
wie Magnesium oder Natrium komplexieren. Effekte von pH und komplexierenden lonen sollten in
den Prozessen mit Sauerstoff- und Anodenatmung vergleichbar sein, da in beiden Féllen das definierte
M9-Medium verwendet wurde und der pH auf pH 7 geregelt wurde. Die Aufnahme von Citrat kann
durch einen Symport von Magnesium, Natrium oder Protonen erfolgen (van der Rest et al., 1991). Fir
P. putida KT2440 konnten keine Angaben beziiglich der fur den Symport verwendeten lonen
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gefunden werden. Wird jedoch angenommen, dass die Citrataufnahme an einen Protonen-Symport
gekoppelt ist, wie es beispielsweise fur Klebsiella pneumoniae beschrieben ist (van der Rest et al.,
1991), konnte dies eine Erklarung fur die lineare Citrataufnahme bieten. Dies soll im Folgenden

erlautert werden.

Wie von Kracke et al. (2015) beschrieben, kann es durch Konzentrationsanderungen redoxaktiver
Proteine zu Verschiebungen des Redoxpotentials um bis zu 700 mV kommen. In einem solchen Fall
waére das im Satzprozess mit Anodenatmung eingestellte Redoxpotential im Medium von +225 mV
(versus Ag/AgCI) unter Umstanden nicht mehr ausreichend, um alle redoxaktiven Proteine der
Atmungskette zu oxidieren. In einem solchen Fall wiirde die Menge an Protonen verringert, die Uber
die innere Membran gepumpt werden kénnen. Dies hatte zur Folge, dass weniger Protonen flir den

Symport von Citrat zur Verfligung stehen.

Eine Verminderung der lber die innere Membran transportierten Protonen wirde auBerdem zu einer
Verminderung der ATP-Bildung flihren, was bereits von Kracke et al. (2015) anhand von in silico
Berechnungen fiir die Anodenatmung von E. coli postuliert wurde. Ein ATP-Mangel wirde die
geringeren Biomasseertrage und Wachstumsraten bei Anodenatmung sowie die daraus resultierenden
langeren Prozesszeiten erkléren. Da die Bildung von pHBA ebenfalls ATP-abhangig ist (Abbildung
16), konnte ein ATP-Mangel auch die geringeren maximalen spezifischen pHBA-Bildungsraten bei

Anodenatmung erklaren.

Des Weiteren wurde ein grofRer Unterschied von einem Faktor von 100 zwischen spezifischer
mikrobieller Reduktionsrate und Sauerstoffaufnahmerate festgestellt. Diese beiden Raten geben die
Geschwindigkeiten des externen Elektronentransfers bei Sauerstoff- und Anodenatmung an. Da im
Prozess mit Anodenatmung und Kontrolle des Redoxpotentials im Medium keine konstanten Strome
gemessen wurden, wie es in vorherigen Prozessen mit Anodenatmung der Fall war, kann daraus
abgeleitet werden, dass der externe Elektronentransfer zu keinem Zeitpunkt der limitierende Faktor
war. Dies deckt sich mit Beobachtungen von Jordan et al. (2010). Es wurde beschrieben, dass die Zeit
zur Messung des biologischen Sauerstoffbedarfs mit KsFe(CN)s als Elektronenakzeptor verglichen
mit Sauerstoff deutlich verkirzt werden konnte. Dies wird von Jordan et al. (2010) auf die bessere
Loslichkeit von KsFe(CN)s zurlick gefiihrt, die mit etwa 450 g L™ um einen Faktor von 10 000 groRer
ist als die Loslichkeit von O, (etwa 8 mgL™ bei 30 °C). Eine Limitierung des externen
Elektronentransfers durch eine langsame Diffusion von KsFe(CN)g Uber dies duBere Membran ist

ebenfalls sehr unwahrscheinlich, da Fe(CN)g> mit einer molaren Masse von 212 g mol* klein genug
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ist, um tiber Porine zu diffundieren, deren Ausschlussgrenze bei etwa 600 Da liegt (Dersch und Munk,
2008). Auch dies weist darauf hin, dass der externe Elektronentransfer bei Anodenatmung durch den
mikrobiellen Metabolismus limitiert war, nicht aber durch die Elektronentransferreaktion.

Um festzustellen, wie hoch die Menge an pHBA pro Mol eingesetztem Elektronenakzeptor und Mol
Citrat war, wurden die substratspezifischen pHBA-Ertrdge auf die molare Menge an O, und
KsFe(CN)s bezogen. Diese KenngréRe zeigt, ob der pHBA-Ertrag durch die Wahl eines alternativen
Elektrogenakzeptors gesteigert werden kann. Die gebildete Menge an pHBA pro Mol KsFe(CN)s und
Mol Citrat war mit 30,34 mmolpHsa (MOlcirat MOlkarecnys) ™™ UM das 20-fache groRer als die Menge an
pHBA, die pro Mol O und Mol Citrat bei Sauerstoffatmung erreicht wurde (1,54 mmolynga (MOlcitrar
moloz)?). Dies zeigt, dass durch mediatorvermittelte Anodenatmung eine deutlich Steigerung des

pHBA-Ertrags unter Einsparung des Elektronenakzeptors moglich ist.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sowohl bei Sauerstoff- als auch bei Anodenatmung
nur geringe pHBA-Ertrage erreicht werden konnten. Dies zeigt, dass zunéchst mittels gentechnischer
Methoden weitere Modifikationen notwendig sind um hdhere pHBA-Ertrage zu erreichen. Der
Vergleich zwischen Sauerstoff- und Anodenatmung zeigt, dass es durch die Verwendung eines
alternativen Elektronenakzeptors maglich ist, Produktausbeuten signifikant zu steigern. Die
Anodenatmung hat zudem den Vorteil, dass die Menge des eingesetzten Elektronenakzeptors deutlich
verringert werden kann. Dies beruht auf der im Vergleich zu O, deutlich besseren Ldslichkeit von
KsFe(CN)s sowie auf der Moglichkeit der Regenerierung von KsFe(CN)g an der Anode. Das geringere
Biomassewachstum bei Anodenatmung hat den Vorteil, dass mehr Substrat zur Produktbildung zur

Verfligung steht, resultiert aber in langen Prozesszeiten.
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10 Zusammenfassung

Bereits vor tber 100 Jahren wurde von Potter (1911) entdeckt, dass der Abbau organischer
Verbindungen durch Mikroorganismen von der Ubertragung elektrischer Energie begleitet wird. Diese
Entdeckung flhrte von der Entwicklung mikrobieller Brennstoffzellen bis zur mediatorvermittelten
elektrochemischen Regenerierung enzymatischer Co-Faktoren, an der bereits in den 1980er Jahren am
Lehrstuhl fir Biochemie der Technischen Universitat Miinchen geforscht wurde (Egerer et al., 1982).

