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| Zusammenfassung

Lignocellulosehaltige Biomasse aus Resten der Nahrungsmittelproduktion oder aus land- und
forstwirtschaftlichen Abfallen ist ein dullerst vielversprechendes, regeneratives Substrat fur die
fermentative Herstellung von Bioalkoholen. Allerdings muss die Lignocellulose dafiir erst kosten-
intensiv vorbehandelt und verzuckert werden und viele traditionelle Produktionsstimme sind
nicht in der Lage, die daraus resultierenden Hydrolysate effizient zu Alkoholen zu fermentieren.
Ein aussichtsreicher Ansatz, um Biomasse direkt zu nutzen, ist consolidated bioprocessing (CBP).
Dabei kénnen Cellulose-abbauende Organismen verwendet werden, um die Enzymproduktion,
die Hydrolyse der Biomasse und die Fermentation darin erhaltener Zucker zu Biokraftstoffen in
einem Prozess zu kombinieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden die cellulolytischen Clostridien Ruminiclostridium cellulo-
lyticum DSM 5812" und einige Clostridium thermocellum Stimme auf ihre Fahigkeit hin unter-
sucht, unvorbehandeltes Weizenstroh effektiv zu verwerten. Die thermophilen C. thermocellum
Stamme weisen dabei einen hohen Substratabbau auf, nutzen aber in erster Linie die abgespal-
tenen Cellodextrine. Im Gegensatz dazu kdnnen die mesophilen R. cellulolyticum DSM 5812" Kul-
turen alle im Substrat enthaltenen Zucker verwerten, zeigen aber einen niedrigeren Substratab-
bau und eine geringere Toleranz gegen hohe Substratkonzentrationen, was Grundvoraussetzun-
gen fur industrielle Anwendungen sind. Daruber hinaus wurde analysiert, inwieweit sich C.
thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 5812" Stamme als Wirtsorganismen fiir
die rekombinante Herstellung von Butanol eignen. Fir beide Organismen wurde dafir eine
Transformationsmethodik entwickelt, um verschiedene Varianten des CoA-abhangigen Butanol-
Stoffwechselweges aus solventogenen Clostridien rekombinant zu exprimieren. Die Auswirkung
der eingefiihrten genetischen Modifikationen auf den Metabolismus der cellulolytischen Clostri-
dien wurde durch Analyse der Fermentationsprodukte mittels Gaschromatographie und teilwei-
se mittels Enzym-Assays untersucht. Nach Optimierung der Kultivierungsbedingungen zur Buta-
nolproduktion betrug der maximale n-Butanol-Titer in den genetisch verdanderten C. thermocel-
lum ATCC 27405 Kulturen 13 mg/I nach 7 Tagen auf kristalliner Cellulose.

Neben Weizenstroh wurden auch zwei Nebenprodukte der Weizenmehlherstellung mit ei-
nen héheren Gehalt leicht zuganglicher Kohlenhydrate, unvorbehandelt als Substrate fiir solven-
togene Clostridien untersucht. Durch Screening der am besten geeigneten Stamme und Opti-
mierung der Kultivierungsbedingungen konnte so bereits im LabormaRstab bis zu 14 g/| n-

Butanol (20 g/I Gesamtlosungsmittel) in 96 h produziert werden.



Il Abstract

A potentially attractive substrate for fermentative bio-alcohol production from renewable ma-
terials is lignocellulosic biomass, for example, from agricultural residues or forest
slash. However, hydrolysis of lighocellulose is difficult and cost intensive, and many traditional
production strains are not able to efficiently ferment the resulting hydrolysates into alcohols.
One promising approach to convert biomass directly into biofuels is consolidated biopro-
cessing (CBP). CBP envisages the use of naturally cellulolytic microorganisms to perform en-
zyme production, biomass hydrolysis, and fermentation of the resulting sugars into biofuels
within a single process.

In this work the ability of Ruminiclostridium cellulolyticum DSM 5812 and some Clostridi-
um thermocellum strains to solubilize autoclaved but otherwise un-pretreated wheat straw
was examined. The thermophilic C. thermocellum strains exhibit a high substrate digestion
rate, but mainly only utilize cellodextrins released from the substrate. On the other hand, the
mesophilic R. cellulolyticum DSM 5812 cultures are able to degrade and utilize all containing
sugars but with a slower substrate degradation rate and a lower tolerance to high substrate
concentrations, both prerequisites for industrial applications.

Furthermore, the suitability of C. thermocellum ATCC 27405" and R. cellulolyticum DSM
5812 strains to be used as host organisms for recombinant butanol production was analyzed.
A transformation method for both organisms was developed and different shuttle plasmids for
butanol production based on the CoA-dependent pathway known from solventogenic clostrid-
ia were used for recombinant expression. The effect of these genetic modifications was meas-
ured by analysis of fermentation products by gas chromatography, as well as partly by enzyme
assays. After optimization of cultivation conditions for recombinant butanol production in C.
thermocellum ATCC 27405', maximal n-butanol titers on crystalline cellulose were 13 mg/| af-
ter 7 days.

As an alternative to wheat straw, two byproducts of wheat flour manufacture, offering
more easily accessible carbohydrates, were analyzed for butanol production by solventogenic
clostridia without pretreatment of the substrates. Strain screening for enhanced butanol pro-
duction and optimization of cultivation conditions resulted in up to 14 g/I n-butanol (20 g/ to-

tal solvents) in 96 h in 50 ml laboratory bottles.
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1 Einleitung

Schwankende Rohélpreise und ein durch neue Umwelt- und Klimaschutzbestimmungen ver-
groflertes Bewusstsein fiir die Endlichkeit fossiler Rohstoffe, hat Wissenschaftler aus ver-
schiedensten Forschungsbereichen dazu veranlasst, nach neuen, sauberen und nachhaltigen
Ressourcen fiir den weltweit wachsenden Energiebedarf zu suchen. Neben Wasserkraft, Solar-
und Windenergie wird schon seit Jahrzehnten auch an Kraftstoffen aus regenerativen Quellen
gearbeitet, um Erddl und -gas zumindest teilweise zu ersetzen. Bereits Anfang des 20. Jahr-
hunderts wurde mit der biotechnologischen Herstellung von Aceton und Butanol durch Verga-
rung von Kartoffeln, Zuckerrohr, Getreide, Mais oder Melasse im industriellen Maf3stab be-
gonnen [Jones & Woods, 1986, Moon et al., 2016]. Die dazu verwendeten Clostridienstamme
wurden damals generell als Clostridium acetobutylicum bezeichnet, werden heute jedoch auf-
grund molekulargenetischer Erkenntnisse in die Spezies C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C.
saccharobutylicum und C. saccharoperbutylacetonicum unterteilt [Keis et al., 1995, Keis et al.,
2001]. Wahrend dieser sogenannte Aceton-Butanol-Ethanol- (ABE-) Prozess zumeist nach dem
2. Weltkrieg nicht mehr mit der petrochemischen Synthese mithalten konnte, wurde er in der
ehemaligen Sowjetunion, Stidafrika oder China noch bis weit in die 1980er Jahre betrieben
[Zverlov et al., 2006, Chiao & Sun, 2007].

Insbesondere das Interesse an biotechnologisch hergestellten Alkoholen fiir Kraftstoffe
hat sich in den letzten Jahrzehnten weiter erhoht, was zu einem Anstieg der Forschungstatig-
keiten in diesem Bereich fiihrte [Moon et al., 2016]. Die Schwerpunkte lagen dabei auf der
Reduktion der Prozesskosten durch Verwendung kostenglinstigerer Ausgangsstoffe, einer Stei-
gerung der Losungsmittel-Toleranz, sowie auf verfahrenstechnischen Verbesserungen wie
einer optimierten Abtrennung der Produkte aus der Fermentationsbriihe oder der Verwertung
entstehender Beiprodukte [zusammengefasst in: Papoutsakis, 2008, Jang et al., 2012c, Moon
et al., 2016, Patakova et al., 2018, Kolesinska et al., 2019]. Daneben gab es auch zahlreiche
grundlegende Forschungen, die sich mit der Sequenzierung und Regulation der beteiligten
Gene, sowie der Etablierung von mikro- und molekularbiologischen Methoden fiir Clostridien
beschéftigten [zusammengefasst in: Ezeji et al., 2007b, Heap et al., 2007, Papoutsakis, 2008,
Lutke-Eversloh & Bahl, 2011, Jang et al., 2012b, Schiel-Bengelsdorf et al., 2013, Poehlein et al.,
2017]. So haben wir heute einen recht guten Uberblick (iber den Ablauf der Lésungsmittelpro-
duktion in solventogenen Clostridien, auch wenn einzelne Zusammenhange noch nicht ganz-

lich geklart werden konnten [Lee et al., 2008, Gheshlaghi et al., 2009b, Tracy et al., 2012].



1.1 Uberblick (iber den ABE-Stoffwechsel und die Fermenta-

tionsprodukte solventogner Clostridien

Die zur groRtechnischen ABE-Fermentation verwendeten solventogenen Clostridien besitzen
einen biphasischen Garungsstoffwechsel, der am besten fiir C. acetobutylicum beschrieben ist
[Hartmanis & Gatenbeck, 1984, Dirre, 2005]. Bis zum Ende des exponentiellen Wachstums
(acidogene Phase) werden zuckerhaltige Substrate zur ATP Gewinnung vor allem zu Acetat und
Butyrat umgesetzt, wobei Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff abgegeben werden. In der zwei-
ten (solventogenen) Phase des Stoffwechsels werden dann - unter Wiederaufnahme der Car-
bonsduren - Aceton, Butanol und Ethanol gebildet [Diirre, 2005]. Wahrend die Produktion von
Losungsmitteln den biotechnologisch interessantesten Aspekt darstellt, ist sie fiir die Mikroor-
ganismen selbst lebensnotwendig, um eine zu hohe intrazelluldare Saurekonzentration und
damit das Zusammenbrechen des Protonengradienten tGber der Membran zu verhindern und
die Endosporenbildung abzuschlieBen, bevor die Losungsmittelkonzentration auf einen toxi-
schen Wert (meist um 2 %) ansteigt [Paredes et al., 2005, Al-Hinai et al., 2015]. Dieses Um-
schalten zwischen den Stoffwechselphasen ist das Ergebnis einer deutlichen Verdnderung in
der Expression der beteiligten Gene [Dirre et al., 2002, Grimmler et al., 2011].

Der schematische Ablauf des Butanol-Stoffwechselwegs und die daran beteiligten Enzyme
sind in Abb. 1 dargestellt. Als grundlegender Schritt flir den acidogenen als auch den solvento-
genen Stoffwechselweg, katalysiert das Enzym Thiolase (Thl) die reversible Kondensation von
Acetoacetyl-CoA aus zwei Acetyl-CoA [Petersen & Bennett, 1991]. Fiir die Bildung von Butyryl-
CoA aus Acetoacetyl-CoA unter Verbrauch von NADH sind eine B-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydrogenase (Hbd), eine Crotonase (Crt) und eine Butyryl-CoA-Dehydrogenase (Bcd) ver-
antwortlich, deren Gene gemeinsam mit den beiden Untereinheiten eines Elektronentransfer-
Flavoproteins (EtfB und EtfA) das BSC- (Butyryl-CoA-Synthesis-) Operon bilden [Hartmanis &
Gatenbeck, 1984, Boynton et al., 1996, Gheshlaghi et al., 2009a, Sommer et al., 2013]. Fir die
beiden letzten Schritte von Butyryl-CoA zu Butanol sind die Enzyme Butyraldehyde-
Dehydrogenase (Ald) und Butanol-Dehydrogenase (BdhA/B) verantwortlich [Youngleson et al.,
1995, Fontaine et al., 2002]. In C. acetobutylicum kdonnen diese Reaktionen auch durch bifunk-
tionale Aldehyd / Alkohol-Dehydrogenasen (AdhE und AdhE2) katalysiert werden. [Toth et al.,
1999, Diirre et al., 2002]. Ein GroRteil der verantwortlichen Gene fiir die Butanolproduktion
solventogener Clostridien sind im SOL- (solventogenesis-) Operon (ald (bzw. adhE in C. ace-
tobutylicum), ctfA, ctfB, adc) und im BCS-Operon (crt, bcd, etfB, etfA, hbd) organisiert (Abb. 2)
und werden entsprechend jeweils zeitgleich exprimiert [Bennett & Rudolph, 1995, Boynton et

al., 1996, Toth et al., 1999, Diirre et al., 2002].
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Abb. 1 : Stoffwechselwege in der ABE-Fermentation solventogener Clostridien;
Ethanol/Butanol-Stoffwechselweg (grin): Thiolase (Thl), B -Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase
(Hbd), Crotonase (Crt) und Butyryl-CoA-Dehydrogenase (Bcd), die beiden Untereinheiten eines Elekt-
ronentransfer Flavoproteins (EtfA/B), Butyraldehyd-Dehydrogenase (Ald) und Butanol-
Dehydrogenase (Bdh), bifunktionale Aldehyd/Alkohol-Dehydrogenasen (AdhE und AdhE2), Alkohol-
Dehydrogenasen (BdhA und BdhB). AuRerdem sind auch die Enzyme fiir die sdurebildenden Stoff-
wechselschritte (blau) mit Phosphotransacetylase (Pta), Acetatkinase (Ak) Phosphotransbutylase
(Ptb) und Butyratkinase (Buk) sowie fiir die Aceton-Bildung (gelb) mit Acetoacetyl-CoA-
Acetat/Butyrat-CoA-Transferasen a und B (CtfA/B) und der Acetoacetat-Decarboxylase (Adc) gezeigt.

Wahrend es im SOL-Operon aber Variationen gibt, sind die Gene im BCS-Operon in allen be-

kannten, Butanol produzierenden Clostridien in derselben Reihenfolge angeordnet und in ihrer

Lange und Aminosdurezusammensetzung hochkonserviert [Kosaka et al., 2007, Berezina et al.,

2009, Poehlein et al.,

2017]. Die Regulation der Gene des SOL-Operons und der Alkohol-

Dehydrogenasen sind relativ gut untersucht, wohingegen die Regulation des BCS-Operons

noch nicht ganzlich geklart werden konnte [Girbal & Soucaille, 1994, Thormann & Diirre, 2001,

Diirre et al., 2002, Ravcheev et al., 2012].
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Abb. 2: Organisation des BCS- und des SOL-Operons in C. acetobutylicum; a) BCS-Operon: Crotona-
se (crt), Butyryl-CoA-Dehydrogenase (bcd), die Untereinheiten eines Elektronentransfer Flavopro-
teins (etfB und etfA) und B-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (hbd); davor das Gen fiir den putati-
ven Repressor REX (rex) und dessen Bindestelle in der Promotorregion des BCS-Operons b) SOL-
Operon: bifunktionale Aldehyd / Alkohol-Dehydrogenase (adhE1), Acetoacetyl-CoA:Acetat/Butyrat-
CoA-Transferase a und B (ctfA/B) und Acetoacetat-Decarboxylase (adc).

1.2 Methoden zur genetischen Modifikation von Clostridien

Die industrielle ABE-Fermentation ergibt typischerweise bis zu 20 g/l Losungsmittel in einem
Produktverhaltnis von 6:3:1 (Butanol : Aceton : Ethanol) [Jones & Woods, 1986, Schwarz et al.,
2007, Lee et al., 2008]. Mit fortschreitenden technischen Mdoglichkeiten zur gezielten Manipu-
lation clostridialer Gene, lieB sich die Menge, die Toleranz gegen Butanol und auch die Selekti-
vitat fur Butanol nochmal deutlich erhéhen [Lee et al., 2009, Sillers et al., 2009, Lutke-Eversloh
& Bahl, 2011, Cooksley et al., 2012, Jang et al., 2012b]. Zahlreiche Reviews dazu liefern einen
Ubersicht iiber die Fermentationsergebnisse auf verschiedenen Substraten und die dafiir ver-
wendeten Stamme [lang et al., 2012a, Schiel-Bengelsdorf et al., 2013, Zheng et al., 2015,
Moon et al., 2016]. Auch durch eine Vielzahl an verfahrenstechnischen Verbesserungen, Opti-
mierung der Kultivierungsbedingungen und durch Abtrennung der Endprodukte kénnen inzwi-
schen héhere und damit auch heutzutage wirtschaftliche Losungsmittelkonzentrationen erzielt
werden [Ezeji et al., 2004, 2013, Outram et al., 2017, Nguyen et al., 2018].

Sobald man Produktionsstamme modifizieren will, muss es dafiir gut funktionierende Sys-
teme geben, mit deren Hilfe die Organismen einfach genetisch manipuliert werden kdnnen.
Bereits mit Wiederaufleben der Forschung im Bereich der ABE Fermentation um 1990 wurde
erfolgreich begonnen, Elektroporationstechniken fir Clostridien zu entwickeln [Minton &
Oultram, 1988, Lee et al., 1992, Mermelstein & Papoutsakis, 1993, Nakotte et al., 1998]. Aus
dieser Zeit stammen auch einige Schaukelvektoren, die jeweils zwei Selektionsmarker und
Replikationsurspriinge tragen und so das Arbeiten sowohl in bekannten Organismen wie E. coli
bzw. B. subtilis als auch in Clostridien erlaubten [Azeddoug et al., 1992, Lee et al., 1992,
Nakotte et al., 1998]. Die Erforschung von Restriktionssystemen, die Clostridien gegen das
Eindringen von Fremd-DNA entwickelt haben, sowie von in-vitro und in-vivo-Methylierungs-

Methoden, um die Zerstérung der eingefligten DNA zu umgehen, ebneten den Weg zur weite-



ren genetischen Modifikation von Clostridien [Mermelstein & Papoutsakis, 1993, Papoutsakis,
2008, Lutke-Eversloh & Bahl, 2011, Lesiak et al., 2014, Huang et al., 2018]. Dariber hinaus
wurden Systeme zur Geninaktivierung und zur Repression einzelner Gene Uber antisense-RNA
entwickelt und zur Analyse der Solventogenese genutzt [Harris et al., 2002, Girbal et al., 2003,
Tummala et al., 2003a, Tummala et al., 2003b]. In den letzten Jahren konnte aufRerdem das
TargeTron-System an Clostridien angepasst (ClosTron), zu einer ganzen Reihe von intronbasier-
ten, gezielten Geninaktivierungs-Systemen ausgebaut und an verschiedenen Clostridien erfolg-
reich angewandt werden [Heap et al., 2007, Shao et al., 2007, Heap et al., 2010a, Heap et al.,
2010b, Cooksley et al., 2012, Heap et al., 2012, Jang et al., 2012b, Kuehne & Minton, 2012].
Neben dem Modelorganismus C. acetobutylicum konnten auch fir andere Clostridien zahlrei-
che genetische Modifikationsmethoden erarbeitet sowie geeignete Promotoren, Replikati-
onsurspriinge und Reportersysteme untersucht werden, die das Repertoire an genetic engine-
ering tools fiir Clostridien noch erweiterten [zusammengefasst in: Pyne et al., 2014, Minton et
al., 2016, Gyulev et al., 2018, Joseph et al., 2018].

Auch cellulolytische Clostridien, die weniger gut fir genetische Modifikationen zuganglich
sind, wie Clostridium thermocellum (auch: Acetivibrio thermocellus [Tindall, 2019]; Hungateic-
lostridium thermocellum [Zhang et al., 2018]) oder Ruminiclostridium cellulolyticum (bisher:
Clostridium cellulolyticum, [Zhang et al., 2018]), konnen inzwischen erfolgreich transformiert
werden [Tardif et al., 2001, Guedon et al., 2002a, Tyurin et al., 2004, Guss et al., 2012]. Dar-
Uber hinaus wurden in den letzten Jahren eine ganze Reihe der fiir Clostridien vorhandenen
genetic engineering tools auch an cellulolytische oder thermophile Clostridien angepasst und
erfolgreich getestet [Tripathi et al., 2010, Mohr et al., 2013, Cui et al., 2014, Xu et al., 2015,
Tian et al., 2016].

1.3 Alternative Substrate fur die Herstellung von Bioalkoholen

Wahrend bis vor kurzem - aus Griinden der politischen Unabhangigkeit - die fermentative Her-
stellung von Alkoholen aus starke- oder zuckerhaltigen Pflanzenteilen (1. Generation der Biok-
raftstoffe) noch toleriert wurde, wird der Prozess inzwischen wegen der Verwendung von Le-
bensmitteln zur Gewinnung von Treibstoffen stark kritisiert [Gomez et al., 2008]. Die damit
verbundenen Probleme, wie Verknappung und Verteuerung von Grundnahrungsmitteln, kénn-
ten aber durch die Verwendung alternativer Substrate umgangen werden. In neuen Verfahren
kénnten regenerative Substrate Verwendung finden, die nicht in direkter oder indirekter Kon-

kurrenz zur Nahrungsmittelherstellung stehen. Um Bioalkohole industriell aus einer solchen



gut verfligbaren, regenerativen Quelle herzustellen, werden aktuell vor allem zwei mégliche
Substrate als besonders vielversprechend diskutiert. Zum einen Syn(these)gas, das sehr ein-
fach und gilnstig durch die Vergasung von Erdél, Kohle oder Biomasse herzustellen ist, aber
auch als industrielles Abfallprodukt in der Stahlherstellung anfillt [Munasinghe & Khanal,
2010, Latif et al., 2014, Salehi Jouzani & Taherzadeh, 2015]. Auf den darin enthaltenen Haupt-
bestandteilen H,, CO und CO, kdnnen einige acidogene Organismen (z. B. C. autoethanogenum
oder C. ljungdahlii) autotroph wachsen, das zentrale Stoffwechselintermediat Acetyl-CoA her-
stellen und daraus v.a. Acetat und Ethanol produzieren [Thauer, 2007, Kopke et al., 2010,
Tracy et al., 2012, Latif et al., 2014]. Entsprechende Anlagen sind bereits in Betrieb und wer-
den von Biotechfirmen wie Coskata, IneosBio und LanzaTech betrieben [Bengelsdorf et al.,
2013].