Im Laufe der Zeit wurde im Rahmen verschiedener Forschungsvorhaben eine groRe Zahl
unterschiedlicher Reaktoren fir diverse Anwendungen entwickelt. Dies filhrte dazu, dass eine
Vergleichbarkeit von Ergebnissen sowie eine vollstandige Erfassung und Aufzeichnung wichtiger
Prozessvariablen bis heute nicht gegeben ist. In der Bioverfahrenstechnik werden in der Regel zur
reaktionstechnischen Charakterisierung von Prozessen Rihrkesselreaktoren verwendet. Diese
verfuigen Uiber Mess- und Regelungstechnik zur Erfassung und Regelung relevanter Prozessvariablen.
Ruhrkesselreaktoren sind verfahrenstechnisch sehr gut charakterisiert und erméglichen die stabile und
homogene Einstellung der Reaktionsbedingungen. Ein Ziel dieser Forschungsarbeit war es deshalb,
mittels reversibler Modifikationen eines Rihrkesselreaktors ein bio-elektrochemisches System zu

entwickeln, das die Vorteile des Riihrkessels fiir die Elektrodenatmung nutzbar macht.

Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit Bauteile entworfen, die einen einfachen, reversiblen und
kostengiinstigen Umbau eines kommerziell verfligbaren Laborrihrkesselreaktors zu einem elektro-
chemischen System ermdglichen (Abbildung 56). In dem neu gestalteten Elektro-Ruhrkesselreaktor
sind on-line Messung und Regelung von pH, Temperatur, Begasung, Ruhrergeschwindigkeit und
Redoxpotential im Medium mdglich.

Der Elektro-Ruhrkesselreaktor wurde anschliefend fur die reaktionstechnische Charakterisierung und
prozesstechnische Verbesserung der Produktion von para-Hydroxybenzoesaure (pHBA) mit dem
vom Projektpartner (Dr. Jens Krémer, University of Queensland, Australien) bereitgestellten Stamm
Pseudomonas putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC genutzt.
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Abbildung56  Im Rahmen dieser Arbeit gestalteter Elektro-Rihrkesselreaktor im Litermalistab. A:
Glasbriicke flr Referenzelektrode, B: Halterung fir Arbeitselektrode (PEEK), C: Tauchrohr
fiir Temperatursonde (PEEK), D: Rilhrerachse (PEEK), E: Redox-Sonde, F: Kathodenkammer
(Glas), G: Probenahme- und Begasungsrohr (Glas), H: pH-Sonde.

Pseudomonas putida ist dafir bekannt, eine groRe Anzahl an Kohlenstoffquellen umsetzen zu kénnen
(Dos Santos et al., 2004). Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels eines genomweiten Modells
abgeschatzt, welche Substrate sich fur die pHBA-Bildung bei Sauerstoff- und Anodenatmung am
Besten eignen.

Basierend auf einem genomweiten Modell des Stoffwechsels von P. putida KT2440 wurde mittels
Flusshilanzanalyse die Verwertbarkeit unterschiedlicher Substrate fir die pHBA-Produktion mit
Sauerstoff- und Anodenatmung abgeschétzt. Das genomweite Modell iJP815 (Puchatka et al., 2008)
wurde dazu an die von van Duuren et al. (2013) ermittelten Werte fur den wachstumsabhangigen
(growth-associated maintenance, GAM = 85 mmolare gx') und den wachstumsunabhangigen
(non-growth-associated maintenance, NGAM = 3,96 mmolate (gx h)?) Erhaltungsstoffwechsel
angepasst. Flr 57 verschiedene Substrate wurden die Biomasseertrage mit diesem verbesserten
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Modell iJP815m.¢ geschdtzt und experimentell anhand ausgewéhlter Substrate (Acetat, Citrat,
Glycerin, Malat, Pyruvat und Succinat) in einem Ruhrkesselreaktor im 3 L-MaRstab Gberprift. Die
Abweichung zwischen geschatzten und experimentell ermittelten Biomasseertragen betrug weniger
als 20 %. Das Modell iJP815m,s wurde im Anschluss weiter modifiziert (iJP815mod, pHeA), UM €INE
gualitative Abschatzung der pHBA-Produktion mit den 57 Substraten bei Sauerstoff- und
Anodenatmung durchzufiihren. Basierend auf den geschatzten pHBA-Ertrdgen und dem
Reduktionsgrad des Substrates beziiglich des Produktes pHBA wurden fiinf Substrate ausgewéhlt, die
fiir die pHBA-Produktion in anaeroben Satzprozessen mit Anodenatmung geeignet erschienen. Diese

umfassten Glycerin, Glucose, Citrat, Succinat und Malat.

Um zu untersuchen, ob die Anodenatmung gegeniiber der klassischen Sauerstoffatmung Vorteile wie
beispielsweise hohere Produktertrdge bietet, wurde in aeroben Satzprozessen mit den fiinf
ausgewdhlten Substraten in einem 1 L-Rihrkesselreaktor die pHBA-Produktion von P. putida
KT24440 bei Sauerstoffatmung reaktionstechnisch charakterisiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass alle ausgewéhlten Substrate unter aeroben Bedingungen zur pHBA-
Produktion verwendet werden konnen. Die im Satzverfahren erreichten pHBA-Ertrage variierten

zwischen den eingesetzten Ausgangssubstraten um bis zu 55 %. Der mit dem Substrat Glucose im
Satzverfahren erreichte maximale pHBA-Ertrag (9,05 mmolC uga mOlCéllucose) ist mit publizierten
Ertrdgen aus Satzprozessen mit Saccharomyces cerevisiae (9,10 mmolCuga molCE;llucose, Krdmer et

al., 2013) sowie Klebsiella pneumonia (10,15 mmolCpusa molCqucose: Miiller et al., 1995)
vergleichbar. Es wurde festgestellt, dass die Uberexpression des fiir die Chorismat-Pyruvat-Lyase
kodierenden Gens ubiC — verglichen mit der Basalexpression des Gens ubiC vor der Induktion — die

pHBA-Produktion nicht verbesserte.

Mit Ausnahme von Glycerin wurde bei allen Substraten die Bildung von Nebenprodukten festgestellt.
Ein Vergleich zwischen P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC und P. putida KT2440 (Wildtyp-
Stamm) zeigte, dass es in aeroben Satzprozessen mit dem Wildtyp-Stamm nicht zu Nebenprodukt-
bildung kam. Die Deletion des fur die 4-Hydroxybenzoat-3-Hydroxymonooxigenase kodierenden
Gens pobA verhindert in P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC den Abbau von pHBA (ber den
Ortho-Weg. Dies erhéhte den Fluss in den Ubichinol-Synthese-Weg, dessen Ausgangsmetabolit
pHBA ist. Ubichinol ist ein zentrales Redox&quivalent im mikrobiellen Metabolismus. Basierend auf
dem Vergleich der beiden Stdmme wird angenommen, dass es durch die gentechnischen

Modifikationen zu einem zeitweisen Ubichinon-Uberschuss kam. Dieser filhrte wahrscheinlich zur
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vermehrten Bildung und Sekretion der Nebenprodukte Malat und Fumarat, die im weiteren
Prozessverlauf wieder metabolisiert wurden.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit war die Erforschung der Anodenatmung zur pHBA-Produktion. Dazu
war es zunéchst notwendig zu kléren, tber welchen Mechanismus P. putida KT2440 Elektronen (iber
die duRere Membran transportiert. Die experimentellen Untersuchungen zeigten, dass P. putida
KT2440 auf die Verfiigbarkeit redoxaktiver Verbindungen (Mediatoren) im Medium angewiesen ist,
die den externen Elektronentransfer zwischen Mikroorganismus und Elektrode vermitteln. Bei der
experimentellen  Evaluierung verschiedener Redoxmediatoren (Eisen(lll)chlorid, Kalium-
hexacyanoferrat (KsFe(CN)s) und Riboflavin) wurde KsFe(CN)s als geeigneter Mediator flr die
Anodenatmung von P. putida KT2440 identifiziert.