Ein weiteres geeignetes Substrat fir eine industrielle Produktion von Bioalkoholen in gro-
Rem Malstab ist Lignocellulose. Als Hauptbestandteil pflanzlicher Biomasse ist Cellulose fiir
die sogenannte 2. Generation der Biokraftstoffe ein duferst attraktives Ausgangsprodukt
[Wang et al., 2017, Birgen et al., 2019, Kolesinska et al., 2019]. Die fibrillaren oder kristallinen
Cellulosepolymere sind meist aus mehreren tausend B-1,4-glycosidisch verbundenen Glucose
Molekiilen zusammengesetzt und liegen in der Natur eingebettet in einer amorphe Hiille von
Hemicellulose-Bestandteilen vor [Lynd et al., 2005b, Bayer et al., 2007]. Zur weiteren Stabili-
sierung und zum Schutz gegen Fressfeinde lagern Pflanzen in den meisten Geweben zusétzlich
Lignin ein (s. Abb. 3). Mit der Verwendung dieser Lignocellulose ergeben sich jedoch fiir den
technischen Prozess eine Vielzahl neuer Schwierigkeiten, die hauptsachlich durch den komple-
xen Aufbau des Substrates entstehen [Kumar et al., 2008, Lynd et al., 2008, Salehi Jouzani &
Taherzadeh, 2015, Saggi & Dey, 2016]. Den ersten Schritt in der Produktion von Bioalkoholen
aus Biomasse stellt die aufwendige Vorbehandlung des Ausgangsmaterials dar. In Abhdngigkeit
von dessen spezifischer Zusammensetzung werden dabei verschiedene z. T. harsche, chemi-
sche (z. B. Saure, Lauge oder Losungsmittel), physikalische (Vermahlung, Mikrowellenbehand-
lung) und physikalisch-chemische Methoden (z. B. ,Steam-Explosion”, ,AFEX“) angewendet,
um Hemicellulose- und Lignin-Bestandteile abzutrennen und die Cellulose besser zugadnglich zu
machen [Mosier et al., 2005, Salehi Jouzani & Taherzadeh, 2015, Silva-Fernandes et al., 2015,
Barisik et al., 2016, Kim, 2018].

Den zweiten und meist kostenintensivsten Schritt stellt die enzymatische Hydrolyse der
Lignocellulose dar [Brethauer & Studer, 2015]. Um das hochkomplexe Geflecht aus Biomolek-
len effektiv aufzubrechen, sind eine ganze Reihe von Cellulasen nétig, die unterschiedliche
glycosidische Bindungen spalten (Endoglucanasen, Exoglucanasen und pB-Glucosidasen)

[Schwarz, 2001a, Lynd et al., 2002a, Bayer et al., 2004, Lynd et al., 2005b]. Dariliber hinaus



mussen Hemicellulasen sowie weitere Enzyme hinzugefligt werden, die Lignin und Pektin ab-
bauen und die Zellwand anl6sen [Brethauer & Studer, 2015]. Erst im Anschluss kann dann eine
fermentative Umsetzung der nun einzeln vorliegenden, unterschiedlichen Hexosen und Pento-
sen beginnen, die allerdings meist nicht gleichzeitig genutzt werden kénnen [Kim et al., 2010].
Daflir werden industriell hauptsachlich Hefen verwendet, wobei es erst seit kurzem gentech-
nisch optimierte Stamme gibt, die auch Xylose umsetzen kdnnen [Brat et al., 2009, Subtil &
Boles, 2012]. Trotz aufwendiger Optimierungen bei der Gewinnung von Biotreibstoffen bleibt
die Rentabilitat v.a. wegen hoher Substrat- und Enzymkosten eines der Hauptprobleme eines
solchen Prozesses; aber auch ein unvollstiandiger Abbau, der negative Einfluss der eingesetzten
Reagenzien (z. B. der Schwefelsdure) und die Bildung von Fermentationshemmstoffen (z. B.
Furfural, Sduren) erschweren die industrielle Produktion von Bioalkoholen aus Lignocellulose
[zusammengefasst in: Parisutham et al., 2014, Maiti et al., 2016, Kim, 2018, Birgen et al.,
2019].

In der Natur erfolgt der allgegenwartige Abbau von lignocellulosehaltiger Biomasse aerob
und anaerob durch hocheffiziente cellulolytische Organismen, insbesondere Eubakterien und
Pilze [Raven et al., 2019]. Aber auch unter den Bakterien gibt es mit C. thermocellum, Clostridi-
um phytofermentans und R. cellulolyticum einige ausgezeichnete Celluloseverwerter [Zverlov
& Schwarz, 2008, Juturu & Wu, 2014]. Fir den Abbau von lignocellulosehaltiger Biomasse wer-
den eine ganze Reihe von Enzymen wie Cellulasen, Hemicellulasen, Pektinasen, Ligninasen und
weitere Enzyme, die den Zugang erleichtern, benotigt [Bayer et al., 2004]. Die cellulolytischen
Enzyme werden aufgrund ihrer genetischen Ahnlichkeit und ihrer Funktion in drei Gruppen
eingeteilt: Endoglucanasen, die die Cellulose an amorphen Regionen in kleinere Teilstiicke
spalten kénnen, Exoglucanasen, die an den entstandenen Enden prozessiv Cellobiose abspal-
ten und B-Glucosidasen, die Cellobiose in Glucose spalten kénnen [Zhang & Zhang, 2013,
Srivastava et al., 2019]. Neben den echten Celluloseabbauern gibt es aber auch unter den sac-
charolytischen Clostridien etliche, die zwar keine Cellulose, wohl aber andere komplexe Zu-
ckerpolymere wie Starke, Pektin, B-1,3-1,4-Glucan oder Xylan problemlos abbauen kdénnen
[Koeck et al., 2014].

Als Losung flr den vielschichtigen und komponentenreichen Aufbau pflanzlicher Biomasse
besitzen echtcellulolytische Organismen sehr spezialisierte und effiziente Abbausysteme, die
teilweise zu hochkomplexen, synergistisch zusammenarbeitenden Multienzymkomplexen -
den Cellulosomen - zusammengefasst sind [Bayer et al., 2004, Fontes & Gilbert, 2010]. Allen
Cellulosomen gemeinsam ist ihr grundsatzliches Funktionsprinzip sowie ihr Aufbau aus einer
ganzen Reihe miteinander kombinierter und sich gegenseitig optimal erganzender Enzyme

[Shoham et al., 1999, Schwarz, 2001b]. Die Position der Cellulosomen auf der Zelloberflache



der Bakterien, ihr modularer Aufbau und ihre direkte und spezifische Bindung an das Substrat,
erlauben einen hocheffizienten Abbau und eine direkte Aufnahme der abgespaltenen Oli-
gosaccharide [Schwarz, 2001b, Doi & Kosugi, 2004, Desvaux, 2005]. Durch die rdumliche Nahe
und die Vielzahl an Kombinationsmoglichkeiten von Enzymen in Abhangigkeit vom jeweiligen
Substrat, kann sich das Cellulosom der jeweils abzubauenden Biomasse und den duReren Ge-
gebenheiten optimal anpassen und besonders effektiv arbeiten [Schwarz, 2001a, Doi & Kosugi,
2004, Raman et al., 2011, Yoav et al., 2017]. Dabei gibt es zum einen vergleichsweise einfache
und kleinere Cellulosomen wie sie in R. cellulolyticum oder C. cellulovorans gefunden wurden,
aber auch deutlich groBere und komplexere [Blumer-Schuette et al., 2014, Koeck et al., 2014].
Das bekannteste und bereits seit den 80er Jahren erforschte System ist das Cellulosom von C.
thermocellum - eine Art Schweizer Taschenmesser fiir den Cellulose-Abbau [Lamed et al.,

1983, Bayer & Lamed, 1986, Bayer et al., 1998, Schwarz, 2001b].

Hemicellulose

Cellulose

Cellulosom

ATP

ADP =
Cellodextrine m oAty

Glucose-6-P |---> Pyruvat |---> Acetyl-CoA

R / \
=2
2‘?;.

'f.'_' ® = ’r

Abb. 3: Schematische Darstellung der Zusammensetzung und des Abbaus von Biomasse durch C.
thermocellum; Zusammensetzung von Biomasse aus Cellulose, Hemicellulose (Hexosen und Pento-
sen) und Lignin, sowie Abbau der Cellulose mit Hilfe des zellgebundenen Cellulosoms in die haupt-
sachlichen Fermentationsendprodukte.



Die Grundeinheit des Cellulosoms (vgl. Abb. 3) besteht aus einem zellgebunden, nicht-
katalytischen Scaffoldin Protein (CipA) an dem uber hochspezifische Protein-Protein-
Interaktionen mehrere Cohesine hangen, durch die die unterschiedlichen katalytischen Kom-
ponenten des Cellulosoms wie Cellulasen, Hemicellulasen, Pectinasen oder Glycosidasen zu-
sammengehalten werden [Carvalho et al., 2005, Zverlov et al., 2005]. Das Scaffoldin besitzt
aullerdem noch ein weiteres Modul, das die Bakterienzellen tiber das Cellulosom direkt an der
Oberflache der Cellulosefasern befestigt [Gilbert, 2007]. Insbesondere diese raumliche Nahe
aller Komponenten zueinander fiihrt zu einem hocheffektiven Celluloseabbau, was durch Mu-
tationsanalysen des verbindenden Scaffoldin-Bestandteils gezeigt werden konnten [Zverlov et
al., 2008]. Zusatzlich verfugt C. thermocellum Uber ein weiteres, 16sliches Cellulasesystem, das
das zellgebundene Cellulosom erganzt [Berger et al., 2007]. Das Cellulosom von R. cellulolyti-
cum gilt als Model fiir die Cellulosomen mesophiler Clostridien und entspricht vom grundsatz-
lichen Aufbau - aus einem zentralen CipC Scaffoldin mit katalytischen Untereinheiten - dem
von C. thermocellum [Desvaux, 2005]. Die meisten Gene fir die Cellulosom-Komponenten
liegen im Genom von R. cellulolyticum im sogenannten cel-Cluster gesammelt vor, wahrend die
Gene des C. thermocellum Cellulosoms Uber das Genom verstreut sind [Fendri et al., 2009,

Blouzard et al., 2010, Raman et al., 2011].

14 CBP Verfahren als vielversprechendes Forschungsziel

Zum Abbau von (vorbehandelter) Lignocellulose werden in technischen Prozessen gegenwartig
hauptsachlich Cellulasen aus Pilzen eingesetzt [Raven et al., 2019]. Dieser Schritt der Verzucke-
rung ist sehr kostenintensiv und gilt gleichzeitig als schwierig zu optimieren, weil jedes Substrat
eine eigene Enzymzusammenstellung bendétigt. Deswegen zielt die aktuelle Forschung zur in-
dustriellen Cellulose-Verwertung in erster Linie darauf ab, Methoden fiir sogenanntes consoli-
dated bioprocessing (CBP) zu entwickeln [Lynd et al., 2005b]. Das bedeutet, eine direkte Um-
setzung eines moglichst kostenglinstigen, cellulosehaltigen Substrates durch einen definierten
Organismus oder ein Konsortium von Organismen, die die Lignocellulose abbauen und daraus
moglichst nur ein gewiinschtes Endprodukt in groBen Mengen produzieren kénnen [Lynd et
al., 2005b, Olson et al., 2012, Parisutham et al., 2014]. Neben einem hocheffizienten Cellulase-
System, das Biomasse zersetzen und die darin enthaltenen Hexosen und Pentosen verwerten
kann, ist auch eine hohe Substrat- und Produkttoleranz, eine gute Handhabbarkeit und die
Apathogenitdt des gewahlten Stammes eine Grundvoraussetzung fiir eine groRtechnische Nut-

zung. Bisher konnte allerdings kein Organismus gefunden werden, der eine Kombination all



dieser Eigenschaften schon von Natur aus vereint, sodass eine rekombinante Konstruktion
Uber genetische Modifikationen nétig sein diirfte, um einen solchen Stamm zu entwickeln
[Demain et al., 2005, Lynd et al., 2005b, Olson et al., 2012].

Dafir gibt es prinzipiell zwei mogliche Wege: Zum einen gibt es die sogenannte ,,recombi-
nant strategy” bei der einem fiir das gewlinschte Zielprodukt gut geeigneten Organismus die
Fahigkeit verliehen wird, die notwendigen Cellulasen und Hemicellulasen zu sekretieren [Olson
et al., 2012]. Beispielsweise konnten in der Genomsequenz von C. acetobutylicum mehrere
Gene fiir ein rudimentares Cellulosom gefunden werden (Nolling et al., 2001; Sabathé et al,,
2002). Obwohl diese Gene ausgereicht haben, um durch heterologe Uberexpression in E. coli
ein funktionales Minicellulosom zu bilden, kann C. acetobutylicum selbst keine kristalline Cellu-
lose abbauen und konnte auch bisher rekombinant nicht dazu gebracht werden, es zu tun
[Sabathe & Soucaille, 2003, Perret et al., 2004, Mingardon et al., 2005]. Ein limitierender
Schritt fir diese Vorgehensweise diirfte die groBe Zahl an Genen sein, die fir die einzelnen
Komponenten eines Cellulosoms nach dem Vorbild von C. thermocellum oder R. cellulolyticum
notig waren und die energetischen Kosten fiir deren Expression.

Zum anderen gibt es die sogenannte , native strategy”, bei der in einem cellulolytischen
Organismus Metabolic Engineering zur Optimierung der Produktion des gewiinschten Endpro-
dukts betrieben wird [Lynd et al., 2005b, Olson et al., 2012]. C. thermocellum im thermophilen
und R. cellulolyticum im mesophilen Temperaturbereich gelten als die am besten geeigneten
Kandidaten fir eine direkte Umsetzung von (Ligno)-Cellulose zu Alkoholen, weil sie vergleichs-
weise gut erforscht sind, zu hocheffektivem Celluloseabbau fahig sind und schon naturlicher-
weise Ethanol und Isobutanol produzieren kdnnen. Neben Ethanol wurde auch intensive For-
schung zur biotechnologischen Herstellung von Butanol aus lignocellulosehaltiger Biomasse
betrieben, das sich insbesondere als Ersatz fiir konventionelle Kraftstoffe hervorragend eignet
[Bharathiraja et al., 2017, Gottumukkala et al., 2017, Wang et al., 2017]. Da Butanol in seinen
Eigenschaften aktuellen Kraftstoffen sehr dhnlich oder sogar liberlegen ist, missten dafir kei-
ne Veranderungen an den Motoren oder der bestehenden Infrastruktur vorgenommen wer-
den. Dariiber hinaus lasst sich Butanol in beliebiger Konzentration mit gegenwartigen Kraft-
stoffen mischen oder auch unverdinnt verwenden und ist aulRerdem weniger hygroskopisch
und korrosiv als Ethanol. [Schwarz & Gapes, 2006, Diirre, 2007, 2008, Swana et al., 2011]

Da sowohl Celluloseabbau als auch fermentative Butanolherstellung von einigen Clostri-
dien betrieben werden, ist es naheliegend, die phylogenetische Nahe zu nutzen, um diese bei-

den besonderen Eigenschaften von Clostridien zu kombinieren.
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1.5 Zielsetzung

Das Ziel dieser Promotionsarbeit war es, eine moglichst vorbehandlungsarme Produktion von
Butanol auf regenerativen Substraten wie dem hier verwendeten Weizenstroh und Nebenpro-

dukten der Weizenmehlproduktion zu untersuchen.

Um Butanol direkt und ohne Vorbehandlung aus kristalliner Cellulose produzieren zu kdnnen,
sollten die Gene aus dem CoA-abhangigen Butanol-Stoffwechselweg solventogener Clostridien
rekombinant in einen geeigneten cellulolytischen Organismus exprimiert werden. Dafiir sollten
Organismen ausgewahlt werden, die kristalline Cellulose effizient abbauen kénnen, gut kulti-
vierbar sind sowie einen bereits beschriebenen Energiestoffwechsel und ein gut charakterisier-
tes Cellulose-Abbausystem besitzen. Darliber hinaus sollten die cellulolytischen Organismen
genetisch modifizierbar, apathogen und moglichst tolerant gegentiber Losungsmitteln sein, um
den Butanol-Stoffwechselweg integrieren zu kénnen. Neben dem Abbau von kristalliner Cellu-
lose sollte auch das vom Projektpartner Clariant (ehe. Siid-Chemie AG) zur Verfligung gestellte
Weizenstroh - als ein gut verfiigbares und glinstiges lignocellulosehaltiges Substrat - von den
ausgewadhlten Organismen direkt zur Produktion von Losungsmitteln genutzt werden kénnen.
All diese Eigenschaften bieten die daflir ausgewdhlten cellulolytischen Clostridien C. ther-
mocellum ATCC 27405" (thermophil) und R. cellulolyticum DSM 58127 (mesophil).

Ausgehend von bekannten Methoden zur genetischen Modifikation von Clostridien, sollte
eine Transformationsmethodik fiir C. thermocellum ATCC 27405 und R. cellulolyticum DSM
5812" erarbeitet werden, um Gene des CoA-abhingigen Butanol-Stoffwechselwegs rekombi-
nant zu exprimieren. Es wurde mit beiden Organismen weitergearbeitet, weil nicht bekannt
war, ob die aus mesophilen Organismen stammenden Enzyme des Butanol-Stoffwechselwegs
ausreichend temperaturstabil sind. AnschlieRend sollte untersucht werden, unter welchen
Kultivierungsbedingungen die transformierten cellulolytischen Clostridien die héchsten Buta-
nolkonzentrationen erzielen kénnen. Neben den vom Projektpartner Prof. Diirre, Universitat
Ulm, stammenden Plasmiden mit den Genen des CoA-abhangigen Butanol-Stoffwechselwegs,

sollten auch alternative Donorgene analysiert werden.

Dariiber hinaus sollte die direkte Produktion von Butanol durch solventogene Clostridien aus
der lehrstuhleigenen Stammsammlung auf zwei weiteren Nebenprodukten der Weizenmehl-
herstellung analysiert werden. Dabei sollte untersucht werden, unter welchen Bedingungen
sich die vom Bayerischen Millerbund zur Verfligung gestellten Substrate - WeizengrieRkleie

und Weizennachmehl - in moglichst hohe Losungsmittelkonzentrationen umsetzten lassen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Gase und Gerate

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, so nicht anders im Text angege-
ben, von den Firmen Sigma-Aldrich GmbH (Schnelldorf), Merk KGaA (Darmstadt), Serva Feinbi-
ochemica GmbH & Co KG (Heidelberg), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Carl Roth GmbH
& Co. KG (Karlsruhe) oder AppliChem GmbH (Darmstadt) in p.a.-Qualitdt oder hochwertiger

bezogen. Gase und Gasgemische wurden von Air Liquide (Grobenzell) bezogen und sind Tab. 1

Zu entnehmen.

Tab. 1: Gase und Gasgemische

Gas Zusammensetzung

Verwendung

95 % Stickstoff
5 % Wasserstoff

Formiergas

Anaerobenkammer

Stickstoff

Anaerobes Arbeiten, Tragergas GC
Gaschromatograph

79 % Stickstoff
21 % Sauerstoff

Synthetische Luft

FID Gaschromatograph

Wasserstoff

FID Gaschromatograph

Tab. 2: Gerdte und deren Hersteller

Gerat

Hersteller

Alpha Imager Mini

Biozym, Hess. Oldendorf

Anaerobenkammer

Topffer lab systems, Goppingen

Digital-pH-Meter

Knick

Elektroporationsgerat Gene-Pulser

Biorad,

Elektroporationskivetten (2 mm)

Peqlab Biotechnologie GmbH; Erlangen

2010 Gaschromatograph SHIMADZU
Gel-Dokumentationssystem Cybertech

Mikroskop Carl Zeiss AG; Oberkochen
Nano Drop Spectrophotometer ND-1000 peQlab

Photometer

“Ultrospec® 2100 pro“ oder 3000“

pH-Elektrode SenTix21

ATW

Phasenkontrastmikroskop

Zeiss, Gottingen

Prazisionswaage 125 ASCS Precisa
UV-Visible spectrophotometer LKB Biochrom
Zentrifuge Rotina 35R Hettich

Zentrifuge Heraeus Biofuge pico

Heraeus Holding GmbH, Hanau
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2.2

Enzyme

Tab. 3: Enzyme und ihr Verwendungszweck

Enzym Lieferant Verwendung Stock
Lysozym Sigma-Aldrich Chemie Zelllyse 50 mg/ml
GmbH, Schnelldorf
T4-Ligase Fermentas GmbH, St. DNA-Ligation
Leon-Rot
Restriktionsenzyme Fermentas GmbH, St. Restriktion von DNA
Leon-Rot;
NEB, Frankfurt am Main
Protease K Applichem, Darmstadt Verdau von Proteinen 10 mg/ml
RNase A Fermentas GmbH, St. Verdau von RNA
Leon-Rot
Fast-AP
Fermentas GmbH, St. Dephosphorylierung
Calf Intestine Alkaline  Leon-Rot
Phosphatase (CIAP)
Phusion Polymerase Finnzymes, Finnland
Herculase Il Fusion Agilent Technologies PCR
DNA Polymerase
2.3 Molekularbiologische Hilfsmittel (Kit’s)
Tab. 4: Kits sowie deren Hersteller und Verwendungszweck
L Kit" Hersteller Verwendungszweck

Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System

Promega GmbH, Mannheim

Reinigung von DNA

Qiagen

QIAGEN GmbH, Hilden

Reinigung von DNA

SV Wizard® Plus

Promega GmbH, Mannheim

Isolation von Plasmid-
DNA

Qiagen-Midi-Prep Kit

QIAGEN GmbH, Hilden

Isolation von Plasmid-
DNA

AxyPrep TM Plasmid Mini-
prep Kit

Serva Electrophoresis GmbH, Hei-
delberg
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2.4 Bakterienstamme

Tab. 5: Clostridienstimme sowie deren Herkunft und optimale Wachstumstemperatur

Optimal
Spezies Stamm Herkunft P
Temp.
ATCC 27405' DSMZ
Clostridium thermocellum F7 (VKMB 2203) VKMB
(auch: Acetivibrio thermocellus®, DSM 4150 DSMmZ 60°C
Hungateiclostridium thermocellum?) DSM 2310 DSMZ
DSM 7150 DSMzZ
Ruminiclostridium cellulolyticum T .
) o g DSM 5812 DSMZ 34°C
(bisher: Clostridium cellulolyticum®)
Clostridium acetobutylicum DSM 824" 37°C
DSM 44747 DSMZ
Clostridium tetanomorphum DSM 528 DSMZ 34°C
DSM 665 DSMzZ
GT6 Eigenes Isolat
Clostridium pasteurianum DSM 525" DSMZ 37°C
[Tindall, 2019] * [Zhang et al., 2018]
Tab. 6: E. coli Stamme und deren Eigenschaften
Stamm Herkunft Genotyp
BL21 F- ompT gal dcm lon hsdSB (rB-mB-)
DH5a Hanahan, 1983  F - ¢$80dlaclqgZz_M15 (lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl

hsdR17(rK-, mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl

Top10 Invitrogen HSDR, mcrA, lacZM15, endA1, recAl

XL1-Blue Stratagene recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac,
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2.5 Plasmide

Tab. 7: Verwendete Plasmide, sowie deren GrofR3e, Eigenschaften und Herkunft

Name: GroBe Eigenschaften: Herkunft:
(kb):

pIMP1 4,7 Em", Apr, pMB1 oriR, pIM13 oriR(+) [Mermelstein et
al., 1992]

pIMP-thi-ter 9,7 pIMP1, thl (Cac), crt(Cac), ter (Tde), hbd(Cac)  diese Arbeit

pIMP1-thl-ter,,, 9,7 pIMP1, thl (Cac), crt(Cac), ter,.: (Tde), diese Arbeit

hbd(Cac)

pHYC-BCS-thl 11,8 AmpR cm® crt, bed, etfB, etfA, hbd,thl [Berezina et al.,
2010]

pHYC-BCS-thl 11,8 AmpR Cm® crt, bed, etfB, etfA, hbd,thl [Berezina et al.,
2010]

pHYC-BCS-thl- 14,8  Amp" Cm" crt, bcd, etfB, etfA, hbd,thl, Py, diese Arbeit

adhE1l/2 adhE,

pSB3C5-UUMKS1 12,6 pSB3C5, Py, crt, bed, etfB, etfA, hbd, Py,
thlA, catP, Py, ald, bdhB, Cm®

ATG:biosynthetics
GmbH, Freiburg

pSB3C5-UUMKS2 12,5 pSB3C5, P,y , crt, bed, etfB, etfA, hbd, Ppy,
thlA, catP, Py, adhE, Cm*

ATG:biosynthetics
GmbH, Freiburg

pMW1 14,6  pSB3C5-UUMKS1, ori repl, Em®

[Wensche, 2013]

pMW?2 14,5 pSB3C5-UUMKS2 ori repl, Em®

[Wensche, 2013]

C. acetobutylicum (Cac); T. denticola (Tde)

2.6 Oligodesoxynukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligodesoxynukleotide wurden von der Firma MWG Biotech

AG (Ebersberg) synthetisiert und sind in Tab. 8 aufgelistet. Angegeben sind Name, Sequenz,

errechneter Schmelzpunkt fir die v.a. verwendete Phusion Polymerase (Finnzymes), sowie bei

einigen Oligonukleotiden eingefligte Schnittstellen, die in der jeweiligen Sequenz durch Fett-

druck hervorgehoben sind.