Die zuvor bereits unter aeroben Bedingungen evaluierten Substrate Glycerin, Glucose, Citrat, Succinat
und Malat wurden in anaeroben Satzprozessen mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC bei
Anodenatmung als Ausgangsstoffe fur die pHBA-Produktion eingesetzt. Mit dem Mediator
KsFe(CN)s war es moglich, alle Substrate umzusetzen, pHBA wurde jedoch nur unter Verwendung
der Substrate Citrat, Succinat und Malat gebildet. Dabei wurde fir das Substrat Citrat der pHBA-

Ertrag im Satzprozess mit Anodenatmung im Vergleich zum aeroben Prozess von

5,84 mmolC ppa molCgi, UM 43 % auf 8,36 mmolCpusa molCey,,, gesteigert. Mit Succinat und
Malat verringerte sich der pHBA-Ertrag im Vergleich zum aeroben Prozess um 15 % beziehungsweise
10 %. Mit Glucose und Glycerin wurde in den Prozessen mit Anodenatmung keine pHBA-Bildung
beobachtet.

Bio-elektrochemische Reaktionen laufen in der Regel langsam ab, was sich in langen Prozesszeiten
sowie geringen Stromstarken und Umsatzraten duBert (Xie et al., 2015). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden deshalb Limitierungen bio-elektrochemischer Reaktionen anhand des Modellprozesses der
pHBA-Produktion mit P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC untersucht. Die bio-elektrochemische
Reaktion wurde unter stabilen und homogenen Reaktionsbedingungen im neu gestalteten Elektro-
Rihrkesselreaktor mit Citrat als Substrat durchgefiihrt. Untersucht wurden die Einfllisse der
Oberflache der Arbeitselektrode, des Stofftransportes und des externen Elektronentransfers.

Zur Evaluierung des Einflusses der Elektrodenoberflache auf die pHBA-Produktion im anaeroben
Satzprozess mit Anodenatmung wurden drei unbehandelte Graphitelektroden — eine Graphit-
Stabelektrode, eine Graphit-Birstenelektrode und eine Graphit-Vlieselektrode — verwendet. Diese
Elektroden unterschieden sich in ihren spezifischen Oberflachen, die mittels der Brunauer-Emmett-
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Teller Methode bestimmt wurden. Fur die Stab-, Biirsten- und Vlieselektrode wurden spezifische
Oberflachen von 0,75 m? kg, 299 m? kg und 409 m? kg ermittelt. Im Vergleich zur Stabelektrode
waren die spezifischen Oberflachen der Birsten- und Vlieselektrode somit um etwa das 375-fache und
510-fache grofRer. Unter identischen Prozessbedingungen wurde festgestellt, dass die maximalen
Stromstarken mit Stab- und Birstenelektrode mit 2,48 mA und 2,47 mA identisch waren, wahrend die
maximale Stromstarke im Prozess mit der Vlieselektrode mit 6,35 mA um nur 57 % grofer war,
obwohl Birsten- und Vlieselektrode deutlich groRere spezifische Oberflachen aufwiesen. Mit der
projizierten Elektrodenoberflache als BezugsgroRe fur die Stromstérke — eine in der Literatur haufig
verwendete Normierungsmethode — ergab sich flir die Graphit-Stabelektrode die hdchste Stromdichte
(Stabelektrode: 0,47 mA cm%; Burstenelektrode: 0,11 mA cm?; Vlieselektrode 0,32 mA cm?).

Die hohe Porositét und die Biofilmbildung fuhrten bei der Birsten- und der Vlieselektrode zu hohen
Porendiffusions- und Stofftransportwiderstanden. Auferdem verringerte sich durch die Biofilm-
bildung die fur die Oxidation des Mediators zugangliche Elektrodenoberflache. Die Griinde fir die
vergleichsweise hohe Stromstéarke und Stromdichte, die mit der Stabelektrode erreicht wurden, liegen
in der Verminderung des Porendiffusionswiderstands durch die glatte Oberflache des Graphit-Stabs
und in der Verminderung des Stofftransportwiderstands durch ein Ausbleiben der Biofilmbildung auf
der Elektrodenoberflache. In der Literatur wird oft zur Erhdhung der Stromdichte in bio-
elektrochemischen Systemen die Elektrodenoberfléche vergrofert, beispielsweise durch Aufbringung
von Carbon Nanotubes (Qiao et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Verminderung von Porendiffusions- und Stofftransportwiderstanden eine kostengunstige Alternative

darstellt, mit der ebenfalls hohe Stromdichten erreicht werden kdnnen.

Die Vorteile der Graphit-Stabelektrode fur die Anodenatmung von P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-
ubiC unter Verwendung des Mediators KsFe(CN)s lassen sich fir mediatorvermittelte bio-

elektrochemische Systeme verallgemeinernd zusammenfassen:

e Keine Biofilmbildung
- Genaue Bestimmung spezifischer Reaktionsraten, da durch Messung der optischen
Dichte der Zellsuspension die gesamte Biomassekonzentration im Reaktor zu jedem
Prozesszeitpunkt ermittelt werden kann und keine Zellen aufgrund Anlagerung auf
der Elektrodenoberflache unbericksichtigt bleiben.
- Eine wahrend des Prozesses gleichbleibende Grenzflache zwischen Medium und
Elektrodenoberfléche, an der die Oxidation des Mediators stattfinden kann

o Definierte Positionierung im Reaktor



174 Zusammenfassung

e Glatte Oberfl&che zur Vermeidung von Porendiffusion
Nachdem die Graphit-Stabelektrode als geeignete Arbeitselektrode fur die Anodenatmung von
P. putida KT2440 ApobA/pSEVA-ubiC identifiziert worden war, wurden die Effekte einer Erhéhung
des Stofftransports auf die Anodenatmung untersucht. Durch Erhéhung des volumenspezifischen
Leistungseintrages im 1,8 L-Ruhrkesselreaktor von 0,61 W L (Ruihrergeschwindigkeit 400 rpm) auf
3,27 W L (700 rpm) wurde eine signifikante Steigerung des Substratumsatzes um 57 % von
0,42 mmol (gx h)*auf 0,66 mmol (gx h)* erreicht. Gleichzeitig wurde die Stromdichte um 9,5-fache

von 0,91 mA cm? auf 8,57 mA cm? gesteigert und der Biomasseertrag um das 14-fache von

0,01 molCx molC¢; s auf 0,14 molCx molCgy,. Die Biomassezunahme filhrte zu einer Erhéhung der
(nicht-spezifischen) mikrobiellen Reduktionsrate des Mediators. Mit steigendem Verhaltnis von
reduzierter zu oxidierter Mediatorspezies kam es zu einer Metabolisierung des zuvor gebildeten

pHBA, sodass bei Prozessende kein pHBA mehr nachgewiesen werden konnte.