Tab. 8: Oligodesoxynukleotide und deren Eigenschaften

Name: Sequenz 5°-3° Tm (NN)
161V (16s) AGAGTTTGATYMTGGCTC 52°C
630R (16s) CAKAAAGGAGGTGATCC 52°C
Pptb-adhE-Sall-for CTCGAGTCGACCATTCTTCCCG 58°C
Pptb-adhE-Sall-rev GTTACCGTCGACTCTACAATTTTATAAG 55°C
Pptb-ald-bdhB-Sall-for GAGGTCGACGGTTAGAAGAATATTTAGC 58°C
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Pptb-ald-bdhB-Sall-rev
adhE-Sall-for
adhE-Sall-rev
adhE2-Sall-for
adhE2-Sall-rev
pIMP1-4642-for
pIMP1-211-rev
rex-for
crt-prom-rev
crt-3-for
bcd-3-for
etfA-rev (rc)
hbd-rev (rc)
etfB1-for
etfA2-for
hbd2-rev (rc)
crtl

crt2

bcdl

bcd2

2St-crt-rev (rc)
2St-crt-seq-rev (rc)
2St-hbd-for
2St-hbd-seq-for
BCS-U-for:
BCS-U-rev: (rc)
Dehyd-U-for:
Dehyd-U-rev: (rc)
BCS-O-for:
BCS-O-rev:
Dehyd-O-for:
Dehyd-O-rev (rc)
Rex-BamHI-for
Rex-BamHlI-rev (rc)
hbd Ox for:

thl Ox rev (rc):
crt-hbd-Sall for
crt-hbd Sall rev
hbd-pAM-Sall-rev
pAM-crt-Sall-for
Tercel-Sall-for
Tercel-Sall-rev

CCCTAAAGTCGACAATTTTATAAGAAAG

GTAAAGTCGACGTTTACATTTAGCAG
TATTGTCGACTTCATTTTAATCCCTC
CATAGGTCGACTTTTGCTATAGG
CAGAGTCGACCAAGCAACCAC
GACCTCCCAATAACACCAC
GCACAGATGCGTAAGGAG
GATGTGGATAGGATTTCATCCA
CCTGCTCCAGTAAGTACAAC
GAAGGTATGGCAGCATTTGTTG
GAGCATCATCAACAACAGAAC
GTAGACATTTGTGGTCTATGTTC
CAAAACCTGGAGCTTCTGC
GGAAGACAGGCTATAGATGGAG
GATTGTACATCACTTGACATAGAAG
CATCCATTATAGCAAGGCATAC
ATGGAAYTARAMAATGTNATYCTTG
TATGKCWTGTGAYATAAGAATACG
TTAGCATCTCTCATCATTCTTTC
ATACCAATTCTTCCTCCATCAAG
CCTGCTCCAGTAAGTACAACTGC
GCTAAAGTATCAACTACTATATC
GCAGAAGGAATAGCTTCAGCAG
GATAAGGCTATGATGCTTGG
GCCATCCTGCTCTTACATACTTC
CTGAGCCGATTTCAAAGATATTATC
GAATATTCAGCAATTTGCCCGTG
GAAGTATGTAAGAGCAGGATGGC
CTTAGCCGAGATTAGTACGGTAATG
GCCATCCTGCTCTTACATACTTC
GTATCCGCTCATGAGACAATAACC
CATTACCGTACTAATCTCGGCTAAG
CAAGGATCCTGAGTATCACCAAC
TTGGATCCCATTACCGTACTAATC
GAGACATCTATAGCAATAGG
GTTGGACAGTTGATGAATTAG
GTAGGTCGACCTGGTAAAACTGTAAG
GCAGTCGACTCAGTCAATCCATAAG

GAAGTCGACTTGATTCATACAGATGATG
CAAGTCGACTTCTTCTGTGTCATCAAGG

GAAGTCGACGGAGGATTTTATGATAG

GCTGTCGACAATATCTTAATAAAGACC

55°C
56°C
54°C
54°C
56°C
50°C
51°C
50°C
50°C
53°C
50°C
50°C
52°C
53°C
52°C
51°C
45-47°C
51°C
51°C
52°C
56°C
46°C
57°C
50°C
63°C
63°C
68°C
63°C
56°C
63°C
55°C
56°C
53°C
53°C
46°C
47°C
64°C
67°C
66°C
69°C
67°C
68°C
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2.7 Zellanzucht

2.7.1 Herstellung von Nahrmedien

Zur Herstellung von Flissigmedien wurden die jeweiligen Chemikalien eingewogen und in des-
tilliertem Wasser gelost. AnschlieBend wurden der pH-Wert und das Endvolumen eingestellt.
Anaerobe Medien wurden zusatzlich noch mit dem pH- und Redox-Indikator Resazurin (Sigma)
versetzt, um den Sauerstoffgehalt im Medium zu lberprifen. Das Medium wurde anschlie-
Rend in der Schleuse der Anaerobenkammer entgast, eingeschleust und luftdicht mit
Butylgummistopsel und Alukappen verschlossen. Alle Medien wurden bei 121 °C und 1,2 bar
fiir mind. 20 min autoklaviert. Um chemische Reaktionen einzelner Komponenten untereinan-
der zu verhindern bzw. hitzelabile Komponenten zu schiitzen, wurden bestimmte Medienbe-
standteile separat autoklaviert oder mit 0,2 oder 0,4 um Filtern sterilfiltriert und dem Medium
erst unmittelbar vor Gebrauch zugesetzt. Fiir die Herstellung von festen Medien wurde zusatz-
lich vor dem Autoklavieren 1,8 % (w/v) Agar zugegeben. Direkt nach dem Autoklavieren wur-
den diese dann in Petrischalen gegossen. Bei der Herstellung von festen, anaeroben Medien
erfolgte dieser Schritt unter Sauerstoffabschluss in der Anaerobenkammer. Eventuell verwen-
dete Antibiotika (s. 2.7.2.2) wurden den jeweiligen Nahrlésungen steril nach dem Autoklavie-
ren und abkiihlen auf 50-60°C zugegeben. Nach dem GieRen wurden die Platten kurze Zeit
trocknen gelassen und bei 4°C gelagert; anaeroben Agarplatten wurden kurzzeitig direkt in der
Anaerobenkammer aufbewahrt. Versuche mit E. coli wurden entweder in den Komplexmedien
LB, SOB oder SOC durchgefiihrt, wahrend fir Clostridien die Komplexmedien GS2, CGM und

RCM sowie das Minimalmedium MJ-Medium verwendet wurde.

SOB- und SOC-Medium

SOB-Medium [Sambrook und Russell, 2001], pH 7,0

Zusammensetzung Menge Konzentration
Trypton 20g 2 % (w/v)
Hefeextrakt 5g 0,5 % (w/v)
Natriumchlorid 0,59¢g 10 mM
Kaliumchlorid 0,19¢ 2,5 mM
Magnesiumchlorid Hexahydrat 2,03g 10 mM
Magnesiumsulfat Heptahydrat 2,46 g 10 mM

H,0 ad 1000 ml

Die Magnesiumsalze wurden getrennt hergestellt (je 1 M) und sterilfiltriert.

Zur Herstellung von SOC-Medium wurden dem bereits fertigen SOB-Medium 20 mM sterilfil-

trierte Glucose (1M) zugegeben.
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Luria Bertani (LB)-Medium

Herstellung von LB-Medium [Sambrook und Russell, 2001], pH 7,0

Zusammensetzung Menge Konzentration
Trypton 10g 1% (w/v)
Hefeextrakt 5g 0,5 % (w/v)
Natriumchlorid 10g 172 mM
H,0 ad 1000 ml

GS2-Medium

GS2-Medium [Johnson et al., 1981], pH 7,0

Zusammensetzung Menge Konzentration
Kaliumdihydrogenphosphat 15¢g 11mM
di-Kaliumhydrogenphosphat (K;HPQ,) 29¢g 17 mM
Harnstoff 2,1g 35mM
Cystein 10¢g 8 mM
MOPS 10g 48 mM
Hefe-Extrakt 6,0g 0,6 %
Na-Citrat 29¢g 11 mM
Resazurin 2mg 0,0002 %
Cellobiose 5g 0,5%
Salzlésung 10 ml (100x) 1x

dH,0 ad 1000ml

Cellobiose und Salzlésung (s. u.) wurden separat hergestellt und sterilfiltriert. Die Zugabe zum Ubri-
gen Medium erfolgte kurz vor Gebrauch.

Salzlésung (100x) fiir GS2 und MJ-Medium:

Zusammensetzung Menge Konzentration
Magnesiumchlorid Hexahydrat 10g 49 mM
Calciumchlorid Dihydrat 15¢g 10 mM
Eisen(ll)sulfat Heptahydrat 12,5 mg 450 uM

dH,0 ad 100ml

MJ-Medium (Minimalmedium) [Johnson et al., 1981]

Die Herstellung erfolgte wie fir GS2-Medium mit dem Unterschied, dass kein Hefeextrakt ver-
wendet wurde. Um die Bakterien mit Vitaminen zu versorgen, wurde dem Medium neben der

Salzlésung noch 0,1 ml/I Vitaminldsung zugegeben.

18



Zusammensetzung Vitaminlésung Menge

Pyridoxin Hydrochlorid (Vitamin Bg) 02g
Biotin (Vitamin H) 0,02g
p-Aminobenzoesdure (Vitamin By) 0,04g
Cyanocobalamin (Vitamin By,) 0,02¢g
dH,0 ad 10ml

Grundmedium (GM) (fiir solventogene Clostridien)
Herstellung von Grundmedium, pH 6,8

Zusammensetzung Menge Konzentration
Hefe-Extrakt 50¢g 0,5%
Eisen(ll)sulfat Heptahydrat 25 mg 90 uM
Ammoniumacetat 50¢g 65 mM

dH,0 ad 1000ml

Reinforced Clostridial Medium (RCM)

Herstellung von RCM, pH 6,8

Zusammensetzung Menge Konzentration
Pepton 10g 1%
Hefe-Extrakt 3g 0,3%
Fleisch-Extrakt 10g 1%
Starke lg 0,1%
D-(+)-Glucose 5g 0,5%
NaCl 5g 86 mM
Natriumacetat Trihydrat 3g 22 mM
Resazurin 1mg 0,0001 %
Cystein 05g 4 mM
H,0 ad 1000 ml

50 %ige Glucose-Losung wurde getrennt hergestellt und warm sterilfiltriert. Die Zugabe zum Gbri-
gen Medium erfolgte kurz vor Gebrauch.

2.7.2 Medienzusatze
2.7.2.1 Reduktionsmittel

In dieser Arbeit wurde als Reduktionsmittel Cystein-HCl (1-2 g/l, Sigma) verwendet, das den

Medien vor dem Autoklavieren zugesetzt wurde.
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2.7.2.2 Antibiotika

Samtliche verwendeten Antibiotika (Tab. 9) wurden als konzentrierte Stammldsungen ange-
setzt und den Medien kurz vor Gebrauch zugegeben. Alle Losungen wurden aliquotiert und bei
-20 °C aufbewahrt. Fir Clostridien wurde Clarithromycin anstelle von Erythromycin eingesetzt,
weil es hitzeresistenter und saurestabiler ist, was insbesondere fiir C. thermocellum notwendig
ist. Statt Chloramphenicol wurde fiir Clostridien Thiamphenicol benutzt, weil manche Clostri-
dien dazu in der Lage sind, die Aryl-Nitrogruppe von Chloramphenicol zu reduzieren, was zu

einem Wirkungsverlust des Antibiotikums fiihrt.

Tab. 9: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Stammlésung [mg/ml] Konz. [ug/ml] Verwendung
Ampicillin 100 mg/mlin H20 100 E. coli
Chloramphenicol 15 mg/mlin 96 % (v/v) Ethanol 15 E. coli
Tetracyclin 10 mg/mlin 70 % (v/v) Ethanol 10 E. coli
Erythromycin 25 mg/mlin 50 % (v/v) Ethanol 5 Clostridien
Clarithromycin 4 mg/ml in H20* oder 96 % (v/v) 4 Clostridien
Ethanol
Thiamphenicol 50 mg/mlin DMF 10 Clostridien

*Bei der Herstellung wurde Clarithromycin in mit HCl angesduertem Wasser (pH 2) gel6st und an-
schliefend mit NaOH auf etwa pH 6,5 neutralisiert;

2.7.3 Anzuchtbedingungen und Stammhaltung

Die Anzucht von E. coli und der unterschiedlichen Clostridienstammen erfolgte, so nicht anders
angegeben, bei Standardbedingungen (s. Tab. 5). Aerobes Wachstum erfolgte bis zu einem
Volumen von 5 ml in Reagenzglasern und bei gréBeren Volumina in Erlenmeyerkolben auf ei-
nem Inkubationsschiittler bei 120-200 rpm bzw. auf Agarplatten im Brutschrank. Zur Herstel-
lung von E. coli-Stammkulturen wurden 0,8 ml Zellsuspension einer N in LB-Medium (wenn
nétig unter selektiven Bedingungen) gewachsenen Kultur mit Glycerin (20 %, v/v) versetzt und
in 2 ml-SchraubdeckelreaktionsgefalRen bei -70 °C gelagert.

Anaerobes Wachstum wurde bis zu einem Volumen von 10 ml in Rollrandflaschchen (Brenn-
stein Laborbedarf, Markt Schwaben) mit Butyl-Gummistopfen (Ochs GmbH, Bovenden) und
Alukappen (Brennstein Laborbedarf, Markt Schwaben) und bei groReren Volumina in Kulturfla-
schen (Miller+Krempel AG, Bilach) mit Naturgummistopfen (Maag Technic GmbH, Goppin-
gen) und Edelstahldeckeln mit Schraubverschluss im Brutschrank durchgefihrt. Wachstum auf
Agarplatten fand unter Stickstoffatmosphadre im Anaerobentopf (Oxoid) unter Zugabe einer

Tiite AnaeroGen Compact (Oxoid) statt.
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Fir viele Clostridien kann die Stammhaltung gut durch Sporenpraparation erfolgen. Dafiir
wurden 50 ml einer gut gewachsenen und sporulierenden (unter Phasenkontrast im Mikroskop
erkennbar) Kultur bei 4°C und 5000 rpm abzentrifugiert, das Pellet zweimal in sterilem MilliQ
gewaschen und anschliefend in 5 ml MilliQ gel6st. Die Lagerung erfolgte dann ohne Sauer-
stoffabschluss bei 4°C. Fir die Anzucht von Kulturen aus einer Sporenpraparation wurden da-
von ca. 100 pl fir 10 min bei 80 °C pasteurisiert und 10 ml Medium damit beimpft und an-

schlieRend kultiviert.

2.7.4 Bestimmung von Wachstums und Stoffwechselparametern

2.7.4.1 Messung der Optischen Dichte

Der Verlauf des Bakterienwachstums wurde anhand der Zunahme der optischen Dichte (OD)
bei einer Wellenlange von 600 nm verfolgt. Die Messung erfolgte mit einem Spektralphotome-
ter in einer 1 ml-Klvette (Schichtdicke 1 cm) mit entsprechendem Medium als Referenzwert.

Ab einer ODggo von 0,7 wurden die Kulturen vor der Messung mit Medium verdinnt.

2.7.4.2 Messung des externen pH-Wertes
Zur Bestimmung des externen pH-Wertes von Clostridium-Kulturen erfolgte die Messung bei

RT in 2 ml abzentrifugiertem (5 min bei 13.000 rpm) Kulturiberstand.

2.7.4.3 Gaschromatographische Analyse von Produkten

Zur quantitativen Analyse des Produktspektrums der Bakterienkulturen wurden jeweils 2 ml
Proben entnommen. Die Proben wurden abzentrifugiert (13.000 rpm, 20 min) und der Kultur-
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Gberfiihrt, um eine Verschmutzung der Saule zu ver-
hindern. Falls die Messung nicht sofort stattfand, wurden die Proben abzentrifugiert, kurzfris-
tig bei -20 °C gelagert und nach dem Auftauen erneut zentrifugiert, um eine Verschmutzung
der Sdule zu vermeiden.

Folgende Bedingungen wurden zur Analyse in einem Shimadzu GC-2010 Gas-chromatograph

gewahlt:
Parameter Bedingungen
D2
Ssule Glas, gepackt, ID 2 mm

. . StabilWax-DA Saule, Léange: 65 m, 0,32 mm Innendurchmes-
Saulenmaterial

ser, 0,5 um df
Injektortemperatur 195 °C
Detektor FID, 230 °C
Tragergas N, (15 ml/min)

21



H, (30 ml/min) Synthetische Luft (250 ml/min)

FID-

Gase »Make-Up“-Gas: N, (15 ml/min)
Temperaturprofil 50-80 °C mit 6 °C/min und 80 °C — 250 °C mit 25 °C/min
Injektionsvolumen 10l

Um eine Quantifizierung der Proben zu ermdglichen, wurden Kalibrierlaufe mit bekannten
Konzentrationen (0 - 0,5 % (w/v) in 11 Schritten) an Aceton, Methanol, Ethanol, n-Butanol,
Isobutanol, Essigsaure, Propionsdure und Buttersaure (nach der Reihenfolge ihres Auftretens)
durchgefihrt. Um eine aussagekraftige Auswertung zu erhalten, sollten die Konzentration der
einzelnen Substanzen in den Kulturiberstdanden fir diese Kalibrierung 0,25 % nicht iberschrei-
ten. Die Kulturlberstiande wurden deshalb je nach Bedarf mit angesduertem Wasser (pH 2)
verdiinnt und mit final 0,005 % 1-Propanol oder 0,02 % Isobutanol als internem Standard ver-
setzt. Die quantitative Auswertung beruhte auf vergleichender Flachenberechnung der Kalib-
rierung und des internen Standards. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Analyseprogramms

“CG Solution” (Shimadzu).

2.7.4.4 Dinnschichtchromatographie

Der Nachweis der Zuckerzusammensetzung in Kulturtiberstanden erfolgte durch Dinnschicht-
chromatographie. Als mobile Phase diente dabei Acetonitril (80% in Wasser (v/v)), das die Pro-
ben iber eine mit Kieselgel beschichtete Aluminiumtragerplatteauftrennt.

Es wurden jeweils 1,5 pl der einzelnen Kulturiiberstdnde und der entsprechenden Kontroll-
Losungen auf Dinnschichtplatten aufgetragen und zweimal mit 80 %igem Acetonitril laufen
gelassen, um eine deutliche Auftrennung der einzelnen Substanzen zu gewahrleisten. Zum
Anfarben wurde eine Farbestammldsung aus 1 g Diphenylamin, 1ml Anilin und 100 ml Aceton
1:10 mit orthoPhosphorsadure gemischt. Die Farbeldsung wurde diinn und gleichmassig auf die
Diinnschichtplatten aufgespriiht und bei 120°C fiir ca. 15 min inkubiert. Als Kontrollen dienten
0,1 %ige Losungen von C;-Cg (Glucose, Cellobi-, tri-, tetra-, penta-, hexaose), X; — Xs (Xylose, tri,

tetra, pentaose), Arabinose und Mannose.

2.8 Protein-chemische Methoden

2.8.1 Zellaufschluss aerob

Eine 50 ml UN-Kultur Bakterien wurde abzentrifugiert, in 1 ml MilliQ resuspendiert (5 min,
4000rpm), in ein zu % mit 1 mm Durchmesser Glaskiigelchen gefiilltes 2 ml Schraubdeckel-Cap

(Eppendorf) gegeben und fiir maximal 3 min am Stlick im Ultraschallbad behandelt, damit sich
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die Suspension nicht erwarmt. Vor einer erneuten Behandlungsrunde wurde die Suspension 3
min auf Eis gekiihlt. Alternativ erfolgte ein aerober Zellaufschluss auch im Ultra-Turrax in un-

terschiedlichen Puffern unter standiger Kihlung auf Eis.

2.8.2 Zellaufschluss anaerob

Die Zellen wurden mit Glaskiigelchen anaerob (im Zelt) im Ultraschall-Bad aufgeschlossen. Eine
50 ml UN-Kultur Bakterien wurde auf Eis gekiihlt, abzentrifugiert (20 min, 4400 rpm, 4°C), das
Pellet mit 50 ml gekihlter 0,9 % NaCl-L6sung gewaschen, erneut abzentrifugiert und in 3 ml
gekihlten Resuspendierungspuffer (s. 2.8.4.1) aufgenommen. Die so entstandene Losung wur-
de wie unter 2.8.1 behandelt, um die Zellen aufzuschliefen. AnschlieRend wurden die aufge-
schlossenen Zellen bei 4.400 rpm und 4°C fiir 20 min abzentrifugiert und der Uberstand mit

den freigesetzten Proteinen in ein neues Gefal Gberfihrt.

2.8.3 Bradford-Assay

Fir den Bradford Assay wurden die aufgeschlossenen Zellsuspensionen bei 13.000 rpm fiir
10 min und 4°C erneut abzentrifugiert. 10 ul des Uberstandes wurden mit 15 pl frischen Medi-
um und 750 pl Bradford Losung vermischt und anschlieRend im Photometer bei 595 nm ge-
messen. Mit Hilfe einer Eichgeraden kann die Proteinkonzentration der Losung bestimmt wer-
den. Als Referenzwert wurden 25 pl Medium mit 750 pul Bradford Losung verwendet. Um die
Proteinmenge bestimmen zu kdnnen, wurde eine Eichgerade erstellt. Hierzu wurden mit BSA
die Proteinkonzentrationen 0, 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40 und 50 pg in je 25 ul hergestellt, mit je
750ul Bradford-L6sung versetzt und bei 595 nm gemessen. Aus deren Geradengleichung lassen

sich die Proteinmengen anderer Losungen mit dem Bradford Assay bestimmen.

2.8.4 Butanol-Dehydrogenase (BDH) Enzymassay

Die Aktivitdt der Butanol Dehydrogenase bzw. der bifunktionalen Aldehyd-/Alkohol-
Dehydrogenase wurde sowohl in physiologischer, also der Umwandlung vom Aldehyd zum

Alkohol, als auch in nicht-physiologischer Richtung untersucht.

2.84.1 BDH-Assay in nicht-physiologischer Richtung

Nach Aufschluss der Zellen anaerob und auf Eis (s. 2.8.2) wurde die Proteinkonzentration im
Bradford-Assay (s. 2.8.3) bestimmt und je 100 pg Gesamtprotein fir die Enzymassays einge-
setzt. Der gesamte BDH Reaktionsansatz aufRer dem Substrat (Butanol) wurde zusammenge-

flhrt und fir 10 min bei 37°C equilibriert.
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BDH-Assay (nichtphysiologische Richtung): Resuspendierungspuffer:

Zusammensetzung Menge Zusammenset- Menge
MES (pH6,0; 1mM DTT; 1mM ZnSO,) 985 pl - x MES (pH 6,0) 50 mM
NAD" (100 mM) 10 pl ZnSO, 1 mM
Zellextrakt (100 pg Protein) X ul DTT 1mM
equilibrieren Roche Protease 1x
Butanol 14,8 pl

1000 pl

Die Reaktion wurde durch Zugabe von Butanol gestartet und die BDH-Aktivitat der jeweiligen
Enzyme (Butanol wird zu Butyraldehyd oxidiert, dabei wird NAD* zu NADH) durch Nachweis
des zusatzlichen Absorptionsmaximums von NADH bei 340 nm fiir mind. 10 min alle 20 sec im
Photometer analysiert.

Aus der Anderung der optischen Dichte kann auf die Menge des durchschnittlich pro Minute
produzierten NADH (= Steigung der Ausgleichsgeraden) geschlossen werden und dadurch die
Enzymaktivitdt verschiedener Stamme verglichen werden. Als 1 Unit U ist die Umsetzung von
1 umol Substrat pro Minute definiert. Da bei der von BDH katalysierten Reaktion je umgesetz-
ten Substratmolekiil auch ein Molekil NADH gebildet wird, entspricht die NADH-
Konzentrationsanderung direkt der Menge umgesetzten Substrats. Als Nullprobe diente ein

Ansatz ohne Protein und Substrat und als Kontrolle ein Ansatz ohne Substrat.

2.8.4.2 BDH-Assay in physiologischer Richtung

Als Substrat wurde hier Butyraldehyd eingesetzt und als Co-Substrat NADH. BDH reduziert
Butyraldehyd zu Butanol unter gleichzeitiger Oxidation von NADH zu NAD®. Durch Riickgang
von NADH wahrend der Reaktion sinkt auch die Absorption bei 340 nm.

Der Ansatz in physiologischer Richtung wurde unter denselben Bedingungen alternativ auch
noch mit Isobutyraldehyd (1M) als Substrat durchgefiihrt, nachdem sich gezeigt hatte, dass C.

thermocellum ATCC 27405" und dessen Transformanten Isobutanol produzieren kénnen.

BDH-Assay (physiologische Richtung):

Zusammensetzung Menge
MES (pH6,0; 1mM DTT; 1mM ZnSQO,) 985 pl - x pl
NADH (20 mM) 5ul
Zellextrakt (100 pg Protein) X ul
equilibrieren
Butyraldehyd (1M) 10 ul

1000 pl
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2.9 Abbauanalyse von festen Substraten

2.9.1 Fraktionierte Analyse des Substratabbaus (Van Soest Analyse)

Prinzip: Die Van-Soest-Analyse ist eine Methode zur schrittweisen Fraktionierung und Bestim-
mung einzelner Bestandteile einer lignocellulosehaltigen Probe [Soest, 1963]. Fiir die hier ver-
wendeten Substrate kamen dabei 3 Schritte zur Anwendung. Im ersten Schritt (NDF, neutral
detergent fiber) werden durch eine neutrale Detergenzienlésung mit dem Hauptbestandteil
SDS alle I6slichen, nicht faserigen Bestandteile der Probe abgebaut und herausgewaschen. In
dem darauffolgenden ADF-Schritt (acid detergent fiber) werden Hemicelluloseanteile durch
Kochen in schwefelsaurer Detergenzienlésung herausgelost. Die Cellulose wird durch Behand-
lung mit konzentrierter Schwefelsdure (ADL, acid detergent lignin) aufgel6st, so dass letztend-
lich nur noch Lignin und unlésliche Stoffe als feste Fraktion Ubrigbleiben. Vor jedem Schritt
werden die (brigen Feststoffe getrocknet und abgewogen, wodurch sich die einzelnen Be-

standteile sowie der jeweilige Abbau der einzelnen Fraktionen bestimmen lassen.

Durchfiihrung: Nach Kultivierung der Bakterien in Medium mit definierter Menge (meist ca. 1
g) lignocellulosehaltigen Substrates, wurden das Medium und die nicht abgebauten Substrat-
bestandteile in abgewogene Fiber-Caps (Fibertec FiberCap 2021/2023 System, FOSS GmbH,
Rellingen) aufgefangen und bei 100°C (N getrocknet. Nach Abkiihlen der Proben im Exsikkator
(um eine Absorption von Luftfeuchtigkeit auszuschlieRen), wurden die Caps gewogen und das
Trockengewicht bestimmt. AnschlieBend erfolgten die Schritte NDF, ADF und ADL und die je-
weils dazugehorige Trockenzeit und Bestimmung des Trockengewichts an drei aufeinanderfol-

genden Tagen.

NDF: Als erstes erfolgte eine 15-minlitige Amylase-Behandlung in 500 ml Aqua dest. mit 4 ml
Thermamylenzym (Novozymes) und anschlieBendes Waschen des Substrates in kochen-
dem Wasser (1:1 Leitungswasser und Aqua dest.). Um l6sliche Substratbestandteile her-
auszuldsen wurde das Substrat daraufhin in 1 | NDS-L6sung 30 min leicht sprudelnd ko-
cheln gelassen und anschlieBend dreimal mit kochendem Wasser gewaschen. Nach
leichtem Abtrocknen der Proben wurden sie durch mehrmaliges Eintauchen in 360 ml
Aceton entfettet, das Aceton unter dem Abzug abdampfen gelassen und die Proben GN
bei 100°C getrocknet.

ADF: Nach Auskihlen und Abwiegen der Proben (NDF) wurden die Caps in einem | | ADL Lo-
sung flir 1 h kécheln gelassen und anschlieBend 4 — 6-mal mit kochendem Wasser gewa-

schen, bis der pH des Waschwassers im neutralen Bereich lag. Durch diesen Schritt wer-
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den Hemicellulose-Bestandteile aus dem Substrat herausgelOst. Die Proben wurden bei
100°C UGN getrocknet.

ADL: Nach Auskihlen und Abwiegen (ADF) wurden die Proben fiir 3 h unter mehrmaligem
Schwenken in 72 %iger Schwefelsdure behandelt, um die Cellulose-Bestandteile aus dem
Substrat zu l6sen. AnschlieBend wurden die Caps 2-mal mit Aqua dest. und danach mit
kochendem Wasser gewaschen, bis der pH des Waschwassers neutral war. Nach Tro-

ckenen UN bei 100°C und Auskiihlen, wurden die Proben erneut gewogen (ADL).

NDS-L6ésung: ADL:

Zusammensetzung Menge Zusammensetzung Menge
EDTA 186 ¢ CTAB 20g
Na,B,0; 6,88 H,S04(1 N) add. 1000 ml
SDS 30¢g

Triethylenglycol 10 ml 72 %ige Schwefelsaure:

Na,HPO, 468 Zusammensetzung Menge

H,O add. 900 ml Aqua dest. 125 ml
Na,SO0; 10,5g konz. Schwefelsdure 375 ml
Na,SO; wurde erst nach dem vollstandigen dabei ist darauf zu achten, dass die Schwefelsau-
Lésen der restlichen Substanzen zugeben und re zum Wasser zugegeben wird

dann auf 1000 ml aufgefillt

Auswertung:

Um den anteilsmaRigen Abbau der einzelnen Substratbestandteile zu bestimmen wurde fir 11
unbewachsene Kontrollen eine Van Soest Analyse durchgefiihrt. Auerdem wurde in jedem
Experiment eine zuséatzliche, nicht mit Bakterien angeimpfte Kontrolle mit analysiert, um even-
tuell unvollstdandigen Abbau zu erkennen. Die Berechnung der einzelnen Substratbestandteile

erfolgte durch:

Anteile Berechnung

(m Cellulose + M Hemicellulose) nach Abbau

o]
Gesamtabbau [A'] (m Cellulose + M Hemicellulose)vor Abbau

Cellulose [g] : M Cellulose = M apr — M apL [g]
Hemicellulose [g] M Hemicellulose = M NDF — M apF

m Cellulose; nach Abbau
Abgebaute Cellulose [%]: M Cellulose; vor Abbau

m Hemicellulose; nach Abbau

Abgebaute Hemicellulose [%]:
m Hemicellulose; vor Abbau
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2.9.2 Analyse reduzierender Enden in Kulturiiberstanden (DNSA-Test)

Mit Hilfe des DNSA-Testes [Miller, 1959] kann die Konzentration reduzierender Enden be-
stimmt werden, die durch die Einwirkung von glykanolytischen Enzymen auf polymere Substra-
te entstehen. Die daraus resultierenden Zucker reduzieren unter Einwirkung von Phenol und
Natriumsulfit die Nitrogruppen der 3,5-Dinitrosalicylsdure (DNSA), wobei es zu einem Farbum-
schlag von gelb nach braun kommt. Dabei ist in einem bestimmten Bereich die Intensitat des
Farbumschlags direkt proportional zur Reduktionskraft des Ansatzes, was eine Quantifizierung
erlaubt. Fir den Test wurden 500 pl Kulturtiberstand oder verdiinnter Proteinextrakt mit 750
pul DNSA-Reagenz gemischt, um die Enzymreaktion abzustoppen. Diese Mischung wurde 15
min im Wasserbad gekocht und anschliefend die Absorption bei A=575 nm im Photometer
bestimmt. Dabei ist 1 Unit definiert als die Enzymmenge, die nétig ist, um 1 pumol Glucose pro
Minute umzusetzen. Die Spezifische Aktivitait wurde mit Hilfe einer Kalibrierungskurve mit

Glucose (0 — 500 pg) ermittelt und lasst sich wie folgt berechnen:

Glu[ug]x1000
180 xt[min]xV [ul]xc[mg / ml]

Spezifische Aktivitdt|U / mg] =

DNSA-Reagenz:

Zusammensetzung Menge
Dinitrosalicylsdure 10g
Natriumsulfat 0,5g
Phenol 2g
Kaliumnatriumtartrat Tetrahydrat 200 g
NaOH 10g

Aqua dest. ad 1000 ml

2.10 Transfer von DNA in E. coli

2.10.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurde die Methode nach Inoue verwendet
[Inoue et al., 1990]. Daflir wurden 250 ml SOB mit 2 ml einer exponentiell wachsenden E. coli
Vorkultur angeimpft und bei 18°C unter leichtem Schiitteln in Schikanekolben bis zu einer
ODggo Von ca. 0,3 — 0,4 inkubiert (ca. 24 — 36 h). Die Zellen wurden fiir 10 min auf Eis abgekihlt
und dann bei 5.000 rpm und 4°C flir 10 min abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 80 ml

eiskaltem PIPES-Puffer gewaschen und 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifu-
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gationsschritt (5000 rpm, 10 min, 4 °C) konnte das Zellsediment in 20 ml eiskaltem PIPES-
Puffer suspendiert und mit 1,4 ml DMSO (Endkonzentration 7 % (v/v)) versetzt werden. DMSO,
das in héheren lokalen Konzentrationen toxisch fiir die Zellen ist, wurde sehr langsam unter
Rihren zugegeben. Die E. coli Zellen wurden in Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren

und bis zur Verwendung bei -70 °C gelagert.

PIPES-Puffer (pH 6,5):

Zusammensetzung Menge Konzentration
CaCl, 0,882 ¢g 15 mM

PIPES 12¢g 10 mM

KCl 7,48 250 mM

dH,0 ad 400ml

MnCl2 433g 55 mM

Der pH wurde auf 6,5 eingestellt, erst dann das Manganchlorid hinzugegeben und anschlieRend
mit einem 0,22 um Filter sterilfiltriert.

2.10.2 Transformation chemisch kompetenter E. coli

Die Transformation von chemisch kompetenten E. coli wurde weitgehend nach dem Protokoll
von Hanahan durchgefiihrt [Hanahan, 1983]. Dafiir wurden 200 pl chemisch kompetenter Zel-
len auf Eis aufgetaut und mit 1-2 pl Plasmid-Praparation bzw. 5-10 pl DNA aus entsalzten Liga-
tionsansatzen versetzt und fiir 10-30 min auf Eis inkubiert. Die Transformationsansatze wurden
dann fir 60 sec einem Hitzeschock von 42 °C unterzogen, anschlieRend fir 2 min auf Eis ge-
kiihlt und mit 800 pl auf 37 °C vorgewarmten LB oder SOC-Mediums gemischt. Anschliefend
erfolgte eine Regenerationsphase zur Expression der Antibiotikaresistenz fir 45-60 min bei 37
°C und 150 rpm. Aliquots dieses Ansatzes wurden auf vorgewdrmten LB-Agarplatten mit ent-

sprechenden Selektivbedingungen ausgestrichen und N bei 37 °C bebriitet.

2.10.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 250 ml SOB mit 2 ml einer exponentiell
wachsenden E. coli Vorkultur angeimpft und bei 37°C unter leichtem Schitteln in Schikanekol-
ben bis zu einer ODgyo voON ca. 0,5-0,6 inkubiert (ca. 3 h). Die Zellen wurden anschlieBend fir 20
min auf Eis abkiihlen gelassen und dann bei 5000 rpm und 4°C fir 10 min geerntet. Das
Zellsediment wurde zweimal mit eiskaltem MilliQ gewaschen und anschlieRend jeweils 10 min
auf Eis inkubiert. Danach wurden zwei weitere Waschschritte in eiskaltem 10 %igem Glycerin

(v/v) durchgefiihrt und dabei die Zellsuspension auf 0,1 Vol konzentriert. Nach erneuter Zentri-
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fugation (5000 rpm, 10 min, 4 °C) wurde das Zellsediment in 1 ml eiskalten 10 %igen Glycerin

resuspendiert, in 50 ul Aliquots in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert.

2.10.4 Elektroporation von E. coli Zellen

Fir die Elektroporation wurde ein Aliquot kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut, mit bis zu 500
ng entsalzter Plasmid-DNA versetzt, gemischt und in eine sterile und vorgekiihlte Elektropora-
tionsklvette (Paglab, 0,2 cm) Uberfihrt. Die Transformation erfolgte mit dem Gene-Pulser
(Biorad) bei 2,5 kV, 25 pF und 200 Q und den daraus resultierenden Zeitkonstanten von 4 - 5
ms. Direkt im Anschluss an den Strompuls wurden die Zellen mit 800 ul vorgewarmten SOC

Medium versetzt. Das weitere Vorgehen erfolgte analog zu 2.10.2.

2.11 Transfer von DNA in Clostridien

2.11.1 Elektroporation von C. thermocellum ATCC 27405"

Zur Herstellung elektrokompetenter C. thermocellum ATCC 27405" Zellen wurde eine Vorkultur
aus einer pasteurisierten Sporensuspension in GS2 mit 0,5 % Cellobiose angeimpft und bei 60
°C ca. 10 h anaerob kultiviert. Daraus wurden 50 ml GS2 1:50 angeimpft und bis zu einer ODggq
von 0,2-0,3 anaerob wachsen gelassen (ca. 4 h), wobei in den beiden letzten Stunden 20
mg/ml Isoniacid (Sigma) zugegeben wurde, um die Zellwande zu schwachen. Nach Abkuhlen
der Kulturen auf Eis wurden alle folgenden Schritte in der Anaerobenkammer durchgefiihrt.
Die C. thermocellum ATCC 27405" Kulturen wurde bei 4 °C und 3000 rpm fiir 20 min abzentri-
fugiert, im selben Volumen eiskaltem Transformationspuffer gewaschen und erneut zentrifu-
giert. AnschlieRend wurde das Zellpellet in 1/5 Vol. Transformationspuffer gewaschen, sedi-
mentiert und in 1 ml Transformationspuffer aufgenommen.

Fiir die Elektroporation wurden jeweils 200 ul Zellsuspension mit 0,5-2 pg entsalzter Plasmid-
DNA in vorgekihlten Elektroporationskiivetten (0,2 cm) gemischt und 5-10 min auf Eis inku-
biert. Zur Erzeugung des Strompulses wurde ein Biorad Gene Pulser verwendet, wobei sich fir
C. thermocellum eine Kapazitat von 25 puF, ein Widerstand von 1000 Q und eine Spannung von
1,8 kV als am besten geeignet erwiesen hatten. Das ergab Zeitkonstanten im Bereich von 3-5
ms. Direkt nach dem Puls wurde den Zellen 500 ul gekiihltes Medium zugegeben, der gesamte
Ansatz in 5 ml gekihltes GS2-Medium Uberfiihrt und 3 Stunden bei 55°C zur Regeneration an-
aerob inkubiert. Nach Zugabe einer unterschwelligen (0,5 pg/ml Clarithromycin) Antibiotik-

akonzentration zur Expression der Resistenz, wurden die Kulturen fiir 5-6 weitere Stunden bei
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55 °C inkubiert. AnschlieRend wurden je 0,5 und 1 ml der Zellsuspension auf GS2 Platten mit 4
pug/ml Clarithromycin (Kontrollen: ohne Antibiotikum) und einem Cellulose-Overlay (0,5 %
MN301 (Macherey-Nagel) und 0,05 % Cellobiose in GS2 mit 9 g/l Agar und 4 pg/ml Clarithro-
mycin) eingegossen und 5-7 Tage bei 55 °C inkubiert. Vereinzelte cellulolytisch aktive Trans-

formanten wurden gepickt, bei 55 °C in GS2 inkubiert und weiter analysiert.

Transformations-Puffer (pH 7,0):

Zusammensetzung Menge Konzentration
Saccharose 36,93 g 270 mM
di-Kaliumhydrogenphosphat 0,34¢g 5mM

dH,0 ad 400ml

Der pH wurde auf 7,0 eingestellt, der Puffer sterilfiltriert und anschlieBend unter Vakuum in
die Anaerobenkammer geschleust und dort anaerob gelagert.

2.11.2 Elektroporation von R. cellulolyticum DSM 5812"

Die Herstellung kompetenter Zellen von R. cellulolyticum DSM 5812" und deren Elektroporati-
on erfolgte analog zu oben mit dem Unterschied, dass die Isoniazid-Konzentration mit 10
pg/ml deutlich geringer war und dass samtliche Kultivierungsschritte bei 34 °C durchgefiihrt
wurden. Fur die Transformation von R. cellulolyticum DSM 5812" musste auRerdem die Plas-
mid-DNA vor der Verwendung noch einer in vitro Methylierung Gber 12 h bei 37°C mit der
spezifischen Mspl Methylase (NEB) unterzogen werden. Anschliefend wurde das Enzym fir 15

min bei 65°C inaktiviert und die DNA vor Verwendung entsalzen (s. 2.12.3.4.).

Plasmid-DNA methylieren:

Zusammensetzung Menge
Plasmid-DNA 52,8 ul
10x Puffer 6 ul
Methylase 1l
S-Adenosin 0,2 ul

2.12  Molekularbiologische Methoden

2.12.1 Vorbehandlung von Geraten und Losungen

Alle thermostabilen Losungen, Glaswaren und andere Materialien, die fiir das Arbeiten mit
Nukleinsduren notwendig sind, wurden zur Inaktivierung von Nukleasen durch Autoklavieren
(20 min bei 121°C) sterilisiert oder ggf. abgeflammt. Hitzelabile Substanzen wurden sterilfil-

triert (Zefa Laborservice).
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2.12.2 Isolation von Nukleinsduren aus Bakterien

2.12.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Clostridien

Fiir die Isolierung von Gesamt-DNA aus Clostridien wurden Kulturen in 50 ml entsprechenden
Medium bis zum Ende der exponentiellen Phase anaerob kultiviert und anschliefend bei 5.000
rpm und 4°C fur 15 min abzentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde in einem Volumen 0,9 %
NaCl-Losung gewaschen, erneut abzentrifugiert, in 2,5 ml Lyse-Puffer resuspendiert und fiir 30
min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 1/10 Volumen 10 %iger SDS-Lésung und von 1 mg/ml
Proteinase K-Losung, wurde die Suspension fiir 1-2 h unter leichtem Schiitteln bei bis zu 55 °C
inkubiert. Nach Zugabe von 1/3 Volumen 5 M NaCl-Lésung erfolgte eine Chloroformextraktion
(2.12.3.1), optional ein RNase Verdau (nach Angaben des entsprechenden Herstellers) und
eine Isopropanol-Fallung (2.12.3.2). Das kurz getrocknete DNA-Pellet wurde in MilliQ oder TE
bei 4 °C gel6st und anschliefend bei -20 °C gelagert.