Durch Messung des Redoxpotentials des Mediums (ber eine Redox-Sonde wurde in weiteren
Versuchen bestatigt, dass es zu Wechselwirkungen zwischen der metabolischen Aktivitat des
Mikroorganismus und dem Redoxpotential im Medium kommt, die sich in einer Beeinflussung der
pHBA- und Nebenproduktbildung &ulerten. Es wurde gezeigt, dass das Redoxpotential im Medium
vom Konzentrationsverhaltnis der oxidierten und reduzierten Mediatorspezies abhéngig ist. Da Uber
das Redoxpotential im Medium die Verteilung der Stoffwechselprodukte beeinflusst wird, konnte dies
zur Beeinflussung der pHBA-Produktion im Satzprozess mit Anodenatmung genutzt werden. Dazu
wurde das Redoxpotential im Medium geregelt. Dies wurde durch Messung des Redoxpotentials
mittels einer Redox-Sonde und geregelter Zugabe des Mediators im Satzverfahren realisiert. Es wurde
ein fir die pHBA-Produktion geeignetes Redoxpotential im Medium identifiziert (225 mV versus
Ag/AgCl).

Bei einem volumenspezifischen Leistungseintrag von 2,93 W L* (700 rpm) und Regelung des
Redoxpotentials im Medium auf +225 mV (versus Ag/AgCl) im 3,6 L-Rihrkesselreaktor war es
mdglich, den pHBA-Ertrag auf 9,91 mmolCuga molCéitrat zu steigern. Der pHBA-Ertrag wurde somit
im Vergleich zu dem bei 400 rpm durchgefiihrten Satzprozess, bei dem das im Medium
vorherrschende Redoxpotentials nicht geregelt wurde (0,14 mmolC uga molC'Clitrat), um einen Faktor
von 70 erhoht. Durch die Redoxpotentialregelung war es aulerdem méglich, die Metabolisierung von
pHBA zu vermeiden. Im Vergleich zum bei Sauerstoffatmung mit Citrat erreichten pHBA-Ertrag
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(5,87 mmolCpupa molCE;litrat) wurde der pHBA-Ertrag im Satzprozess mit Anodenatmung bei 700 rpm
und Regelung des Redoxpotentials im Medium um 69 % gesteigert.

Durch die Regeneration des Mediators an der Elektrode konnte die fiir den externen Elektronentransfer
und die Redoxpotentialregelung notwendige Menge von 1280 mmol KsFe(CN)s um 77 % auf
240 mmol KsFe(CN)e vermindert werden. Wahrend des Prozesses wurden Stromstérken von bis zu
66,3 mA erreicht, was einer auf die projizierte Elektrodenoberflache bezogenen Stromdichte von
12,5 mA cm2 entspricht. In der Literatur werden Stromdichten fiir Graphit-Stabelektroden mit Werten
von maximal 1 mA cm angegeben, sodass im Rahmen dieser Arbeit eine Steigerung der Stromdichte
um das 12,5-fache erreicht wurde.

Die wichtigste Erkenntnis, die aus der Untersuchung der mediatorvermittelten Anodenatmung im
Rahmen dieser Arbeit hervorzuheben ist, ist die Notwendigkeit der Regelung des im Medium
vorherrschenden Redoxpotentials. Der Elektro-Ruhrkesselreaktor bietet die Mdoglichkeit, den
verwendeten Mediator kontinuierlich zu regenerieren, sodass auch bei niedriger absoluter Mediator-
konzentration stets ein ausgewogenes Verhaltnis von reduzierter und oxidierter Mediatorspezies
vorliegt. Entscheidend ist dabei die Verwendung einer geeigneten Elektrode. Glatte nicht-pordse
Materialien erwiesen sich als iberlegen, pordse Materialien mit groen Oberflachen wiesen hingegen
keine Vorteile fiir den Prozessbetrieb auf. Der Grund flr das vorteilhafte Prozessverhalten der glatten,
nicht-pordsen Elektrode ist die Vermeidung von Stofftransportlimitierungen, die auf pordsen
Oberflachen durch die Entstehung von Biofilmen auftreten. Tabelle 18 zeigt eine Ubersicht der im
Rahmen dieser Arbeit identifizierten Auswahlkriterien fiir zentrale Komponenten bio-

elektrochemischer Systeme, in denen mediatorvermittelte Anodenatmung durchgeftihrt werden soll.

Der in dieser Arbeit entwickelte Elektro-Rihrkesselreaktor sowie die identifizierten prozesstechnisch
wichtigen Parameter und Zusammenhénge werden es in Zukunft ermdglichen, die Entkopplung der
Erhaltung von Masse und Ladung — ein wesentliches Alleinstellungsmerkmal bio-elektrochemischer
Systeme — Uber den in dieser Arbeit untersuchten Modellprozess zur Herstellung von pHBA mit
Pseudomonas putida hinaus fir biotechnologische Produktionsprozesse nutzbar zu machen. Aufgrund
der stabil und homogen einstellbaren Reaktionsbedingungen im Elektro-Riihrkesselreaktor ist dieser
— analog zu klassischen Rihrkesselreaktoren — besonders geeignet zur verlasslichen

reaktionstechnischen Charakterisierung neuartiger bio-elektrochemischer Prozesse.
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Tabelle 18 Funktionen und Eigenschaften der zentralen Komponenten bio-elektrochemischer Prozesse.
Komponente Funktion Hat Einfluss auf Wird beeinflusst von
Mikro- Mikrobieller Katalysator zur Produktbildung Verfligbarkeit des
organismus Oxidation von Biomassebildung oxidierten Mediators
kohlenstoffhaltigen Reduktion des Mediators pH, Temperatur,
Substraten Biofilmbildung Redoxpotential im
Medium
Substrat
Intrazellulére
Stoffwechselwege
Permeabilitit des
Separators fiir O,
Biofilmbildung  Keine Funktion Grenzflache Elektrodenoberflache
Anode/Elektrolyt fur Mikroorganismus
Elektronenibertragung Leistungseintrag
Massentransfer v. Substrat,
Produkt, Mediator
Anode Oxidation von Substanzen Regeneration des Mediators  Elektrodenmaterial und -
oberflache
Biofilm
Kathode Reduktion von Substanzen Elektroneniibertragung auf Elektrodenmaterial und -
terminalen kathodischen oberflache
Elektronenakzeptor Verfiigbarkeit des
terminalen kathodischen
Elektronenakzeptors
Medium Transport von ionischen Elektrolytische Medienkomponenten
Ladungstragern (Anionen und  Leitfahigkeit Mikroorganismus
Kationen) Mikroorganismus
Ort vor- und nachgelagerter Loslichkeit von Substrat,
mikrobieller oder chemischer  Produkt, Mediator
Reaktionen
Separator Trennung von Anoden und Maximale Membranoberflache
Kathodenkammer lonenaustauschrate Selektivitat
zwischen Kathoden- und (Anion/Kation)
Anodenkammer Permeabilitat
Permeation von O in die Biofilm
Anodenkammer
Bioreaktor Aufnahme der Elektroden und  Leistungseintrag Mikroorganismus

des Mediums

Stabile Einstellung
homogener
Reaktionsbedingungen
Durchflihrung
elektrochemischer und
mikrobieller Reaktionen

Temperatur, pH und
Redoxpotential
Messung/Regelung

Anoden- und
Kathodenreaktion
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11 Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein neuartiges bio-elektrochemisches System auf Basis eines
Ruhrkesselreaktors gestaltet und die pHBA-Herstellung mit Pseudomonas putida in anaeroben
Satzprozessen mit Anodenatmung reaktionstechnisch charakterisiert.