Lyse-Puffer:

Zusammensetzung Konzentration
Tris (pH 7,5) 20 mM

EDTA 25 mM

NaCl 75 mM
Lysozym 1 mg/ml

Lysozym wurde dem Puffer erst direkt vor Verwendung zugesetzt

2.12.2.2 Isolation von gesamt DNA aus Clostridien mit Hilfe der ,InstaGene™“-Matrix

Zum Nachweis von Transformanten wurde z. T. Gesamt-DNA mit Hilfe der Instagene Matrix
(Biorad) isoliert und als Template fiir PCR-Analysen verwendet. Dafiir wurden 2 ml einer fri-
schen Kultur abzentrifugiert, im selben Volumen 0,9 %iger NaCl-Losung gewaschen und in 100
ul Lyse-Puffer (s. 0.) mit 100 pug/ml RNaseA resuspendiert. Die Suspension wurde 1 h bei 37 °C
inkubiert, um die Zellwand aufzuweichen. Anschliefend wurden 200 pl der gut gemischten
JInstaGene™“-Matrix-Losung zugegeben, die Mischung bei 56°C fiir 30 min inkubiert und nach
kraftigem Vortexen bei 100 °C fiir 8 min inkubiert. Von der so vorbereiteten DNA-L6sung wur-

den 2 pl als Template fiir PCR-Reaktionen eingesetzt.

2.12.2.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli Kulturen wurde entweder das SV Wizard® Plus Sys-
tem (Promega), der QlAquick ® Miniprep Kit (Qiagen) oder der AxyPrep TM Plasmid Miniprep
Kit (Serva) jeweils nach Angaben des entsprechenden Herstellers verwendet. Die jeweiligen
Empfehlungen zur Isolation groRer Plasmide (doppelter Waschschritt, Erwdarmen des Elutions-

puffers) wurden dabei nur z. T. beachtet. Fir die groen Plasmide, die zur Transformation in
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Clostridien verwendet wurden, konnte mit dem SV Wizard® Plus System von Promega die am
hochsten konzentrierten und saubersten Praparate erhalten werden. Das Erwarmen des Eluti-
onspuffers bei der Isolatiz. B.on von Plasmid-DNA fiir die Transformation von Clostridien ver-

ringerte die Transformationseffizienz und wurde deswegen in diesen Fallen nicht durchgefihrt.

2.12.2.4 Isolation von Plasmid-DNA aus Clostridien

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus Clostridien Kulturen wurde ebenfalls die drei oben genann-
ten Kits (SV Wizard® Plus System, QlAquick ® Miniprep Kit oder AxyPrep TM Plasmid Miniprep
Kit) jeweils nach Angaben des entsprechenden Herstellers verwendet. In allen Fallen wurde
dem Resuspendierungspuffer aber Lysozym in einer Konzentration von 4 mg/ml zugesetzt und
die Zellen darin 30 min inkubiert. Die besten Ergebnisse konnten auch hier mit dem Kit von
Promega erhalten werden, insbesondere, wenn die Zellernte und der Lysozymverdau anaerob

im Zelt durchgefiihrt wurde.

2.12.3 Aufreinigung und Konzentration von Nukleinsdauren

2.12.3.1 (Phenol)-Chloroform-Extraktion

Um Proteine aus DNA-L6sungen abzutrennen, wurde eine Phenol-Chloroform- oder eine Chlo-
roform-Extraktion durchgefiihrt. Davor wurde durch Zugabe von 1/3 Volumen 5 M NaCl-
Lésung (oder: 1/10 Volumen 3M Na-Acetatlésung, pH 5,2) die lonenkonzentration in der Lo-
sung erhoht, was zu einer verbesserten Denaturierung der Proteine fihrt. Fir die Extraktion
wurde ein Vol. Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) bzw. Chloroform zu der DNA-
Losung gegeben und fiir 10 min die Proteine ausgeschiittelt. AnschlieRend wurde die Losung
10 min bei RT zentrifugiert, und die wassrige DNA-haltige Phase so lange derselben Prozedur
unterzogen, bis die Interphase nicht mehr durchgehend war. Die obere wassrige Phase wurde

in ein neues Gefal liberflihrt und mit einer Isopropanolfallung (s. u.) aufkonzentriert.

2.12.3.2 Isopropanolfallung

Zu der wassrigen DNA-Losung wurde 1 Vol. Isopropanol gegeben und die gefillte DNA an-
schlieRend durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 30 min sedimentiert. Das DNA-Pellet wur-
de mit kaltem (-20°C) 70 %igen Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand

wurde vollstandig entfernt und das Sediment in Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.
2.12.3.3 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen, Restriktions- und PCR-Reaktionen

PCR-Produkte oder enzymatisch behandelte DNA wurde Uber ein 0,8 bis 1,5 %iges Agarosegel

aufgetrennt, das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und das gewiinschte Fragment aus dem Gel
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ausgeschnitten. Fir Klonierungen wurde darauf geachtet, dass die Probe jeweils auf 2 Spuren
aufgetragen wurde, wovon die eine belichtet und die andere ausgeschnitten wurde. Zum Auf-
reinigen von DNA-Fragmenten wurde entweder das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) oder der QlAquick ® Gel-Extraction Kit bzw. der QlAquick PCR Purification Kit (Qi-

agen) jeweils nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.12.3.4 Aufreinigung von Plasmid-DNA iiber Mikrodialyse

Ligationen und Plasmid-DNA fir die Transformation in Clostridien wurden mittels Mikrodialyse
entsalzt, um groBere Volumina bei der Elektroporation (s. S. 29) einsetzen zu kénnen. Dabei
wurde je eine Petrischale mit MilliQ gefullt und ein Dialysefilterplattchen (0,025uM Porengro-
Re, Millipore) mit der glanzenden Seite nach oben (!) auf die Wasseroberflache gelegt. Darauf

wurde der DNA-Ansatz getropft und fiir ca. 30 min bei RT inkubiert.

2.12.4 Analyse von Nukleinsduren

2.12.4.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Nukleinsdaurekonzentration von wassrigen Losungen wurde meist photometrisch durch
Absorption bei 260 nm im Nano-Drop bestimmt. Dabei kdnnen durch den Quotienten der Ab-
sorption bei 260 nm und 280 nm auch Aussagen (iber die Reinheit der DNA (1,8-2) oder der
RNA (2-2,2) getroffen werden.

2.12.4.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren

Je nach FragmentgroRe wurde fiir die elektrophoretische Auftrennung von isolierten oder
amplifizierten DNA-Fragmenten eine Agarosekonzentration zwischen 0,8 % und 2 % in 1 x TAE
gewahlt. Als Marker diente je nach FragmentgrofRe meist der ,GeneRuler™ DNA LadderMix“,
die GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder bzw. die GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (MBI Fermentas).
Zur Auftrennung der Proben, die zuvor 1:6 mit Loading Dye Solution (10mM Tris-HCI, pH7,6;
0,03 % Bromphenolblau, 0,03 % Xylene Cyanol FF, 60 % Glycerin und 60mM EDTA; MBI Fer-
mentas) versetzt worden sind, wurde eine konstante Spannung von ca. 120 V angelegt und das
Agarosegel (Biozym) ca. 45 min in 1 x TAE laufen gelassen. AnschlieRend wurde das Gel 10 min
im Ethidiumbromidbad (0,01 mg/ml) gefarbt, in Wasser entfarbt und in einer Gel-
Dokumentationsanlage (Alpha Imager Mini) das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid unter

UV-Licht sichtbar gemacht.
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50x-TAE-Puffer (pH 8,5):

Zusammensetzung Menge Konzentration
EDTA (0,5 M) 100 ml 50 mM

Tris 242 g 2M

Eisessig 57 ml 1M

dH,0 ad 1000 ml

2.12.4.3 Sequenzierung
Die Sequenzierung von PCR-Produkten wurde meist in linearer Form und - je nach Fragment-
grofle - mit einem oder mehreren Sequenzierprimern versetzt bei der Firma MWG Eurofins,

Ebersberg durchgefiihrt.

2.12.4.4 Analyse der DNA bzw. Protein Sequenzen
Mit Hilfe des CloneManagers (Sci-Ed, USA) und online verfiigbarer Software wie ClustalW2

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/), BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) oder

KEGGb(http://www.genome.jp/kegg/kegg2.html), wurden die verschiedenen fur den Butanol-

Stoffwechselweg zur Verfiigung stehenden Wege und deren Sequenzen verglichen.

2.12.5 Enzymatische Modifikation von Nukleinsduren

2.12.5.1 Restriktionsspaltung von Nukleinsduren

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen zu praparativen oder
analytischen Zwecken erfolgte unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen und im
entsprechenden Reaktionspuffer. Bei prdparativen Ansdtzen wurde nach dem Verdau eine
Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms oder - bei hitzestabilen Enzymen- eine Aufreinigung

des Ansatzes (s. 2.12.3.3) vorgenommen.

2.12.5.2 Dephosphorylierung

Um Vektor-DNA nach einem Restriktionsverdau an der Religation zu hindern, wurde die Phos-
phatgruppe am 5‘ Ende der gespaltenen DNA entfernt. Dafiir wurde entweder die Fast-AP oder
die CIAP (calf intestine alkaline phosphatase; beides MBI Fermentas) nach Angaben des Her-
stellers zur Dephosphorylierung verwendet. Im Anschluss erfolgte eine Hitzeinaktivierung und
entweder eine direkte Aufreinigung des Vektors aus dem Ansatz (s. 2.12.3.3) oder eine vorher-

gehende Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.12.4.2).
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2.12.5.3 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation eines dephosphorylierten Vektors mit einem Insert erfolgte meist lGiber Nacht bei
16°C mit der T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) unter den angegebenen Bedingungen. Zur Be-

rechnung der jeweils eingesetzten Mengen wurde nachfolgender Formel vorgegangen:

(Menge Vektor in ng) x (GroRe Insert in kb) x (molekulares Verhiltnis Insert : Vektor)

(GroRe Vektor in kb)
Nach Hitzeinaktivierung des Ligationsansatzes fir 10 min bei 65°C, wurde der entweder direkt
in kompetente E. coli-Zellen transformiert oder zuvor tiber Mikrodialyse entsalzen (2.12.3.4),

wenn fir eine Elektroporation mehr als 2 ul Ligationsansatz verwendet werden sollten.

2.12.6 PCR-Techniken

2.12.6.1 Standard-PCR

Fiir die Amplifikation wurde standardmaRig die Phusion DNA Polymerase wegen ihrer proof-
reading Funktion verwendet. Die Oligonukleotidprimer sind in Tab. 8 aufgefiihrt und hatten im
Durchschnitt eine Lange von 16-24 Nukleotiden. Fir eine optimale Amplifikation wurde darauf
geachtet, dass die Oligonukleotide eine anndhernd gleiche Schmelztemperatur (berechnet
nach der Nearest Neighbor Methode) aufweisen. Es wurden Thermocycler der Firmen MWG,
Eppendorf und Jena Analytik verwendet. Unten ist der Standardreaktionsansatz in 25 pul und

das entsprechende PCR Programm gezeigt.

Zusammensetzung Menge PCR-Protokoll
MilliQ 15 Initiale Denaturierung 98 °C 20 sec
dNTP’s (je 10mM) 0,5 ul Denaturierung 98°C 10sec
5xHF Puffer 5ul Primerannealing X°C 20sec  35x
Template 2ul Elongation 72°C  30sec
Primer (10 pmol/pl) je 1,25 ul Finale Elongation 72°C 10 min
Polymerase 0,25 pl
25l

2.12.6.2 Two-Step-PCR [Pilhofer et al., 2007]

Die Two-Step-PCR ermdglicht es mit Hilfe einer 2-stufigen PCR-Reaktion unbekannte flankie-
rende Bereiche neben bekannten Sequenzen mit nur einem spezifischen Primer zu amplifizie-
ren und anschlieRend zu sequenzieren. Durch die niedrige Annealing-Temperatur im zweiten
Amplifikationsschritt kann der Primer sowohl spezifisch an der komplementaren Sequenz als

auch unspezifisch binden [Pilhofer et al., 2007]. Daflir wurde ebenfalls hauptsachlich die Phu-
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sion DNA Polymerase verwendet. Es wurden Thermocycler der Firmen MWG, Eppendorf und

Jena Analytik verwendet. Unten ist der Standardreaktionsansatz in 50 ul und das dementspre-

chende PCR Programm dargestellt.

Zusammensetzung Menge PCR-Protokoll

MilliQ 30 ul Initiale Denaturierung  98°C 20 sec

dNTP’s (je 10mM) 1l Denaturierung 98°C 10sec

5xHF Puffer 10 Primerannealing x°C 20sec  30x

Template 4 ul Elongation 72°C 2 min

Primer (10 pmol/pl) 5 ul Denaturierung 98°C 10sec

Polymerase 0,5 ul Primerannealing 38°C 20sec 1x

50 ul Elongation 72°C  1min

Denaturierung 98°C 10sec
Primerannealing x°C 20sec  30x
Elongation 72°C 2 min
Finale Elongation 72°C 10 min
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3. Ergebnisse

3.1 Cellulolytische Clostridien als Empfangerorganismen fir

die Gene aus dem Butanol-Stoffwechselweg

Zu Projektbeginn wurde eine umfassende Literaturrecherche durchgefiihrt, um einen celluloly-
tischen Organismus zu finden, der einen effizienten (Ligno-) Celluloseabbau mit der Zugang-
lichkeit fiir genetische Modifikationen kombiniert. Ein hocheffizienter Cellulose- und Hemicel-
luloseabbau war insbesondere deswegen das wichtigste Kriterium fiir die Auswahl, weil das
auf die meisten als cellulolytisch beschriebenen Mikroorganismen nicht zutrifft. Viele von
ihnen besitzen zwar ,Cellulasegene”, diese codieren aber meist nur fiir extrazellulare En-
doglucanasen, die I6sliche Substrate wie Carboxymethylcellulose (CMC) oder B-Glukan zerset-
zen konnen, fir die Komplexitat von Lignocellulose aber bei weitem nicht ausreichen. Bereits
gezeigte Zuganglichkeit fir genetische Modifikationen und das Vorhandensein einer Ge-
nomsequenz grenzte die Liste auf nur wenige geeignete Bakterienstimme ein.

Als vielversprechendste Kandidaten aus dieser Recherche gingen einige Clostridium ther-
mocellum Stamme (thermophil) hervor, die im Folgenden genauer auf ihre Eigenschaften und
ihre Eignung als Empféanger fiir die Gene aus dem Butanol-Stoffwechselweg untersucht wur-
den. Nachdem nicht sicher war, ob der Butanolstoffwechselweg aus mesophilen solventoge-
nen Clostridien auch bei h6heren Temperaturen funktionieren kann, wurde daneben mit Rum-
iniclostridium cellulolyticum (Clostridium cellulolyticum) DSM 5812 auch ein mesophiler Orga-

nismus ausgewahlt.

3.1.1 Clostridium thermocellum

Clostridium thermocellum (Viljoen et al., 1926; auch: Acetivibrio thermocellus [Tindall, 2019],
Hungateiclostridium thermocellum [Zhang et al., 2018]) ist ein Gram-positives, anaerobes,
thermophiles, stabchenférmiges Bodenbakterium, dessen Einzigartigkeit darin besteht, dass es
mit Hilfe seines hochspezialisierten Cellulosoms kristalline Cellulose besonders schnell und
effektiv zersetzen und verwerten kann [Lamed et al., 1983]. Nachdem eine aktuelle Neuein-
ordnung und die entsprechende Nomenklatur noch nicht abschliefend geklart werden konnte
[Zhang et al., 2018, Tindall, 2019], wird hier weiterhin die Bezeichnung C. thermocellum ver-

wendet. In der Natur kommt C. thermocellum ubiquitar vor und kann aus den meisten Boden-
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proben isoliert werden. Obwohl es bereits 1926 isoliert und charakterisiert wurde, konnten

erst vor kurzem alle Stoffwechselendprodukte nachgewiesen werden [Holwerda et al., 2014].

3.1.1.1  Wachstumsstudien mit C. thermocellum
Im Labor erfolgte die Kultivierung von C. thermocellum Stammen standardmaRig bei einer
Temperatur von 55 - 60°C auf 0,5 % Cellobiose oder Cellulose (meist Whatman Paper #1) in
GS2-Medium (Normalbedingungen). Flr weitere Versuche zur Losungsmittelproduktion wurde
neben GS2- auch GS2Y-Medium (mit doppelter Hefeextraktkonzentration) oder ein Minimal-
medium (MJ) verwendet, bei dem der Hefeextrakt gegen eine Vitaminlosung ausgetauscht
wurde. Auf 0,5 % Cellobiose wuchsen C. thermocellum Kulturen bei 60°C relativ schnell bis zu
einer optischen Dichte (ODgg) von ca. 1,4 an, bevor sie in die stationdre Phase tibergingen. Mit
steigenden Substratkonzentrationen stieg auch die erreichbare Zelldichte deutlich an (vgl. Abb.
5). Auf Cellulose konnte das Bakterienwachstum nicht photometrisch bestimmt werden, weil
neben den Zellen auch freigesetzte Cellulosefasern zu einer Triibung des Mediums fiihrten.
Nachdem die Gene fir den CoA-abhangigen Butanol-Stoffwechselweg, die hier hauptsach-
lich verwendet werden sollten, urspriinglich aus mesophilen Organismen stammen, kdnnte
eine rekombinante Butanolproduktion in C. thermocellum eventuell eine niedrigere Kultivie-
rungstemperatur erforderlich machen. Aus diesem Grund wurde untersucht, inwieweit unter-
schiedliche Temperaturen das Wachstum von verschiedenen Stammen beeinflussen (Abb. 4).
Insbesondere C. thermocellum DSM 4150 und das russische Isolat F7 aber auch ATCC 27405"
zeigten bei verringerten Temperaturen von 50°C bzw. 42 °C nur eine geringfligige Wachstums-
verminderung. Eine weitere Absenkung der Kultivierungstemperatur fiihrte bei allen geteste-

ten Stdammen zu einem deutlich schlechteren bzw. verlangsamten Wachstum.

3,0 1 137°C 140°C €42°C ®50°C W60°C
Abb. 4: Temperaturabhan- 2,5 - T
gigkeit des Wachstums von TSD = 1
C. thermocellum Stimmen: 8 2,0 1 -
C. thermocellum ATCC ‘;' 15 -
27405", F7, DSM 2360, DSM - =
4150 und DSM 7072 in GS2 2 10 - - i !
mit 2 % Cellobiose bei 34, o = . ¥ ==
37, 40, 42, 50 und 60°C, N 05 1=
nach 48 h; n=2 + SD. 0,0 .

27405 F7 2360 4150 7072

Je nach Anforderung des entsprechenden Experiments, wurde als Inokulum eine exponentiell
wachsende Vorkultur, eine Glycerinkultur oder eine hitzeaktivierte Sporensuspension verwen-

det. In der Praxis haben sich zum Animpfen und zur Stammbhaltung von Clostridien im Kihl-
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schrank gelagerte, sterile Sporensuspensionen bewahrt. Fiir die verschiedenen hier verwende-
ten C. thermocellum-Stamme konnte gezeigt werden, dass sie innerhalb kurzer Zeit zuverlassig
Sporen ausbilden, die dann gesammelt, gewaschen und anschlieBend auch aerob gelagert
werden konnten. Ein reproduzierbares Sporenpraparations-Protokoll (s. 2.7.3) wurde fir C
thermocellum und R. cellulolyticum erarbeitet und auch an verschiedenen anderen Clostridien
getestet. Die Sporen lieRen sich aus diesen Praparaten sowohl in Flissigkultur als auch durch
direktes EingieRen in Agar verlasslich wieder aktivieren. Beim Animpfen aus Sporen mit an-
schlieRender Pasteurisierung bei 80°C dauert es langer, um eine wachsende Kultur zu erhalten,
als beim Animpfen aus exponentiell wachsenden Kulturen; jedoch ist die Zeit bis zu einer be-
stimmten Zelldichte bei der Verwendung von Sporen besser vorhersagbar und die Versuche

waren unter dhnlichen Voraussetzungen einfacher wiederhol- und vergleichbar.

3.1.1.2  Celluloseabbau

Der hocheffektive Celluloseabbau von C. thermocellum Stammen ist einer der hauptsachlichen
Griinde fiir dessen besondere Eignung in einer direkten Umsetzung von pflanzlichen Material
zu Losungsmitteln. Unter optimalen Bedingungen, d.h. bei 60°C in GS2, 1:100 angeimpft aus
einer exponentiell wachsenden Vorkultur, erfolgte der Abbau von 1 % (w/v) kristalliner Cellulo-
se (Whatman Papier #1) durch C. thermocellum ATCC 27405", DSM 4150 und auch F7 innerhalb
von 48 Stunden. Auch héhere Konzentrationen kristalliner Cellulose konnten in entsprechend
langerer Zeit und teilweise nach Zugabe von frischem Medium bzw. Auswechseln eines Teils
des Mediums weitestgehend abgebaut werden.

Da die Kultivierung eines rekombinanten Stammes zur Butanolproduktion eventuell nicht
unter gleichzeitig optimalen Bedingungen fir den Celluloseabbau durch C. thermocellum ab-
laufen kann, wurde untersucht, inwieweit eine geringere Temperatur oder die Zugabe von
Butanol einen hemmenden Einfluss auf den Abbau haben. Mit jedem gednderten Parameter,
weg von den optimalen Kultivierungsbedingungen (55 - 60°C, ohne Butanol), erhdht sich zwar
die dafiir bendétigte Zeit, die Umsetzung blieb aber - verglichen mit anderen bakteriellen Cellu-
lose-Zersetzern - immer noch aulRergewdhnlich effizient. Die weiteren Ergebnisse zum Einfluss
der Butanolkonzentration (s. 3.1.1.5) und zur Temperatursensitivitat (s. 3.1.1.1) entsprechen in

etwa denen auf Cellobiose und sind dort genauer ausgefihrt.