Die erzielten Erkenntnisse sind nicht nur spezifisch fur den untersuchten Mikroorganismus und das
Zielprodukt pHBA gultig, sondern kénnen allgemeine Anwendung fir die Erforschung einer groRen
Bandbreite bio-elektrochemischer Prozesse finden. Darunter kdénnten Prozesse mit Redoxenzymen
oder Ganzzellbiokatalysatoren fallen, deren Co-Faktorregeneration Uber das Redoxpotential im
Medium gesteuert werden kann. Dies wirde die Durchfiihrung potentialgesteuerter
Kaskadenreaktionen erméglichen. Da bei Anodenatmung keine Begasung des Systems notwendig ist,
kdnnten solche Prozesse zur Herstellung von Produkten genutzt werden, die zum Schaumen neigen

oder mit Sauerstoff unerwiinschte Reaktionen eingehen.

Da sowohl bei Sauerstoff- als auch bei Anodenatmung nur geringe pHBA-Ertrage erreicht wurden, ist
es notwendig, die pHBA-Produktion mit Pseudomonas putida durch Einfihrung anderer
gentechnischer Modifikationen zu verbessern. Geeignete Ansatzpunkte kdnnten eine Verminderung
der Limitierung des Metabolismus bei Anodenatmung durch den ATP-Mangel sowie Modifikationen
im Aromaten-Syntheseweg darstellen. Das in dieser Arbeit validierte genomweite Modell ermdglicht
eine Abschatzung der Auswirkungen solcher Modifikationen vor der eigentlichen Transformation des
Mikroorganismus, um den Einsatz aufwendiger gentechnischer Experimente gering zu halten.

In weiteren Arbeiten kdnnten intrazellulare Konzentrationsdnderungen der Redoxaquivalente bei
Verwendung unterschiedlicher Substrate oder unterschiedlicher Redoxpotentiale im Medium
untersucht werden. Auf diese Weise konnten fur die pHBA-Produktion besser geeignete Substrate

oder Kombinationen von Substraten identifiziert und Prozessbedingungen weiter optimiert werden.

Zur Verbesserung der Anodenatmung sind die Verminderung der Prozesszeit sowie der eingesetzten
Mediatormenge notwendig. Ersteres konnte durch den Einsatz héherer Biomassekonzentrationen
erreicht werden, Zweiteres durch den Einsatz groRerer oder mehrerer Elektroden. Interessant wére
auflerdem die Entwicklung eines kontinuierlich betriebenen Prozesses mit Anodenatmung. Hierzu
musste jedoch daflir gesorgt werden, dass der Mediator nicht ausgetragen wird oder aber effizient

zuriickgewonnen werden kann.
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13  Abkulrzungsverzeichnis

Abkiirzung Erklarung

a Obere horizontale Asymptote der Richards-Funktion
A Anion

ABC ATP-bindende Kassette (engl.: ATP binding cassette)
AE Arbeitselektrode

Ag/AgClI Silber-Silberchlorid-Referenzelektrode

ax Korrelationsfaktor, gx L™

b Abszisse des Wendepunktes der Richards-Funktion
BES Bio-elektrochemisches System

BET Brunauer-Emmet-Teller

Ci Konzentration der Komponente i, g L*

Cox Konzentration des oxidierten Stoffes, mol L

CpHBA, max Maximale pHBA-Konzentration, g L™

Cred Konzentration des reduzierten Stoffes, mol L

Cs Substratkonzentration, g L™

cv Zyklische Voltammogramme (engl. cyclic voltammogramm)
Cx.,0 Biomassekonzentration zum Zeitpunkt t=0, g L*

Cx: Biomassekonzentration, g L

e Mittlere Biomassekonzentration, g L™

d Asymmetrieparameter der Richards-Funktion

d Schichtdicke des durchstrahlten Kérpers, m

D Effektiver Diffusionskoeffizient, cm2 s

DSMZ Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
E Potential, V

€0 Elementarladung e, = 1,6021 - 10719

Eo Standardpotential, V
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Eo Elektrodenspannung im Gleichgewicht, V

E® Standard-Redoxpotential bei pH 7, V

Eiund E> Umkehrpotentiale, V

Ewn Halbstufenpotential, V

E420 Extinktion bei 420 nm, -

Eae Potential der Arbeitselektrode, V

ED Entner-Doudoroff-Weg

EeLio Einzelpotential Ee. der Elektroden i stromlosen Zustand, V

EeLi Einzelpotential Eg. der Elektroden i im unter Stromfluss, V

EET Externer Elektronentransfer

EMP-Weg Embden-Meyerhof-Parnas-Weg

Epa: Anodisches Spitzenstrompotential, V

Epk: Kathodisches Spitzenstrompotential, V

Ereo Potential der Referenzelektrode im Gleichgewicht, V

Ez Zellspannung unter Stromfluss, V

Ezo Zellspannung im stromlosen Zustand (thermodynamische Gleichgewichts-
spannung), V

F Faraday-Konstante, F = 96 485 C mol*

FBA Flussbilanz-Analyse (engl. flux balance analysis)

GAM wachstumsassoziierte Erhaltungsenergie (engl. growth associated
maintenance), mmolare gx*t

GE Gegenelektrode

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

| Stromstarke, A

Iq Diffusionsstrom, A

Ip Grenzstrom, A

lpa Anodischer Spitzenstrom, A

Ipk Kathodischer Spitzenstrom, A

IPTG Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranoside
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LB-Medium
M9-Medium
Me:

Me?*

Mieer

Na
NGAM

NP

Nt (Ctotal)

nt(CReaktor)
oD

Ox

p

p %
PEEK
pKs
PP-Weg
PTFE

Dehnungsparameter der Richards-Funktion
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante

Kation

Gleichgewichtskonstante der Reaktion
Gleichgewichtskonstant der Reaktion i
Halbséattigungskonstante des Substrats, g L™
Charakteristische Lange, m

Lysogeny Broth Medium

Definiertes M9-Medium

Metallelektrode

Wéssrige Metallionenldsung

Masse der 2 mL Reaktionsgefall nach der ersten Trocknung, g
Stoffmenge, mol

Rihrergeschwindigkeit, rpm

Avogadro-Zahl N, = 6,023 1023 g
nicht-wachstumsassoziierte Erhaltungsenergie (engl. non-growth associated

maintenance), mmolare (gx h)*

Nicht identifiziertes Nebenprodukt
Kohlenstoffmenge zum Zeitpunkt t, mol
Kohlenstoffmenge zum Zeitpunkt t im Reaktor, mol
Optische Dichte

Verbindung im oxidierten Zustand

Druck, bar

Prozentuale Abweichung, %
Polyetheretherketon

Dekadische Logarithmus der Sdurekonstanten
Pentosephosphat-Weg

Polytetrafluorethylen
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PVC Polyvinylchlorid

Q Ladung, C

qco2 Spezifische Kohlenstoffdioxidaufnahmerate, mmol (gx h)™*
Qi Spezifische Bildungs- oder Aufnahmerate, mmol (gx h)*
Jo2 Spezifische Sauerstoffaufnahmerate, mmol (gx h)*
QpHBA Spezifische pHBA-Bildungsrate, mmol (gx h)*

OpHEA Spezifische pHBA-Bildungsrate, mmol (gx h)*

Qs Spezifische Substrataufnahmerate, mmol (gx h)™*

R Allgemeine Gaskonstante: 8,31447 J mol™* K!