3.1.1.3 Verwertung einzelner Zucker
In einer letztendlichen Anwendung soll statt gereinigter kristalliner Cellulose ein kostenglinsti-
ges und gut verfligbares Substrat verwendet werden. Bei dem durch den Projektpartner Sid-

Chemie AG (jetzt: Clariant) zur Verfligung gestellten Substrat handelt es sich um zerkleinertes
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(< 2 mm), nicht vorbehandeltes Weizenstroh (SC-Substrat, s. 1.3.2.1), das vielerorts in grofRen
Mengen glinstig zu bekommen ist. Unterschiedliche Zucker, die beim Abbau von Weizenstroh
entstehen [Jackowiak et al., 2011], wurden deswegen einzeln als mogliche Substrate getestet
(Abb. 5). Daftir wurden Cellobiose, Glucose, die Hexosen Galactose und Mannose, sowie die
Pentosen Arabinose und Xylose als mogliche hauptsachliche Kohlenstoffquellen in GS2 Medi-
um analysiert. C. thermocellum ATCC 27405 konnte neben Cellobiose nur noch Glucose - nach
einer kurzen Adaptionszeit und zeitverzégert - gut verwerten, wahrend alle anderen analysier-

ten Zucker scheinbar nicht verstoffwechselt werden konnten.

a) C. thermocellum ATCC 27405"  b) R. cellulolyticum DSM 58127

2,5 1 - = : 2,5
—o—xylose —o—arabinose  —m=—cellobiose

—e—glucose ——galactose =~ —s—mannose

&2
6}

(5

Zelldichte[OD600]
[

0,5 1 L o5

120 144 168

Zeit [h]

Abb. 5: Verwertung einzelner Zucker (je 1 %) durch a) C. thermocellum ATCC 27405" und b) R.
cellulolyticum DSM 5812T; gezeigt ist je eine beispielhafte Kinetik angeimpft aus einer exponen-
tiell wachsenden Vorkultur auf 0,5 % Cellobiose in je 1 % Xylose, Arabinose, Cellobiose, Glucose,
Galactose oder Mannose auf eine Start-OD von 0,05.

3.1.1.4 Fermentationsprodukte

In Abhdngigkeit vom verwendeten Substrat, der Kultivierungsdauer und der gewahlten Tempe-
ratur dndert sich fir C. thermocellum ATCC 27405" die Menge und Zusammensetzung der ge-
bildeten Fermentationsprodukte. Neben den bereits bekannten Produkten wie Ethanol, Essig-
sdure und Formiat (hier nicht weiter analysiert), konnten auch nicht unerhebliche Mengen
Isobutanol in den Kulturiiberstanden detektiert werden. Dass auch Isobutanol, 2,3-Butandiol
sowie einige Aminosauren zu den normalen Endprodukten von C. thermocellum Stammen
gehoren, konnte auch an anderer Stelle vor kurzem [Ellis et al., 2012, Holwerda et al., 2014]
nachgewiesen werden. Steigende Konzentrationen geloster Zucker fiihrten nicht zu einer ho-
heren Produktion von Fermentationsprodukten (s. Abb. 6), sondern eher zu einer Stagnation
des Wachstums. Abbildung 6 b) zeigt die Unterschiede in den Fermentationsprodukten von C.

thermocellum ATCC 27405" auf verschiedenen Medien und Substraten. Entgegen erster An-
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nahmen lasst sich erkennen, dass das gebildete Isobutanol nicht aus Aminosduren des zuge-
setzten Hefeextrakts stammt, weil auf Minimalmedium (MJ, ohne Hefeextrakt) eher mehr

Isobutanol gebildet wird, als auf Medien mit Hefeextrakt (GS2 mit 6 g/l und GS2Y mit 12 g/I).

® Ethanol # Essigsdure 4 Isobutanol
Abb. 6: Fermentationsprodukte 25 - I
von C. thermocellum ATCC T

27405 unter verschiedenen

Kultivierungsbedingungen

a) auf steigenden Cellobiose-
Konzentrationen von 0,5-5 %
in GS2 bei 60°C. Die Proben-
nahme erfolgte nach 7 Tagen;
n=2 + SD.

Konzentration [g/I]

0,5% 1,0% 2,0% 3,0% 5,0%

Cellobiose [%]
® Ethanol  EEssigsdure 4 lIsobutanol
1,5 - =

b) in unterschiedlichen Medien
(Minimalmedium MJ ohne He-
feextrakt, GS2 mit 6g/| Hefeex-
trakt und GS2Y mit 12 g/l Hefe-
extrakt) mit 1 % Cellobiose (CB)
oder 1 % Whatmanpaper (WP)
bei 60°C. Die Probennahme
erfolgte nach 72 h; n=2 + SD.

Konzentration [g/I]

MJ+CB  MJ+WP  GS2+CB  GS2+WP  GS2Y+WP

Im entsprechenden GC-Diagramm war aullerdem ein minimaler Butanol-Peak erkennbar, der
nicht nur in den transformierten Kulturen mit den Genen aus dem Butanol-Stoffwechselweg,
sondern auch in den Kontrollen (C. thermocellum ATCC 27405" und C. thermocellum ATCC
27405" transformiert mit p/MP1) auftaucht. Die wahrscheinlichste Erklarung dafiir ist, dass
Buttersiure aus dem Hefeextrakt durch C. thermocellum ATCC 27405" zu Butanol reduziert
werden kann. Dafilir spricht, dass der Buttersdaure-Peak mit der Zeit aus dem Medium ver-
schwindet, wahrend der Butanol-Peak in Abhdngigkeit von der Hefeextraktkonzentration im
Medium groRer wird (im Bereich der GC-Nachweisgrenze). Auch Versuche unter direkter Zu-
gabe von Buttersidure zum Medium ergaben, dass diese von C. thermocellum ATCC 27405 zu

Butanol umgesetzt werden konnte (vgl. 3.5.4.3).

3.1.1.5 Butanol-Toleranz

Um Butanol rekombinant zu gewinnen, bendtigen die Bakterien eine moglichst hohe Toleranz
gegen das fir sie toxische Fermentationsprodukt. Darum wurde untersucht, inwieweit extra-
zellular zugesetztes Butanol die Bakterien hemmt, eventuell sogar von ihnen abgebaut wird,
und ob eine Adaptation daran moglich ist. Anhand der Wachstumskinetiken auf Butanol lie

sich im Bereich von bis zu 1 % Butanol erkennbares Wachstum der C. thermocellum Kulturen
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nachweisen. Fiir ATCC 27405" scheint die erreichbare Zelldichte mit steigender Butanolkon-
zentration abzunehmen, wohingegen fiir F7 eine etwa gleich hohe Butanol-Toleranz im Bereich
von 0 - 0,8 % Butanol gezeigt werden konnte (s. Anhang I). Konzentrationen deutlich Gber 1 %

wurden von allen analysierten C. thermocellum Stammen nicht mehr toleriert.

3 -

=0 0,00%
Abb. 7: Butanol- —0—0,40%
Toleranz von C. ther-
mocellum 27405 in - —o—0,60%
GS2 mit 2 % Cellobiose ¢ —0—0,80%
bei 60°C und zugege- S —x—1,00%
benen Butanolkon- g —.—A 0%
zentrationen von 0,0- S
1,0 % in nicht adap- 3 —e—A04%
tierten und adaptier- N +—A0,6%
ten (A) Kulturen; n=2 + —a—A0,8%
SD. —%—A 1%

Zeit [h]
Der Versuch einer kurzfristigen Adaptation (zweimalige Uberimpfung auf 0,5 % (w/v) Butanol)
war zwar nicht ausreichend, um eine final deutlich héhere Toleranz zu vermitteln, jedoch sehr
wohl, um ein besseres und schnelleres Anwachsen der Kulturen auf Butanolkonzentrationen
bis 0,8 % zu ermdglichen (Abb. 7). In Langzeitversuchen, bei denen durch wiederholtes Uber-
impfen bei leicht steigenden Butanolkonzentrationen in 0,1 % Schritten die Toleranz gegen
Butanol erhéht wurde, konnte fir C. thermocellum ATCC 27405", F7 und DSM 4150 auf bis zu

1,4 % Butanol sehr schwaches Wachstum nachgewiesen werden.

3.1.1.6  Analyse des Genoms nach Genen fiir die Butanolproduktion

Bereits im Genom von C. thermocellum vorhandene Gene kdnnten die Expression von entspre-
chenden Fremdgenen lberflissig machen, wenn sie die richtige Spezifitdt sowie entsprechen-
de Substrat- und Produktselektivitdt besitzen und ausreichend exprimiert werden. Deswegen
wurde in der Genom-Sequenz von C. thermocellum ATCC 27405 (ca. 3,8 Mb DNA mit tber
3000 proteinkodierenden Genen) nach Genen mit Ahnlichkeiten zu den Genen des BCS-
Operons und zu Alkohol-Dehydrogenasen bzw. den hier ebenfalls verwendeten Aldehyd-
/Alkohol-Dehydrogenasen gesucht.

Sequenzanalysen mit Hilfe von ClustalW nach bereits vorhandenen Genen fiir die Darstel-
lung des Butanol-Stoffwechselweges ergaben, dass die Aminosduresequenz der bifunktionalen
Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase (Cthe_0423, 873 AS) aus C. thermocellum ATCC 27405" zu 68
% mit der aus C. saccharobutylicum DSM 13864 (CLSA_c03350, 871 AS), zu 63/60 % mit denen
aus C. acetobutylicum ATCC 824 (AdhE CA_P0035, 858 AS / AdhE2 CA_P0162, 862 AS) und zu
67 % mit der aus C. beijerinckii NCIMB 8052 (Cbei_0305, 864 AS) lbereinstimmt (s. Anhang ).
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Alle diese bifunktionalen Enzyme enthalten N-terminal einen Bereich, der zur Familie der Al-
dehyd-Dehydrogenasen zahlt, wahrend das C-terminale Ende den Ferredoxin-enthaltenden
Alkohol-Dehydrogenasen zugeordnet werden kann. Daneben gibt es mit Cthe_0394 (389 AS),
Cthe_2579 (368 AS) und Cthe_0101 (389 AS) noch drei weitere Alkohol-Dehydrogenasen in C.
thermocellum ATCC 27405'. Nachdem die Alkohol-Dehydrogenasen in Clostridien fiir die Pro-
duktion von mehreren unterschiedlichen Alkoholen zustandig sind, ist davon auszugehen, dass
es sich dabei um eher unspezifische Enzyme handelt und dass sie auch in der Lage sein diirften,
die Reduktion zu Butanol zu katalysieren. Die Analyse zur Funktionalitdt der endogenen Alde-
hyd-/Alkohol-Dehydrogenase durch Zugabe von geringen Buttersdure- bzw. Butyraldehyd-
Mengen zum Fermentationsansatz und anschlieBender GC-Analyse der daraus gebildeten Pro-
dukte ergab, dass der zweite Teil des Butanol-Stoffwechselwegs von Butyraldehyd zu Butanol
in C. thermocellum ATCC 27405 auch ohne Fremdgene funktionieren konnte. Die Ergebnisse
dieser Versuchsreihe sind unter 3.5.4.3 genauer dargestellt. Ausgehend von den Gen-
Sequenzen des BCS-Operons solventer Clostridien, konnten keine anderen Gene mit einer vo-

raussichtlichen Funktion im Butanol-Stoffwechsel identifiziert werden.

3.1.2 Ruminiclostridium cellulolyticum

Ruminiclostridium cellulolyticum (Petitdemange et al., 1984) ist ein Gram-positives, anaerobes
Bodenbakterium und gilt nach jetzigem Wissensstand als das effektivste mesophile, cellulolyti-
sche Bakterium. Es wurde kirzlich neuklassifiziert und wird statt bisher Clostridium cellulolyti-
cum jetzt als R. cellulolyticum bezeichnet [Zhang et al., 2018]. Im Vergleich zu C. thermocellum
verfugt R. cellulolyticum DSM 5812 tiber ein kleineres aber sehr vielseitiges Cellulosom. Damit
kann es u.a. auch verschiedene Cs-Zucker (vgl. Abb. 5) verwerten und so den Hemicellulose-
Bestandteil der Lignocellulose deutlich besser und vollstandiger verwerten als C. thermocel-

lum.

3.1.2.1  Wachstumsstudien mit R. cellulolyticum DSM 5812"

Fir R. cellulolyticum DSM 58127 hat sich unter Laborbedingungen eine Temperatur von 34°C
im Standardmedium GS2 mit Cellobiose oder Cellulose als optimal erwiesen. Im Vergleich zu
allen getesteten C. thermocellum Stammen zeigte R. cellulolyticum 5812" ein langsameres und
von der erreichbaren Zelldichte geringeres Wachstum. Auch fir R. cellulolyticum DSM 58127
konnte Wachstum Uber einen sehr breiten Temperaturbereich nachgewiesen werden (Abb. 8).

Trotz eines Optimums von 34°C kann R. cellulolyticum DSM 5812" bei niedrigeren Temperatu-
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ren bis herunter zu Raumtemperatur noch wachsen, jedoch zeitlich verzégert und nur bis zu
einer geringeren Kulturdichte. Bei Temperaturen bis zu 42°C ist die maximale Zelldichte noch
vergleichbar mit der bei 34 °C und das Wachstum nur leicht verzégert. Da aber alle bekannten
solventogenen Clostridien wie auch R. cellulolyticum DSM 5812" mesophil sind, diirfte bei einer

rekombinanten Butanolproduktion die Kultivierungstemperatur keine Probleme bereiten.

1,5 -
Abb. 8: Wachstum g 4 |
von R. cellulolyticum 8
DSM 5812": Messung o
der Optischen Dichte % ——25°C —@—30°C
(ODggo) je einer bei- a 0,5
spielhaften Kultur auf % —&—34°C —e—37°C
GS2-Medium mit 1 % -‘% —l—42°C e=Om==48°C
Cellobiose bei 25, 30, 8‘
34,37, 42 und 48°C. 0 OO —0 .

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Zeit [h]

Wahrend fiir die verschiedenen hier untersuchten C. thermocellum-Stamme die Verwendung
einer Sporensuspension als Inokulum sehr gut funktioniert hat, konnte diese Methode fiir R.
cellulolyticum DSM 5812" nur bedingt eingesetzt werden. Dessen deutlich schlechtere Sporen-
bildung machte die Gewinnung von Sporen miihsamer und das Animpfen daraus weniger gut
vergleichbar. Deshalb wurde fiir die folgenden Versuche meist erst eine Ubernachtkultur aus

Sporen angezogen, aus der dann angeimpft werden konnte.

3.1.2.2  Celluloseabbau

Unter optimalen Bedingungen, d.h. bei 34°C in GS2, 1:100 angeimpft aus einer exponentiell
wachsenden Vorkultur, erfolgt ein vollstdndiger Abbau von 1 % (w/v) kristalliner Cellulose
(Whatman Papier #1) durch R. cellulolyticum DSM 5812" innerhalb von 5 bis 7 Tagen. Die wei-
teren Ergebnisse zum Einfluss der Butanolkonzentration (s. 3.1.2.5) und zur Temperatursensiti-

vitat (s. 3.1.2.1) entsprechen in etwa denen auf Cellobiose und sind dort genauer ausgefihrt.

3.1.2.3 Verwertung einzelner Zucker

Wie fiir C. thermocellum ATCC 27405" beschrieben und auch fiir R. cellulolyticum DSM 5812 in
Abb. 5 vergleichend dargestellt, wurden verschiedene Zucker, die in der hier verwendeten
lignocellulosehaltigen Biomasse vorkommen, einzeln als mogliche Substrate getestet. Wah-
rend C. thermocellum ATCC 27405" aber neben Cellobiose nur noch Glucose verwerten konnte,

zeigte R. cellulolyticum DSM 5812 ein nur leicht zeitlich verzogertes, aber gleich dichtes
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Wachstum neben Cellobiose auch auf Arabinose, Galactose, Glucose und Xylose, und konnte,
obgleich deutlich verzogert, auch auf Mannose wachsen. Das belegt, dass R. cellulolyticum
DSM 58127 einige Cs-Zucker effizient abbauen kann und damit vor allem fiir den Abbau der

zahlreichen Hemicellulose-Bestandteile aus lignocellulosehaltiger Biomasse geeignet ist.

3.1.2.4 Fermentationsprodukte

Die beiden cellulolytischen Clostridien C. thermocellum ATCC 27405 und R. cellulolyticum DSM
5812" sind sich von der Zusammensetzung und der Menge der gebildeten Fermentationspro-
dukte sehr dhnlich (s. Abb. 9 und vgl. 3.1.1.4). So produzieren beide hauptsachlich Ethanol und
Essigsaure, aber auch Isobutanol und einige weitere Nebenprodukte. Weil R. cellulolyticum
DSM 58127 langer braucht, um das lignocellulosehaltige SC-Substrat abzubauen, wurde fiir die
Vergleiche in Abb. 9 eine verlangerte Inkubationszeit gewahlt, die fiir den Abbau von Cellobio-
se und Cellulose nicht notig gewesen ware. Nachdem das SC-Substrat von beiden Organismen
zu ca. 50 % abgebaut werden konnte, ist die Menge an gebildeten Fermentationsprodukten in

etwa mit denen auf Cellobiose und Cellulose vergleichbar.

Abb. 9: Fermentati- 1,5 - B Ethanol W Essigsdaure 14 Isobutanol
onsprodukte von R. aF
cellulolyticum DSM
5812" nach 10 Tagen
bei 34°C und von C.
thermocellum ATCC
27405 nach 7 Tagen
bei 60°C auf unter-
schiedlichen Substra-
ten; jeweils auf 2 %
Cellobiose (CB), 2 % 0 - =

Cellulose (WP) oder 2 29%CB | 2%WP 2%5c| | 29%CB |2%WP 29%SC

e C. thermocellum 27405" | lulolyticum 5812"
w/V); n=2 + SD. . thermocellum 27405 R. cellulolyticum 5

Konzentration [g/I]

L s T 1z T

3.1.2.5 Butanoltoleranz

Auch fir R. cellulolyticum DSM 58127 lieR sich ein sinkendes und zeitlich verzégertes Wachs-
tum unter Zugabe von steigenden Butanolkonzentrationen erkennen. Konzentrationen ab 1,2
% wurden nicht mehr toleriert (s. Abb. 10). Eine zweimalige Uberimpfung war nicht ausrei-
chend, um durch Adaptation eine hohere Toleranz gegen Butanol zu vermitteln. Auch in Lang-
zeitversuchen (vielfaches Uberimpfen bei leicht steigenden Butanolkonzentrationen) konnte
keine deutlich hohere Toleranz der Bakterien gegen Butanol erreicht werden - auRer einem
geringfligig schnelleren Wachstum auf niedrigeren Butanolkonzentrationen bis 0,8 % Butanol.

Nachdem diese Versuche auRerdem noch auf Cellobiose - einem weniger komplexen und ein-
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facher zu verstoffwechselnden Substrat als das fir die Abbauversuche verwendete Stroh -
durchgefiuhrt wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die Toleranzgrenze auf SC-
Substrat unterhalb von 0,8 % Butanol anzusiedeln ist. Das bestatigen auch die unter 3.2.2.7

beschriebenen Ergebnisse zum SC-Substratabbau auf geringen Butanolkonzentrationen.

2 A o o 0
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gegen unbeimpftes Me- 3

. NO,S -
dium unter Zugabe von
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Zeit [h]
3.13 Analyse des Genoms nach Genen fir die Butanolproduktion

Sequenzanalysen mit ClustalW ergaben, dass die bifunktionale Aldehyd-/Alkohol-
Dehydrogenase aus R. cellulolyticum DSM 5812" (Ccel_3198, 867 AS) zu 68 % mit der aus C.
saccharobutylicum DSM 13864 (CLSA_03350, 871 AS), zu 64/62 % mit denen aus C. acetobuty-
licum ATCC 824 (AdhE CA_P0035 858 AS/AdhE2 CA_P0162, 862 AS) und zu 69 % mit der aus C.
beijerinckii NCIMB 8052 (Cbei_0305, 864 AS) libereinstimmt (s. Anhang lll). Daneben gibt es
mit Ccel_1083 (381 AS), Ccel_0894 (399 AS) und Ccel 3337 (354 AS) noch drei weitere Alkohol-

Dehydrogenasen.

3.14 Neuisolierung cellulolytischer Bakterien aus Naturproben

Im Rahmen einer Bachelorarbeit wurde versucht, cellulolytische Mikroorganismen aus unter-
schiedlichen Naturproben zu isolieren, die bereits bei mesophilen Temperaturen einen sehr
guten Substratabbau zeigen. Obwohl die Anreicherungen direkt auf dem hier verwendeten SC-
Substrat durchgefiihrt wurden, konnte fiir keinen der isolierten Kandidaten eine héhere Sub-
stratumsetzung als durch C. thermocellum ATCC 27405" oder R. cellulolyticum DSM 5812"

nachgewiesen werden, weswegen sie hier nicht weiter einbezogen wurden.
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3.2 Analyse des Abbaus von unbehandeltem SC-Substrat und

einzelner Substratbestandteile daraus

Das vom Projektpartner Siidchemie AG (jetzt: Clariant) zur Verfligung gestellte Substrat (SC-
Substrat) besteht aus Weizenstroh, das ohne weitere Vorbehandlung direkt fiir den Abbau

durch cellulolytische Bakterien eingesetzt wurde.