RE Referenzelektrode

Red Verbindung im reduzierten Zustand

RI-Detektor  Brechungsindexdetektor (engl. refractive index)

RQ Respirationskoeffizient

rx Wachstumsrate, g (L h)*

t Zeit, h

T: Temperatur, K

v Potentialvorschubgeschwindigkeit, V s
Vv Volumen, L

VE-H:0 Vollentsalztes Wasser

Vevaporations Verdunstetes Reaktorvolumen, L

Vi Zuluftstrom, L h't

Vinol Molares VVolumen eines idealen Gases, 22,414 L mol™*!
Vphi Volumen von Saure und/oder Base, L
Vr Reaktorvolumen, m?

VReaktor Reaktorvolumen zum Zeitpunkt t, L
VReaktor 10 Reaktorvolumen zu Zeitpunktt =0, L
wit Wildtyp, P. putida KT2440

Yij: Ertragskoeffizient der Komponente i beziiglich der Komponente j, gi gj*
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YpHBAS,

xin

Y61(Cco,)

20 Vrobe
20 71(Crobe)
Kp i

Ks.i

Kx

m

Hmax

[Mo]
[Mred]

[P]

[s]

[X]

Metabolite
2KG
6P2KG
6PG
AcCoA
ADP

ATP

pHBA-Ertrag, mmolCpnsa molCs

Molanteil des Stoffes i in der Zuluft, -

Molanteil des Stoffes i in der Abluft, -

Ladungszahl, -

Freie Reaktionsenthalpie im thermodynamischen Gleichgewicht, J

Extinktionskoeffizient, M cm™
Aufsummierte Kohlenstoffmenge zum Zeitpunkt t aus CO,, mol

Aufsummiertes Probenahmen-Volumen, L
Aufsummierte Kohlenstoffmenge zum Zeitpunkt t aus Proben, mol
Reduktionsgrad des Produktes i;
Reduktionsgrad der Substrate i

Reduktiongrad der Biomasse

Spezifische Wachstumsrate, h*

Maximale spezifische Wachstumsrate, ht
Konzentration der oxidierten Mediatorspezies
Konzentration der reduzierten Mediatorspezies
Produktkonzentration

Substratkonzentration

Biomassekonzentration

2-Ketogluconat
6-Phospho-2-Ketogluconat
6-Phosphogluconat
Acetyl-Coenzym A
Adenosin-Diphosphat
Adenosin-Triphosphat
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CHOR Chorismat

CIT Citrat

DAHP 3-Deoxy-D-arabion-heptulosonat-7-phosphat
DHQ 3-Dehydroquinat

DHS 3-Dehydroshikimat

E4P Erythrose-4-phosphat

EPSP 5-Enolpyruvoylshikimat-3-phosphat

F6P Fruktose-6-phosphat

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid (oxidiert)
FADH; Flavin-Adenin-Dinukleotid (reduziert)

FMN Flavinmononukleotid (oxidiert)

FMNH; Flavinmononukleotid (reduziert)

FUM Fumarat

G6P Glucose-6-phosphat

GAP Glyceraldehyd-3-phosphat

GLC Gluconat

GLU Glucose

GLX Glyoxylat

ICIT Isocitrat

KDPG 2-Keto-3-desoxy-6-phosphoglukonat

MAL Malat

MQ Menachinon

MQH; Menachinol

NAD* Nicotinamidadenindinukleotid (oxidiert)
NADH Nicotinamidadenindinukleotid (reduziert)
NADP* Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidiert)
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduziert)

OAA Oxalacetat
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PEP
pHBA
PHE
PQQ
PQQH:
PYR
R5P
RuSP
S3P
S7P
SHIK
SucC
SUC-CoA
TPP
TRP
TYR
uQ
UQH:2
X5P
aKG

Enzyme
6pgdh
acc

acn

cs

eda

edd

Phosphoenolpyruvat
para-Hydroxybenzoesaure
Phenylalanin
Pyrrolochinolinchinon
Pyrrolochinolinchinol
Pyruvat
Ribose-5-phosphat
Ribulose-5-phosphat
Shikimat-3-phosphat
Sedoheptulose-7-phosphat
Shikimat

Succinat

Succinyl-CoA
Thiaminpyrophosphat
Tryptophan

Tyrosin

Ubichinon

Ubichinol
Xylulose-5-phosphat

a-Ketoglutarat

Phosphogluconat-Dehydrogenase
Pyruvat-Carboxylase

Aconitase

Citrat-Synthase
Phospho-2-keto-3-deoxy-gluconat-Aldorase

6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase
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fop Fruktose-1,6-bisphosphatase
fum Fumarat-Hydratase

gkn Glucokinase

icdh Isocitrat-Dehydrogenase

icl Isocitrat-Lyase

mae Malatenzym

mals Malat-Synthase

mdh Malat-Dehydrogenase

mqo Malatchinon-Oxidoreduktase
oad Oxalacetat-Decarboxylase
pdh Pyruvat-Dehydrogenase

ppc Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
rpe Ribose-phosphat-3-Epimerase
rpi Ribose-5-phosphat-Isomerase
SCS Succinyl-CoA-Synthase

sdh Succinat-Dehydrogenase

tal Transaldolase

tkt Transketolase
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14 Anhang

14.1 Chemikalienliste

Tabelle 19 Liste der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien
Chemikalie Artikelnummer Hersteller
Acetat 49199 Fluka
Aceton 650501-1L-D Sigma Aldrich
Agar 5210.1 Carl Roth
Ammoniak, 25 % A3128,9025 AppliChem
Ammoniumchlorid LC-7318.2 neoLab
Aspartat, 99%ig B21184 Alfa Aesar
Bernsteinséaure, 99 % A12084 Alfa Aesar
Borsaure 1.00165.0500 Merck
Brenztraubensdure-Natriumsalz 8793.1 Carl Roth
Butanol 19422-5ML Sigma Aldrich
Butyrat L13189 Alfa Aesar
Calciumchlorid-Dihydrat 1.02382.0500 Merck
Chorismat C1761 Sigma-Aldrich
Cobaltchlorid-Hexahydrat 1.02539.0250 Merck
Di-Natriumhydrogenphosphat LC-4526.2 neolLab
EDTA 8040.3 Carl Roth
Eisenchlorid-Hexahydrat 1038141000 Merck
Ethanol, 99 % 9065.1 Carl Roth
Fumarat, 99 % A10976 Alfa Aesar
Glucose-Monohydrat 6887.1 Carl Roth
Glycerin, 99,5 % 3783.2 Carl Roth
Glyoxylat, 50 % B25149 Alfa Aesar
Hefeextrakt 2363.3 Carl Roth
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Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranosid
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhexacyanoferrat
Kaliumiodid

Kanamycinsulfat
Kupfersulfat-Pentahydrat
L-Malat, 99 %
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(l1)-Chlorid-Tetrahydrat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriummolybdat-Dihydrat
Nikel(Il)chlorid-Hexahydrat
Ortho-Phosphorsaure, 85 %
Oxalacetat
Para-Hydroxybenzoeséure
Pepton (aus Casein)

Propanol

Propionat

Salzséure rauchend (37 %)
Shikimat

Struktol (Antischaum)
Wasserstoffperoxid
Zinksulfat-Heptahydrat

a-Ketoglutarat

CNO08.4
7681-11-0
3904.3
A16946
105043
T832.3
P024
J63221
T888.2
95034-292
3957.2
P031.2
1065210250
7791-20-0
A0989,2500
Al12739
3872.1
403898.1210

96566-5ML-F

L04210
4625.2
L04848
J647

349887-500ML-D

1.08883.0500
A10256

Carl Roth
Merck

Carl Roth
Alfa Aesar
Merck

Carl Roth
Carl Roth
Alfa Aesar
Carl Roth
VWR

Carl Roth
Carl Roth
Merck
Merck
AppliChem
Alfa Aesar
Carl Roth
AppliChem

Sigma Aldrich

Alfa Aesar
Carl Roth
Alfa Aesar

Schill & Seilacher
Sigma Aldrich

Merck
Alfa Aesar
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14.2 Materialienliste

14.2.1 Reaktoren

Tabelle 20 Komponenten des Glas-Ruhrkesselreaktors Labfors im aeroben Betrieb
Komponente Bezeichnung Hersteller
1,8 L-Glaskessel Labfors 2 Infors GmbH
7,5 L-Glaskessel Labfors 2 Infors GmbH
Labforssteuerungseinheit Labfors, 103746 Infors GmbH
Prozesssteuerungssoftware Iris V5.2 Infors GmbH

pH-Elektrode

Gelostsauerstoff-Sonden

Reaktorwaage
Schlauchpumpe

Abgasanalytik

405 DPAS-SC-K85/425
400-DASP-SC-K85/200

InPro 6800
405-DPAS-SC-K8S/200

QC35EDE-S

BVP

Easy Line + Advance SCC-F

Mettler-Toledo GmbH

Mettler-Toledo GmbH

Sartorius AG
Ismatec, Wertheim

ABB Germany

Tabelle 21 Komponenten des Glas-Rihrkesselreaktors Labfors fir die Anodenatmung.
Komponente Bezeichnung Hersteller
1,8 L-Glaskessel Labfors 2 Infors GmbH
3,6 L-Glaskessel Labfors 2 Infors GmbH
Labforssteuerungseinheit Labfors, 103746 Infors GmbH
Prozesssteuerungssoftware Iris V5.2 Infors GmbH

pH-Elektrode
Reaktorwaage
Potentiostat

Software

400-DASP-SC-K8S/200
QC35EDE-S
SP-150/Z,

EC-Lab V10.40

Mettler-Toledo GmbH
Sartorius AG
Bio-Logic

Bio-Logic
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Referenzelektrode
Kationenaustauschermembran
Titangeflecht

Isolierband

Kupferfolie

Redox-Sonde
Graphit-Stabelektrode
Graphitvlies

Graphitbirste

Ag/Ag-Cl
CMI-7000S
43794
Coroplast

542611 - 62

Redox-Gold OPS32-ONBO2GSA

140.502.02

CG PSF-10

313240

IJ Cambria Scientific
Membranes International
Alfa Aesar

Fritz Miller

Conrad

Eurotronic Umwelttechnik
MBM

CGC Klein

The Mill-Rose Company

Tabelle 22 Komponenten des 1 L Systems fiir Anodenatmung im Satzverfahren
Komponente Bezeichnung Hersteller
Reaktor 688-1 QVF-Corning
Rahrverschluss 22SVL SciLabware
Ruhrachse 588-33SVL SciLabware
Ruhrwerk RW 20 DZM IKA
Schlauchpumpe BVP Ismatec
Wasserbad Susanne GLF
Graphitgewebe WQ0S1002 FuellCellStore
Titandraht Grade 2, Durchmesser 0,6 mm ANKURO
Membran CMI-7000 S Membranes International
Rotameter KFR Kobold
Titangeflecht 43794 Alfa Aesar
Titandraht Grade 2, Durchmesser 0,6 mm ANKURO

Referenzelektrode

Potentiostat

Ag/AgClI

MLab

IJ Cambria Scientific

Bank Elektronik
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Software SCI fur MS-Windows Bank Elektronik
Dichtung PTFE-Stulpe mit zentrischer Duran Group
Bohrung

Tabelle 23 Komponenten des 0,1 L Parallelsystems
Komponente Bezeichnung Hersteller
Potentiostat V'SP Bio-Logic
Referenzelektrode Ag/AgCl IJ Cambria Scientific
Salzbriicke R-AL100 Bio-Logic
Magnetrihrer LAB-400.100.011 Labco

Graphitgewebe

Membran

WQOS1002

CMI-7000 S

FuellCellStore

Membranes International

14.2.2 Allgemeine Geréate

Tabelle 24 Allgemeine Geréte

Gerét Bezeichnung Hersteller
Analytische Waage Explorer E121245 Ohaus
Analytische Waage Explorer EIN213 Ohaus
Analytische Waage Scout Pro 4000g Ohaus

Autoklav H+P 500 EC-Z H+P Labortechnik
Autoklav H+P Varioklav H+P Labortechnik

Dampfsterilisator

Magnetrihrer Variomag 90750 2mag AG
Standzentrifuge Rotixa 50 RS Hettich
Tischzentrifuge Mikro 20 Hettich

pH-Meter Lab 850 Schott
pH-Elektrode BlueLine 14 pH Schott
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Einstrahlphotospektrometer

Spectronic Genesys 10S UV-

Vis

Thermo Scientific

Schittelinkubator AJ 119 Infors
Brutschrank/Inkubator INB 200 Memmert
Trockenschrank SerieE28 L Binder
Pipetten Transferpette S Brand
14.2.3 Flussigkeitschromatographie
Tabelle 25 Bauteile und Software der HPLC-Anlage zur Quantifizierung von Glucose und organischen
Séauren.
Bauteil Bezeichnung Hersteller

Entgaser und Manager
Pumpe

Probengeber
Sdulenofen
RI1-Detektor
UV/VIS-Detektor
Software

Saule

1100 Series
1100 Series
1100 Series
Mistral

1200 Series
S3300
ChemStation

Aminex HPX-87H

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Spark-Holland
Agilent Technologies
Sykam

Agilent Technologies

Bio-Rad
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14.3 IRIS-Sequenz zur Redoxpotentialregelung

#0, initial_settings,
stirrer.sp = 700
temp.sp = 30
pH.sp =7
mass flow.sp =0.1
feed pump.sp=0
seq=1

#1, Check_potential
if(redox.v<225) {seq=2} else {seq=1}

#2, Adjust_potential,

feed pump.sp=10
seq=3

#3, wait, 250
seq =0
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14.4 Reduktionszustéande ausgewahlter Substrate beztglich pHBA

Ethanol |

Glycerin |:

Benzoat [

Acetat

Fruktose

Glucose

Lactat

Ribose

Pyruvat

1,5-Gluconolacton

Gluconséure

Succinat

2-Dehydro-D-gluconat : : : : | :

Fumarat |

wa | —

Oxoglutarat |

Galactarat |

Glucarat |

n_, mol
.