3.2.1 Analyse des SC-Substrats

Die verwendete Fraktion #2 entspricht einer KorngréRe von < 2 mm. Als Ausgangspunkt fiir die
fraktionierte Abbauanalyse wurden 11 Leerproben des Substrats mittels Van-Soest-Analyse (s.
2.9.1) untersucht und die daraus resultierenden Mittelwerte als Referenzwerte fiir den pro-

zentualen Abbau verwendet.
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Dabei bezeichnet ,Loslicher Abfall“ all jene Bestandteile, die sich bereits durch die Zugabe von
Medium bzw. durch das Autoklavieren aus dem Substrat I6sen (z. B. Zucker). Diese machen in
etwa 10 % aus und kdnnen mit der Feststoffanalyse nicht quantifiziert werden. In einer dhnli-
chen GroRRenordnung liegen auch die , Loslichen Bestandteile”, zu denen Fette und Proteine
zahlen. Diese beiden Fraktionen schwanken relativ stark (s. Anhang IV) in Abh&ngigkeit von der
KorngroRRe und der Homogenitat des Substrates. Die Hemicellulose- (ca. 22 %) und Cellulose-
anteile (ca. 43 %) im Substrat unterliegen dagegen nur geringfiigigen Schwankungen und ent-

sprechen in etwa den Werten der von Siid-Chemie eingangs durchgefiihrten Substratanalyse.
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3.2.2 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Abbau von SC-Substrat durch

C. thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 58127

3.2.2.1 Inokulum

Die Ausbildung des Cellulosoms bzw. dessen Aufbau aus den einzelnen Cellulosomen-
Bestandteilen sowie deren Anzahl wird von der Art und Zusammensetzung des verwendeten
Substrates beeinflusst. Insofern sollte eine Adaptation an unterschiedliche Substrate moglich
sein, die dann zu einem besseren Substratumsatz fuhrt. Die Analyse unterschiedlicher Inokula-
tionsmethoden in Abb. 12 a) ergab, dass es fir C. thermocellum ATCC 27405 nicht notig ist,

die Kulturen an das Substrat zu adaptieren, weil ein Animpfen direkt aus Sporen in etwa das-

selbe Abbauergebnis lieferte.
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Abb. 12: Analyse des fraktionierten Abbaus von Cellulose und Hemicellulose durch C. ther-
mocellum ATCC 27405 und R. cellulolyticum DSM 5812" nach Van-Soest iiber die Zeit (in Ta-
gen); Abbau von1,33 % SC-Substrat (w/v) in GS2 angeimpft aus einer Vorkultur auf 0,5 % Cello-
biose (ohne), einer Vorkultur auf 1,33 % SC-Substrat (adaptiert) oder aus einer Sporensuspensi-
on (Sporen). a) C. thermocellum ATCC 27405" und b) R. cellulolyticum DSM 5812"; n=2 + SD.
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Fir R. cellulolyticum DSM 5812" (Abb. 12 b) ist deutlich erkennbar, dass bevorzugt Sporen oder
eine adaptierte Kultur verwendet werden sollte, weil nach Animpfen aus einer Cellobiose-
Vorkultur nur ein sehr viel schlechteres Abbauergebnis erzielt werden konnte. Im Gegensatz zu
C. thermocellum ATCC 27405 fiihrte hier der Abbau direkt aus Sporen insbesondere wahrend
der ersten Tage zu einer geringeren Umsetzung des Substrats als bei den adaptierten Kulturen.
Nachdem R. cellulolyticum DSM 5812" deutlich schlechter und langsamer Sporen bildet als C.
thermocellum, diirften diese Unterschiede v.a. auf die Qualitat der Sporensuspension zurick-
zufiihren sein. Insgesamt waren die Abbauraten beim Animpfen aus Sporen oder aus einer
adaptierten Kultur besser, als wenn aus exponentiell wachsenden Cellobiose-Vorkulturen an-
geimpft wurde. Auch der besseren Vergleichbarkeit wegen wurden die folgenden Versuche in
der Regel aus Sporensuspensionen angeimpft, die zuvor 1:10 in Medium verdiinnt und anae-
rob hitzeaktiviert wurden. Aus diesen Ansatzen wurde fir C. thermocellum mit 100 ul und fir
R. cellulolyticum DSM 58127 mit 250 pl auf 75 ml angeimpft, entsprechend der besten Ergeb-

nisse aus den Vorversuchen (s. Anhang V).

3.2.2.2  Inkubationsdauer
Nachdem ein komplexeres Substrat fir die Mikroorganismen schwieriger und zeitaufwendi-
ger abzubauen ist als gel6ste Einfachzucker, wurde untersucht, welcher Zeitraum fir eine
gute Umsetzung des SC-Substrats durch C. thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum
DSM 5812 nétig ist. Fur C. thermocellum ATCC 27405" (Abb. 13 a) stieg der Abbau von 1,3
% SC-Substrat bis zum vierten Tag deutlich auf etwas lber 30 % der zuvor vorhandenen
Hemicellulose und etwas unter 30 % der Cellulose an und stagnierte anschlieBend. Dieser
Stillstand konnte fiir die Kulturen von R. cellulolyticum DSM 5812 nur in sehr geringem
Umfang festgestellt werden. Nachdem R. cellulolyticum DSM 5812 insgesamt weniger Sub-
strat abbaut und alle abgespaltenen Zucker auch verwerten kann, diirfte in diesem Fall eine
Stagnation durch eine zu hohe Zuckerkonzentration oder Metabolite im Medium ausge-
schlossen sein. Entsprechend lieB sich hier durch einen Teilaustausch des Mediums kein
verbesserter Abbau erkennen. Ein deutlich steigender Gasdruck im Flaschchen und auch ein
moglicher Abfall des pH’s durch Anreicherung saurer Stoffwechselprodukte konnten durch
entsprechende Versuche (Abbau unter Verwendung von Ventilen zum Entgasen, s. Anhang
VI; bzw. Analyse des pH-Wertes wahrend des Wachstums, s. 3.2.2.5) als mogliche Griinde
fiir die Stagnation ausgeschlossen werden.

Um festzustellen, ob der verringerte Abbau fiir C. thermocellum ATCC 27405" darauf zu-
rickzufihren ist, dass sich Hemmstoffe im Medium anreichern, oder aber, dass ein weiterer

Abbau des Substrats nicht moglich ist, wurde unter denselben Bedingungen wie zuvor ab dem
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dritten Tag taglich 1/5 bzw. das komplette Medium durch Neues ersetzt (Abb. 13 a). Dabei
zeigte sich, dass das Substrat gleichmaRig und ohne Stagnation weiter abgebaut wurde, was
eher auf eine Anreicherung von Hemmestoffen bzw. Metaboliten oder auf das Fehlen von Sub-
stanzen im Medium hindeutet als darauf, dass das Substrat grundsatzlich nicht weiter abge-
baut werden kann. Wie bereits angedeutet, kénnte das mit einer Wachstumshemmung durch
geloste Zucker im Medium erklart werden, die von C. thermocellum ATCC 27405" im Kultur-
Uberstand angereichert und nicht weiter abgebaut werden, wahrend R. cellulolyticum DSM

5812" alle abgespaltenen Zucker nutzt (Abb. 13 b).
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Cellulose Hemicellulose
60 —e—Sporen —aA— adaptiert
50 —— Medienwechsel ——ohne
g 40 T T
3
S 30 -
)
<
20 ////
10 J / z
0 1 T T T 1 —AQ T T T 1
0 3 6 9 12 o 3 6 9 12
Zeit [d]
b) R. cellulolyticum DSM 5812"
60 Cellulose Hemicellulose
——adaptiert —8—Sporen
>0 —o—ohne —&— Medienwechsel
40
£ 30 . e
=]
2
2 20 W
< /
10 J/ « e
O -ﬁ T 1 T T T 1
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Zeit [d]

Abb. 13: Analyse des fraktionierten Abbaus von Cellulose und Hemicellulose nach Van-Soest
durch C. thermocellum ATCC 27405 und R. cellulolyticum DSM 5812" mit verschiedenen Inoku-
lationsmethoden ber die Zeit (in Tagen); a) C. thermocellum ATCC 27405" und b) R. cellulolyti-
cum DSM 5812T; auf 1,33 % SC-Substrat (w/v) in GS2 angeimpft aus entweder einer exponentiell
wachsenden Vorkultur auf 0,5 % Cellobiose (ohne), einer exponentiell wachsenden Vorkultur auf
1,33 % SC-Substrat (adaptiert), einer Sporensuspension (Sporen) oder einer Sporensuspension mit
zusatzlichem Austausch von 1/5 des Mediums ab dem dritten Tag (Medienwechsel); n=2 + SD.
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3.2.2.3  Inkubationstemperatur

Trotz der Tatsache, dass C. thermocellum Stamme als Bodenbakterien beinahe ubiquitar und
bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen vorkommen, ist die Temperatur ein recht kriti-
scher Punkt fur einen effizienten Celluloseabbau durch C. thermocellum Kulturen.

Deutliche Abweichungen vom Temperaturoptimum koénnen auf Cellobiose noch bis her-
unter zu 37°C gut toleriert werden, auf Whatman Papier (kristalline Cellulose) dagegen fillt die
Abbaurate mit verringerter Temperatur deutlich ab. Dasselbe ldsst sich auch auf dem struktu-
rell komplexeren, zerkleinerten Weizenstroh (SC-Substrat) erkennen. Eine Reduzierung der
Temperatur ware im Folgenden v.a. dann ndétig, wenn die Funktion der Enzyme fir die Lo-
sungsmittelproduktion, die urspriinglich aus mesophilen Organismen stammen, bei der opti-
malen Wachstumstemperatur von C. thermocellum nicht ausreichend funktionieren. Schon bei
einer Absenkung auf 50°C wurde das Substrat von C. thermocellum ATCC 27405" und auch von
Stamm DSM 4150 deutlich schlechter abgebaut (Abb. 14). Bei 42°C lag der Abbau — zumindest
innerhalb von 7 Tagen — bereits unter 10 %. R. cellulolyticum DSM 58127 Kulturen zeigten zwi-
schen der unteren (30°C) und oberen Grenze (37°C) der Optimaltemperatur solventogener
Clostridien keine signifikanten Unterschiede in der Abbauleistung. Bei einer weiteren Erhéhung
der Kultivierungstemperatur auf 42°C fiel der Abbau jedoch etwas niedriger aus. Nachdem
auch R. cellulolyticum DSM 5812" mesophil ist, miisste die Temperatur hier, wenn tberhaupt,

nur in einem geringfligigen Rahmen angepasst werden.

Abb. 14.: Van-Soest- 50 1

Analyse des Abbaus [%]
von Hemicellulose und
Cellulose auf 1,33 % SC-
Substrat bei verschie-
denen Temperaturen;
bei 60, 50 und 42 °C fur
C. thermocellum ATCC
27405" und DSM 4150 10
(nach 7 Tagen) sowie bei

30, 37 und 42°Cfur R. 0
cellulolyticum DSM

5812" (nach 14 Tagen);
n=2 + SD. C. thermocellum

E Hemicellulose [ElCellulose

40

30

20

Abbau [%]

I
C. thermocellum R. cellulolyticlum
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3.2.2.4 Substratkonzentration

Wadhrend fir die industrielle ABE-Fermentation meist mit Zuckerkonzentrationen im Bereich
von ca. 6 % gearbeitet wird, fihrten hohe SC-Substratkonzentrationen zu einem prozentual
geringeren Abbau und waren aus technischen Griinden mittels Van-Soest-Analyse nicht quanti-

fizierbar. Da von cellulolytischen Bakterien auBerdem bekannt ist, dass sie Schwierigkeiten mit
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dem Abbau von hohen Substratkonzentrationen haben (v.a. R. cellulolyticum DSM 5812") und
um ein Auswechseln des Medium zu umgehen, sollte analysiert werden, bis wohin das Sub-
strat durch die Bakterien Gberhaupt abgebaut werden kann. Eine Erhohung der Medienmenge
von 75 ml auf 100 bzw. 150 ml (was einer Verringerung der Substratkonzentration von 1,33 %
auf 1 bzw. 0,66 % (w/v) entspricht) fihrte sowohl fir R. cellulolyticum DSM 5812" als auch fiir
C. thermocellum ATCC 27405" zu einem hoheren prozentualen Substratabbau. Dabei konnte
auf 1 % Substrat bis zu 50 % der Hemicellulose und Cellulose innerhalb von 7 Tagen abgebaut
werden, ohne das Medium zu wechseln (Anhang VII). Um den Abbau zwischen den Experimen-
ten vergleichbar zu machen, wurde die Substratkonzentration 1,33 % (w/v) gewahlt, bei der
das volumindse Substrat in kleinen Serum-Flaschen (1,0 g Substrat und 75 ml Medium in 100
ml Serumflaschen) ganzlich mit Medium bedeckt war, um einen gleichbleibend guten Abbau zu
ermoglichen. Die Menge der auf SC-Substrat produzierten Fermentationsprodukte ist unter

3.2.2.8 analysiert.

3.2.2.5 pH-Bedingungen

Der Substratabbau in Abhangigkeit vom jeweiligen Ausgangs-pH-Wert wurde genauer unter-
sucht, um den am besten geeigneten pH-Bereich fiir die hier ausgewahlten, cellulolytischen
Clostridien zu bestimmen. Die Analyse des verbliebenen Substratrests erfolgte mit der Van-
Soest Methode und die Kulturiiberstande wurden gaschromatographisch analysiert. Abb. 15
zeigt, dass der Abbau durch C. thermocellum ATCC 27405" im Bereich von pH 7,5 bis 8,5 etwas
héher war, als bei geringeren pH-Werten. Auch die Analyse der Kulturiiberstiande ergab fiir pH-
Werte ab 7,5 eine héhere Konzentration an produziertem Ethanol als unterhalb dieses pH-
Werts. Auch fiir R. cellulolyticum DSM 5812 lieferte nur der Abbau bei einem pH-Wert von 6,5

eine geringere Abbauleistung, wahrend alle anderen Werte in etwa gleich waren.

Abb. 15: Van-Soest- 60 - - 0,12
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3.2.2.6  Gasdruck und Durchmischung
Eine erste Vermutung, dass der steigende Gasdruck in den Kulturflischchen zu einer Beein-
trachtigung des Abbaus flihren kénnte, konnte nicht bestatigt werden, weil es in Versuchen
mit taglichem Entgasen zu keiner verbesserten Abbauleistung kam. Obwohl die Kulturflasch-
chen entsprechend diesem Ergebnis nicht mehr komplett drucklos gehalten wurden, wurden
sie weiterhin regelmaRig entgast, um ein Explodieren zu verhindern. Auch eine Durchmischung
der Kulturen bei unterschiedlich starker Rotation zeigte keine verbesserte Umsetzung.
Zusammenfassend (Tab. 10) lasst sich sagen, dass eine Verbesserung des prozentualen
Abbaus von SC-Substrat durch Verlangerung der Inkubationszeit (s. 3.2.2.2), eine vorherge-
hende Adaptation der Kulturen an das verwendete Substrat (s. 3.2.2.1), eine Verringerung der
Substratkonzentration (s. 3.2.2.4), eine Anpassung des pH-Wertes auf ca. pH 7,5 (s. 3.2.2.5)
oder durch den Austausch eines Teils des Mediums (s. 3.2.2.2) erreicht werden konnte. Alle

anderen getesteten Parameter fiihrten zu keiner verbesserten Abbauleistung.

Tab. 10: Einfluss verschiedener Faktoren auf den prozentualen Abbau von SC-Substrat:

Verbesserung des Abbaus negativer / kein Effekt
Geringere Substratkonzentration Entgasen1
Langere Inkubationszeit Reicheres Medium’
Adaptation der Kulturen Schitteln / Schwenken®
~pH7,5 verinderte Salzkonzentration®
Austausch des Mediums Zugabe von Butanol

Zugabe neuen Mediums

siehe:  Anhang VI, “Anhang VIII,* Anhang IX

3.2.2.7 Substratabbau unter Zugabe von Butanol

Wie bereits gezeigt, nimmt das Wachstum von C. thermocellum ATCC 27405 (s. 3.1.1.5) und R.
cellulolyticum DSM 5812 (s. 3.1.2.5) ab, je weiter die extrazellulire Butanolkonzentration er-
hoht wird. Nachdem ein Tribungsnachweis wegen der vielen enthaltenen Schwebstoffe auf
SC-Substrat nicht moglich ist, wurde in diesem Fall die Abbauleistung (Van Soest Analyse; Wie-
gen des Restsubstrates nach Abfiltrieren) nach 10 bzw. 14 Tage (R. cellulolyticum DSM 5812)
als MaR fir die Vertraglichkeit von extrazellularem Butanol zum Substratabbau verwendet
(Abb. 16). Mit steigender Butanolkonzentration (0 % - 0,6 % (w/v)) konnte sowohl fiir verschie-
dene getestete C. thermocellum Stamme (ATCC 27405, DSM 4150 und F7) als auch fir R. cellu-
lolyticum DSM 58127 ein deutlicher Riickgang im Substratabbau festgestellt werden. Oberhalb

von 0,8 % zugesetztem Butanol war kein Abbau erkennbar (s. Anhang X).
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Abb. 16: Van-Soest-Analyse des Abbaus [in %] von Hemicellulose (rechts) und Cellulose (links)
aus SC-Substrat bei steigenden Butanolkonzentrationen von 0 % - 0,6 % Butanol; durch C. ther-
mocellum ATCC 27405" (nach 10 bzw. 14 Tagen (,Wechsel“, mit Auswechseln des Mediums nach 5
und 10 Tagen)) und C. thermocellum DSM 4150 (nach 10 Tagen) sowie R. cellulolyticum DSM 5812"
(nach 14 Tagen) bei 60 bzw. 34 °C angeimpft aus Sporen; n=2 +SD.

Auf 0,2 und 0,4 % Butanol war noch ein deutlicher Abbau des Substrates festzustellen. Dabei
zeigte sich der C. thermocellum Stamm DSM 4150 toleranter gegen den Butanol-Stress als
ATCC 27405" oder auch R. cellulolyticum DSM 5812". Mit steigenden Konzentrationen reagier-
ten die C. thermocellum Kulturen deutlich starker auf das zugesetzte Butanol, als R. cellulolyti-
cum DSM 58127, was vermutlich auf die héhere Toxizitit von Butanol bei den héheren Tempe-
raturen zurtickzufihren ist. Die verminderte Abbauleistung kann durch Verlangerung der Inku-
bationszeit und Ersetzen des Mediums z. T. kompensiert werden wie die Versuchsreihe (Wech-
sel) mit C. thermocellum ATCC 27405" zeigte. Wahrend ohne Butanol die vorhandene Cellulose
von C. thermocellum besser abgebaut wurde, als die Hemicellulose-Bestandteile des Substra-
tes, lassen die Ergebnisse der fraktionierten Analyse vermuten, dass bei steigender Butanol-
konzentration Cellulose schlechter abgebaut werden kann. Auch fir R. cellulolyticum DSM

5812, der ohne Butanol mehr Hemicellulose abgebaut hat, dreht sich das Verhaltnis um.

3.2.2.8 Analyse der Kulturiiberstande nach Substratabbau

Um zu analysieren, welche Fermentationsprodukte durch C. thermocellum ATCC 27405 und R.
cellulolyticum DSM 5812" auf SC-Substrat gebildet werden, welche Zucker noch vorhanden
sind und inwieweit eine Butanolzugabe einen hemmenden Effekt auf die Abbauleistung hat,

wurden die Kulturiiberstande mit Hilfe von Gas- und Diinnschichtchromatographie untersucht.
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Analyse der Zuckerzusammensetzung im Kulturiiberstand

In der Analyse der Kulturliberstande nach Abbau von SC-Substrat durch die hier verwendeten
cellulolytischen Clostridien lieBen sich deutliche Unterschiede erkennen. Wahrend sich in C.
thermocellum ATCC 27405" Kulturiiberstanden hauptsachlich Xylose, Xylobiose und Arabinose
akkumulierten, konnte R. cellulolyticum DSM 5812" scheinbar alle durch den Abbau des Sub-

strats freigesetzten Zucker verstoffwechseln.
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Abb. 17: Diinnschicht-Analyse der Kulturiiberstinde von R. cellulolyticum DSM 5812" und C.
thermocellum ATCC 27405 nach Substratabbau. Als Kontrolle diente unbeimpftes Substrat in Me-
dium (Neg.) sowie 1 %ige Zuckermischungen C1-C6 (Glucose, Cellobiose, Cellotriose, Cellotetraose,
Cellopentaose und Cellohexaose), X1, X3, X4, X5 (Xylose, Xylotriose, Xylotetraose und Xylopentao-
se) sowie Arabinose (Ara) und Mannose (Man). Links: Analyse der in Kulturiiberstand vorhandenen
Zucker nach 3, 4, 6, 7 und 10 Tagen Inkubation; rechts: Analyse der Zucker im Kulturiiberstand un-
ter Zugabe von Butanol (v/v) nach 7 Tagen jeweils bei 34 bzw. 60°C; n=2.
Obwohl die Verwertung einzelner Zucker (s. 3.1.1.3) gezeigt hat, dass C. thermocellum ATCC
27405" Glucose als Kohlenstoffquelle nutzen kann, schien das auf dem lignocellulosehaltigen
SC-Substrat nur zu einem sehr geringen Anteil zu geschehen, oder erst, wenn keine bevorzugte
Quelle mehr verfiigbar ist. Xylose und eine Reihe anderer Zucker wurden zwar aus dem kom-
plexen Substrat abgespalten, konnten aber nicht umgesetzt werden. Im deutlichen Gegensatz
dazu lieRen sich im Kulturiiberstand von R. cellulolyticum DSM 5812 keine gelésten Zucker
mehr nachweisen, was darauf hindeutet, dass R. cellulolyticum DSM 5812 in der Lage ist ver-
schiedene Zucker als Substrat zu verwenden. Zusammen mit den Ergebnissen der Abbauversu-
che mit unterschiedlichen Zuckern ergab sich, dass C. thermocellum zwar insgesamt mehr Sub-
strat abbauen kann, aber nur einen Teil davon - vorzugsweise die Cellulose und Cellobiose -

auch wirklich nutzt, wahrend R. cellulolyticum DSM 58127 etwas weniger Substrat abbauen

kann und auch langsamer, dafiir aber alle entstandenen Zucker verwertet.
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Analyse der Fermentationsprodukte auf SC-Substrat

Die gaschromatographische Analyse der Kulturiiberstande ergab, dass sowohl fiir C. thermocel-
Jum ATCC 27405 als auch fur R. cellulolyticum DSM 5812" bei deren jeweiliger Optimaltempe-
ratur vergleichbare Mengen Ethanol und Essigsdure auf Whatman Papier, Cellobiose und SC-
Substrat (je 2 %; vergl. Abb. 9) gebildet wurden, wenn bericksichtigt wird, dass nur etwa 40 %
des SC-Substrats abgebaut und genutzt wird. Ein hauptsachlicher Unterschied lag darin, dass
auf SC-Substrat weniger Isobutanol gebildet wurde als auf Cellulose oder Cellobiose und dass
die Umsetzung des komplexeren Substrats deutlich langer dauerte. Die finale Menge an pro-
duzierten Alkoholen war fiir beide cellulolytischen Clostridien in etwa vergleichbar; allerdings
bendtigte R. cellulolyticum DSM 58127 auf SC-Substrat deutlich linger, um diese Menge Alko-
hol zu produzieren (s. Abb. 9). SC-Substratkonzentrationen lber 2 % lieRen sich nicht mehr
mittels Van-Soest-Analyse untersuchen, weil die daflir vorhandenen ReaktionsgefalRe fiir das
Volumen des Substrats zu klein waren. Im analysierbaren Bereich bis 2 % liel3 sich jedoch er-
kennen, dass je hoher die gewahlte Substratkonzentration, desto geringer blieb der prozentua-

le Abbau (s. Anhang VII).