Abbildung 57 Redoxzustande ausgewdéhlter Substrate bezuglich pHBA. ne.: Anzahl an Elektronen, die fur die
vollstandige Umsetzung des Substrates zu pHBA benétigt (positives Vorzeichen)
beziehungsweise abgegeben (negatives VVorzeichen) werden.
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Tabelle 26 Redox-Halbreaktionen fir die Umsetzungen unterschiedlicher Substrate zu para-Hydroxy-
benzoesaure (pHBA).

Substrat Redoxreaktion

Glycerin 7 C3HgO3 —  3C/HeO3+24H,0+5H"+5¢
Glucose 7 CeH120¢ — 6 C/HeO3 + 24 H,O
Citrat 7CeHsO7 +42H"+42e — 6 CsHgO3 + 31 H,0
Succinat 7 CsHsOs+14H"+14e — 4 C7HeO3+ 16 H.O
Malat 7CsHeOs +28H"+28e — 4 C/HgO3 + 23 H,0

14.5 Modifikationen des Modells iJP815

14.5.1 iJP815mod
model = removeRxns(model,'IR09886");
model = addReaction(model,'lR09886',{'"C0001','C0002','C9324','C0008','"C0009','C0065",
'EC9324'}, [-1133135 -1133135 -10000 1133135 1133135 1133135
10000],false,0,1000,0,");
model = changeRxnBounds(model,'1R08984',3.96,'1");
model = changeRxnBounds(model,'1R08984',1000,'u";

14.5.2 1JP815mod pHBA
Darstellung der Deletion des fir die 4-Hydroxybenzoat-3-Hydroxymonooxigenase codierenden Gens
pobA durch einen Nullfluss:

model = changeRxnBounds (model, 'IR03632", 0, 'b")

Darstellung des pHBA-Exports:
model = addReaction(model, 'EX_EC0133', 'EC0133 <=>');
model = changeRxnBounds(model,'EX_EC0133',1000,'u");
model = changeRxnBounds(model,'EX_EC0133',0,'");
model = addReaction(model, 'Formation’, 'C0133 -> EC0133");
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14.5.3 pHBA-Produktion
Maximierung der Zielfunktion 'EX_EC0133' zur Abschétzung der in silico pHBA-Ertrége:
model = changeObijective(model, 'EX_EC0133)

14.5.4 Anaerobe Bedingungen
Darstellung anaerober Bedingungen:
model = changeRxnBounds(model, 'EX_ECO0007', 0, 'b";

14.5.5 Anodenatmung
Darstellung der Anoden Reaktion:
model = addReaction(model, '‘Anode’, ' Anode <=>");
model = changeRxnBounds(model,’Anode’,1000,'u");
model = changeRxnBounds(model,'’Anode’,0,'l');
model = addReaction(model, Transfer_Anode', ' EC_e -> Anode ");

model = addReaction(model, 'Mediator', ' shuttle_red -> shuttle_ox + EC_e ");

Regeneration von Cytochrom ¢ durch externen Elektronentransfer:
model = addReaction(model, 'bcl', ' shuttle_ox + C9315 -> C9314 + shuttle_red ");

Regeneration von NADH durch externen Elektronentransfer:
model = addReaction(model, 'NADHPool', ' shuttle_ox + C0004 -> C0003 + shuttle_red ";

Regeneration von UQH2 durch externen Elektronentransfer:
model = addReaction(model, 'UQH2Pool', ' shuttle_ox + C9315 -> C9314 + shuttle_red ");
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14.6 OD-Biomassekorrelationsfaktor

25

¢, =0.12016 + 0.5765 - OD !
R?=0.9801 SRR SERRERES

R T

= :

B B R T o S0t EIRRRRRPI SERMRRRE
0,5 -~ e it SUTEEIEEES
00 . i ‘

0 1 2 3 4
ODSOO‘

Abbildung 58  Bestimmung des OD-Biomassekorrelationsfaktors ax zur Berechnung der
Biomassekonzentration.
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14.7 HPLC-Retentionszeiten

Tabelle 27 HPLC Retentionszeiten. Eluent: 5mM H;SO,4, Temperatur 60 °C, Flussrate 0.7 mL min
Sdule: Aminex-87-HP-X.

Verbindung uv RI
Oxalséaure 5,8 6,1
Citrat 6,9 7,1

2-Oxoglutarat 7,4 7,6

Oxalacetat 8,2 8,4
Malat 8,2 8,5
Glyoxylat 8,2 8,5
Pyruvat 8,6 8,8
Shikimat 9,7 10,2
Succinat 99 10,1
IPTG 10,3 -
Lactat 10,8 11,1
Fumarat 110 116
Aspartat 115 118
Acetat 12,8 13,0
Chorismat 13,3 136
Propionat 15,0 14,7
Butyrat 176 179
Aceton 18,3 18,6
Ethanol - 190
Propanol - 234
Butanol - 311

pHBA 42,3 -




Anhang 217

14.8 Identifikation von Nebenprodukten

14.8.1 Malat

801

04

@
=1
N
@

404

204

004

#0q

)

04

Abbildung 59 HPLC-Chromatogramm von Malat. UV-Detektor. Durchgezogene Linie: Standard;
Gestrichelte Linie: Probe.

100] 89

75+

219

13 143
el LU UL
o “\‘m . VORI | W ‘ l 261 284 328 361 383 416 440 486 530 550 502 629 675

i T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Abbildung 60 Massenspektrum von Citrat. Fraktionierte Probe: 8,3 min Fraktion. Retentionszeit: 17,9 min;
MW 276 g mol; Identifizierte Verbindung: 2-Hydroxysuccinatdimethylester (1 Tert-
Butyldimethylsilyl-Ether) = Malatdimethylester.
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14.8.2 Fumarat

=0

0

11.819

T T T T T
15 18 12 121 122 mid

Abbildung 61 HPLC-Chromatogramm von Fumarat. RI-Detektor. Durchgezogene Linie: Standard,;
Gestrichelte Linie: Probe.

] >25.319-F|marate A1)
e —

il
Abbildung 62 Nachweis von Fumarat mittels HPLC einer ausgewéhlten Probe, die an der University of
Queensland beziglich Nebenprodukte untersucht wurde.

T
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