Abb. 18: Fermentati- 1,4 -
onsprodukte fiir C. = 12 B Ethanol B Essigsédure
thermocellum ATCC 2 1
° _
27405 nach 7 Tagen x
< 2o 3 08 -
bei 60°C auf unter- ]
B 2 0,6 -
schiedlichen Konzent- 2
o
rationen SC-Substrat = 0,4 1
von 0,1 -5,0 % (w/v); & 02 -
n=2 + SD. E 0 - ) A 4 1
0,1% 0,5% 0,75% 1% 1,33% 2% 3% 5%
Konzentration SC-Substrat [w/v]
3.3 Umsetzung von Miihlennebenprodukten zu Butanol durch

solventogene Clostridien

Neben Stroh, das unvorbehandelt als Substrat fiir die cellulolytischen Clostridien C. thermocel-
lum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 5812 verwendet wurde (s. 0.), fallen bei der Ver-
arbeitung von Weizen auch weitere so genannte Mihlennebenprodukte an. So entstehen bei
der Vermahlung der Getreidekdrner zu Mehl Nebenprodukte wie z.B. Kleie, GrieRRkleie sowie
Nach- und Futtermehle (Abb. 19). Die darin enthaltenen Zucker liegen nicht frei vor, sondern
sind groRtenteils in Polymeren gebunden (z. B. Starke, Pektin, B-1,3-1,4-Glukan, Xylan), die fir

eine fermentative Verwertung zu Mono- und Oligosacchariden abgebaut werden miissen.
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Dieser hydrolytische Abbau von komplexen oder gemischten Kohlenstoffen kann von einigen
solventogenen Clostridien durch eine Vielzahl ausgeschiedener Enzyme (Depolymerasen wie
Amylase, Pektin-Lyase, Endo-Glukanase, a- oder B-Glukosidase etc.) selbst durchgefiihrt wer-
den. Nur fir die schwer aufschlieBbaren Substratanteile wie z. B. die Cellulose ist eine Vorbe-
handlung notwendig. Als Alternative zur Verwertung der Nebenprodukte aus der Weizenver-
arbeitung zu Futtermitteln, wurden hier WeizengrielRkleie (WGK) und Weizennachmehl (WNM)
als Substrate fiir solventogene Clostridien analysiert (s. Abb. 19 und Anhang XI). Die prakti-
schen Arbeiten und der Abschlussbericht dazu wurden zusammen mit Claudia Held im Rahmen
des Verbundprojekts ,,Gewinnung von Biobutanol als Energietrager und Plattformchemikalie
aus Mihlennebenprodukten” durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden 2018 auf der internationa-
len Fachtagung ,Clostridium XV“, in Freising vorgestellt (Poster: Panitz et al., 2018) und zu-
sammen mit den Ergebnissen zur enzymatischen Vorbehandlung beider Substrate veroffent-

licht [Thieme et al., 2020] (s. IV Veroffentlichungen, Tagungsbeitrage und betreute Arbeiten).

3.3.1 Umsetzung von WeizengrieRkleie (WGK)

3.3.1.1 Screening geeigneter Clostridien-Stamme auf WeizengrieRkleie

Fiir alle in Frage kommenden Clostridien aus der lehrstuhleigenen Stammsammlung wurde
unvorbehandelte WGK als Substrat (in Grundmedium oder Leitungswasser mit Eisen (ll1)-Sulfat)
zur Butanolproduktion getestet. Etwa die Halfte der Stamme setzte 13 % WGK (entspricht ei-
ner Konzentration von ca. 5 % verwertbarer Kohlehydrate; s. Anhang XIl) hauptsachlich zu But-
tersdure um und bildete nur geringe Mengen Butanol, Aceton oder Ethanol (s. Anhang XIII).
Die Gruppe der jeweils besseren Losungsmittelproduzenten ist dagegen in der Lage, das kom-
plexe Substrat sowohl in Grundmedium (Abb. 20 a) als auch in Leitungswasser (Abb. 20 b) in
mehr als 0,18 % Butanol umzusetzen. Zwolf der hier getesteten Stamme produzierten in
Grundmedium auf 13 % WGK bis zu 0,58 % Butanol und — zusammen mit den Beiprodukten

Aceton bzw. Ethanol — bis zu 0,9 % Gesamtlosungsmittel.
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Abb. 20: Fermentationsprodukte [%] der besseren Losungsmittelproduzenten (> 0,18 % Butanol)
beim Screening der Stammsammlung auf 13 % WGK in (a) Grundmedium oder (b) Leitungswasser
mit 25 mg/L Fe(I1)SO, bei 34°C; beispielhaft sind hier die Endpunkte nach 7 Tagen gezeigt.

Fir weitere Optimierungen wurden die Stamme 2, 41, 131 und 132 ausgewahlt, weil sie neben
hohen Butanol- bzw. Gesamtlosungsmittelkonzentrationen ein gut reproduzierbares Wachs-
tumverhalten und eine gute Handhabung boten. Nachdem die meisten fiir Clostridien nétigen
Medienbestandteile bereits in der WGK enthalten sind (vgl. Anhang XI), war eine weitere Re-
duktion des Mediums auf nur noch Leitungswasser mit Eisen (ll)-Sulfat flr einige getestete
Stamme moglich (s. Abb. 20 b und Anhang XIV). Im direkten Vergleich lasst sich erkennen, dass
sich die Menge produzierter Fermentationsprodukte in Abhangigkeit vom ausgewahlten
Stamm auf Grundmedium und Leitungswasser z. T. deutlich unterschied (Anhang XIV). Eine
Kultivierung auf Leitungswasser basiertem Medium war fir die Stamme 7, 41, 131 und 132
moglich, ohne die Losungsmittelproduktion deutlich zu verringern. Keiner der getesteten

Stamme bildete in Leitungswasser basiertem Medium mehr als 0,085 % Ethanol (Anhang XIV).

3.3.1.2 Optimierung der Fermentationsbedingungen fiir WGK ohne Vorbehandlung

Das verwendete Grundmedium wurde hier am Lehrstuhl fiir solventogene Clostridien ausgear-
beitet und ist ein schon auf die minimal nétigen Komponenten zur optimierten Losungsmittel-
produktion reduziertes Medium (s. 2.7.1). Das mit Eisen(ll)-Sulfat supplementierte Leitungs-
wasser stellt eine weitere Reduktion des Mediums und damit der Produktionskosten und des
notigen Arbeitsaufwands fiir einen spateren Prozess dar. In Grundmedium wurden die Stimme
131 und 132 fir weite Analysen ausgewadhlt, in Leitungswasser basiertem Medium die Stamme

7 und 41, von denen Stamm 7 die hohere Butanol-Spezifitat besaR (Abb. 21).
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Abb. 21: Fermentations-
produkte [%] fiir die
Stimme 7 und 41 in Lei-
tungswasser basiertem
Medium (blau) sowie die
Stimme 131 und 132 in
Grundmedium (griin) nach
96 h bei 34°Cauf 13 %
WGK; n=2 + SD.
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Eine Verringerung der Substratkonzentration unter 13 % WGK (~ 5 % verwertbare Kohlehydra-
te) fihrte zu schlechterem Wachstum und geringerer Butanolbildung. 18 % WGK (~ 7 % ver-
wertbare Kohlehydrate) stellte die hochste analysierbare Substratkonzentration dar (s. Anhang
XV) und ergab bis zu 0,67 % Butanol (bzw. 1 % Gesamtlosungsmittel) nach 96 h. Héhere Sub-
stratkonzentrationen konnten nicht analysiert werden, weil die Medium-Substrat-Mischung
bereits bei 18 % WGK fest war, was durch Verkleisterung des Substrats beim Autoklavieren in
Flissigkeit zustande kommt. Um WGK durch solventogene Clostridien in deutlich mehr als 10
g/l Gesamtalkohol umzusetzen, ist offensichtlich eine Vorbehandlung des Substrats notwendig.
Anhand der Kinetik-Werte in Anhang XV lasst sich auerdem erkennen, dass ein GroRteil der
Fermentationsprodukte bereits nach 48 Stunden produziert worden waren, sodass sich die

Fermentationsdauer noch deutlich verkiirzen lieRe.

3.3.2 Umsetzung von Weizennachmehl (WNM)
3.3.2.1  Screening der Stammsammlung auf Weizennachmehl

Als erster Uberblick wurden alle solventogenen Clostridien aus der Stammsammlung auf 7,2 %
WNM (entspricht ca. 5 % verwertbarer Kohlenhydrate, s. Anhang Xll) in Grundmedium und in
Leitungswasser mit 25 mg/| Eisen(ll)-Sulfat auf Ihre Butanolproduktion hin gescreent. Auch
dieses Substrat wurde von einem Teil der Stdmme v.a. zu Buttersdure umgesetzt wahrend
Butanol (weniger als 0,5 % in 120 h), Aceton oder Ethanol nur als Beiprodukte gebildet wurden
(Anhang XVI). Die lUbrigen Stamme (Abb. 22) sind dagegen in der Lage, das Substrat innerhalb
von 96 Stunden zu Butanolkonzentrationen von 0,67 bis 0,9 % umzusetzen. Die Gesamtlo-
sungsmittelkonzentration liegt bei diesen Stammen zwischen 0,9 und 1,2 %, wobei neben Bu-
tanol hauptsachlich Aceton produziert wurde. In Grundmedium wurden die Stamme 2, 7, 129
und 132 zur weiteren Optimierung der Fermentationsbedingungen ausgewahlt, in Leitungs-

wasser basiertem Medium die Stamme 6, 7, 41 und 132.
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Abb. 22: Fermentationsprodukte [%] der besseren Losungsmittelproduzenten (> 0,6 % Butanol)
nach dem Screening der Sammlung auf 7,2 % WNM nach 96 h bei 34°C in a) Grundmedium oder b)
Leitungswasser basiertem Medium; beispielhaft sind hier die 4 Tage Werte gezeigt.

3.3.2.2 Optimierung der Fermentationsbedingungen fiir WNM ohne Vorbehandlung
Im direkten Vergleich lasst sich erkennen, dass die Stamme 7, 28, 41 und 45 auch in Leitungs-
wasser basiertem Medium noch vergleichbare Konzentrationen an Losungsmitteln produzier-

ten, wie in Grundmedium (Abb. 23, bspw. Stamm 7).
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Abb. 23: Direkter Vergleich der Fermentationsprodukte [%] auf 7,2 % WNM fiir die Stamme 7 (a)
und 27 (b) bei 34°C in Grundmedium (griin) oder Leitungswasser basiertem Medium (blau); bei-
spielhaft sind hier die Endpunkte nach 7 Tagen gezeigt.

Alle anderen Stamme bildeten in Grundmedium deutlich mehr Alkohol (Abb. 23, bspw. Stamm

27). Die restlichen Abbildungen fir diesen Versuch sind im Anhang XVII dargestellt. Eine Ver-
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langerung der Inkubationszeit iber 48 h brachte zumeist nur noch eine geringfligige Verande-
rungen der finalen Losungsmittelkonzentrationen, was auch eine weitere Optimierung der
Kultivierungszeit erlauben wiirde (Abb. 24 zeigt Stamm 2 in Grundmedium und Stamm 132 in

Leitungswasser basiertem Medium; alle weiteren Ergebnisse sind in Anhang XVIII zu finden).

1,5 —
X Stamm 2
m _ 24h 48h 72h
310 Aceton 013 034 0,35
g Ethanol 0,00 001 0,01
S 05 . Butanol 0,26 0,98 1,08
2 - = Essigsiure 024 0,14 0,17
g 00 - . Buttersiure 0,23 029 0,30
. & xfo\ & S & Lim. ges. 039 1,33 1,44
v > > @;,\% \)&@‘ N c.).,(,& Siure ges. 0,47 0,43 0,47
L5 Stamm 132
g 24h  48h  72h
% 1,0 Aceton 0,06 0,28 0,27
g Ethanol 0,00 021 023
g 05 Butanol 008 083 0,85
g Essigsdure 008 0,10 0,15
é Buttersadure 0,09 0,02 0,03
g 00 - - Lsm. ges. 013 132 135
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ks <& ° és,\"o \&e} & c.?o}

Abb. 24: Fermentationsprodukte [%] fiir Stamm 2 (oben in griin) in Grundmedium und Stamm 132
(unten in blau) in Leitungswasser basiertem Medium auf 13,5 % WNM nach 72 Stunden bei 34 °C;
als Vergleich auch die Mittelwerte nach 24 und 48 h Inkubation; n=2 + SD.

Um zu untersuchen, ob eine Substratsattigung und damit eine Limitierung der maximal mogli-
chen Losungsmittelproduktion eintritt, wurden ausgewahlte Stamme in Grundmedium auf
steigenden Substratkonzentrationen (1,6 - 15,8 %) kultiviert und die Fermentationsprodukte
nach 72 h analysiert. Die Einzelwerte der Messungen und die Graphen fiir alle analysierten
Stamme befinden sich in Anhang XIX. Dieser Versuch wurde mit den jeweils 4 besten Stammen
sowohl in Grundmedium als auch in Wasser auf 7,2 %, 9,9 %, 12,3 % und 14,7 % Weizennach-
mehl wiederholt (Abb. 25 a) zeigt Stamm 2). Die entsprechenden Diagramme fir alle weiteren
Stamme befinden sich in Anhang XX. Die Stamme 2 und 7 zeigten hier keine Substratsattigung
bis 14,7 %, die Stamme 129 und 132 dagegen eine Sattigung ab ca. 12,3 % WNM und produzie-
ren bei 14,7 % WNM gleichviel bzw. nur geringfligig mehr Butanol.
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Abb. 25: Fermentationsprodukte [%] ausgewdhlter Stimme auf a) steigenden Substratkonzentrati-
onen fur Stamm 2 in Grundmedium auf 7,2 % bis 14,7 % WNM,; beispielhafte Daten nach 72 h aus ei-
ner Kinetik bei 34°C oder b) auf 13,5 % WNM fiir die Stdmme 7 und 132 in Leitungswasser basiertem
Medium und fir die Stamme 129 und 132 nach 72 h in Grundmedium; n=2 * SD.

Keiner der getesteten 4 Stamme zeigte in Leitungswasser basiertem Medium eine Substratsat-
tigung (allerdings bei niedrigerem Niveau der erzielten Fermentationsprodukte). In Grundme-
dium wurden nach 72 Stunden 0,76 - 1,15 % Butanol und 1,39 - 1,65 % Gesamtlosungsmittel
gebildet (nach 96 h: 0,85 - 1,44 % Butanol und 1,39 - 2,05 % Gesamtlosungsmittel). In Lei-
tungswasser basiertem Medium wurden nach 72 Stunden 0,85 - 0,93 % Butanol und 1,14 - 1,51
% Gesamtlosungsmittel produziert (nach 96 h: 0,9 - 1,13 % Butanol und 1,51 - 1,88 % Gesamt-

[6sungsmittel).

3.4 Rekombinante Darstellung des Butanol-Stoffwechselwegs

Solventogene Clostridien nutzen den sogenannten CoA-abhadngigen Stoffwechselweg zur Buta-
nolbildung, in dem Butyryl-CoA aus Acetyl-CoA synthetisiert und anschlieend zu 1-Butanol
reduziert wird (s. Abb. 1). Dafiir sind hauptsachlich die Gene des BCS-Operons verantwortlich,
die sich innerhalb der I6sungsmittelproduzierenden Clostridien in ihrer Lange und den abgelei-
teten Aminosauresequenzen sehr dhnlich sind. Auch im Vergleich mit den entsprechenden
Genen aus weiter entfernten Clostridien ldsst sich noch ein hoher Konservierungsgrad feststel-
len. Die verschiedenen fiir den Butanol-Stoffwechselweg zur Verfligung stehenden Wege und
die Sequenzen der jeweiligen Gene bzw. Proteine wurden verglichen und die Unterschiede
genauer analysiert. Besondere Aufmerksamkeit galt dabei den 5 Genen, die zusammen das

polycistronische BCS-Operon bilden (s. Abb. 2) und deren Promotorregion; zusatzlich wurden
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auch die Gene fir die Thiolasen und die (Aldehyd-/)Alkohol-Dehydrogenasen verglichen. Um
verschiedene Wege nutzen zu kénnen und anhand der dadurch gebildeten Fermentationspro-
dukte Rickschlisse ziehen zu kénnen, wurden unterschiedlich aufgebauter Shuttle-Plasmide
(Tab. 11) verwendet, um C. thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 5812" damit
zu transformieren. Dabei wurden sowohl unterschiedliche Quellen fir die Butyryl-CoA-
Synthese (BCS-Operon 0.3.) und die Alkohol-Dehydrogenasen sowie Kombinationen davon

analysiert, die im Folgenden naher erklart sind.

Tab. 11: Uberblick tiber die zur Transformation verwendeten Shuttle-Plasmide und deren Aufbau

Plasmid Butyryl-CoA-Synthese Thiolase  Aldehyd- Alkohol- siehe
DH DH
pHYc-BCS” BCS Cac, Pongo - - -
pHYc-BCS-thl” BCS Cac, Pongo thlA Cac - -
pHYc-BCS-thi- BCS Cac, Pego thiA Cac  adhEl 3.4.1
adhe1? Cac
pHYc-BCS-thi- BCS Cac, P.pgo thlA Cac adhE2
adhe2?” Cac
pMW13) crt, bed, hbd (Cac), etfA/B (Clj), Ppws thlA Cac  ald Cbei bdhB Cac
3.4.2
pMWZJ) crt, bed, hbd (Cac), etfA/B (Clj), Py, thiACac  adhE Cac
pIMP-thI-terz) crt, hbd (Cac), ter (Tde, angepasst an  thlA Cac - -
Cac), Pendo
344

pIMP—thI-ter,,,,,,z) crt, hbd (Cac), ter (Tde, angepasstan  thlACac - -
Cac); P.ndo Rex-BS verdndert

l)[Berezina et al., 2010]; % diese Arbeit; 3 [Wensche, 2013]; Cac: C. acetobutylicum; Clj: C. ljungdahlii;
Cbei: C. beijerinkii; Tde: T. denticola

34.1 Die Plasmide pHYC-BCS und pHYC-BCS-thl und darauf basierende

Varianten

Genklonierungen in Clostridien erfolgen gangiger Weise lber die Konstruktion von Schaukel-
vektoren, die sowohl fiir E. coli als auch fiir Gram-positive Bakterien Replikons und Antibiotika-
Resistenzen tragen. Diese Vorgehensweise erleichtert den Klonierungsprozess, da die Metho-
den zur genetischen Manipulation in E. coli gut etabliert sind und eine groRe Zahl an Techniken
und Stammen zur Verfligung steht. Viele der fir Clostridien konstruierten Vektoren enthalten
das Replikon des Bacillus subtilis Plasmids p/M13 [Azeddoug et al., 1992], aber auch Replikons

von Staphylococcus-Plasmiden finden haufig Verwendung [Mermelstein et al., 1992].
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3.4.1.1 pHYc-BCS und pHYc-BCS-thl

Die beiden Schaukelvektoren pHYc-BCS und pHYc-BCS-thl [Berezina et al., 2010], die das BCS-
Operon aus C. acetobutylicum ATCC 824 und im zweiten Fall auch noch dessen Thiolase A Gen
enthalten, waren bereits am Lehrstuhl vorhanden und konnten direkt nach Etablierung einer
Transformationsmethode fiir C. thermocellum ATCC 27405" eingesetzt werden. Die Plasmide
pMW1 und pMW2 aus Ulm mussten dort zunachst synthetisiert und dann um einen Gram-
positiven Replikationsursprung erganzt werden. Um sowohl das mit dem Plasmid p/MP1 aus-
gearbeitete Transformationsprotokoll als auch die anschlieBenden Nachweissysteme zu testen,

wurde deswegen anfangs mit pHYc-BCS und pHYc-BCS-thl gearbeitet (s. Abb. 26).

Abb. 26: Das Shuttle-Plasmid pHYc-BCS-thl tragt EcoRl

sowohl das komplette BCS-Operon (mit den Ge-
h 10000 - &
2000
=i pHYc-BCSthl ™

11787 bps

nen crt (Crotonase), bcd (Butyryl-CoA-
Dehydrogenase), den Genen fiir die Elektronen-

transfer-Flavoproteine etfA und etfB sowie hbd
(3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase) als auch
das Gen thl fiir eine Thiolase aus C. acetobutyli-
cum ATCC 824. AulRerdem besitz es einen Repli-

kationsursprung (ori-p15A) und eine Ampicillin-

bed 8000
- 4000
~
ori-pAMalpha-1

EcoRI

Resistenz fir E. coli (ApR), einen Gram+ Replika-

tionsursprung (ori-pAMal) und eine Thiamphe- ‘
nicol-Resistenz (CmR) fiir Clostridien. pHYc-BCS EcoRl
ist analog aber ohne das Gen fiir die Thiolase

aufgebaut [Berezina et al., 2010].

3.4.1.2 pHYc-BCS-thl-adhE1 und pHYc-BCS-thl-adhE2

Um zu klaren, ob zusatzliche Gene fiir eine erhdhte Butanol-Produktion nétig sind, wurden die
bifunktionalen Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenasen AdhE1l und AdhE2 (jeweils unter deren en-
dogenen Promotor) aus C. acetobutylicum ATCC 824 in das Plasmid pHYc-BCS-thl integriert
(pHYc-BCS-thl-adhE1 und -adhE2). Zur Konstruktion von pHYc-BCS-thl-adhE1 wurde pHYc-BCS-
thl mit Xhol verdaut und das 11.787 bp grofle Fragment dephosphoryliert und aufgereinigt.
Das 3090 bp groRe Insert wurde mit den Primern adhE-Sall-for und adhE-Sall-rev (s. Tab. 8) von
genomischer DNA aus C. acetobutylicum ATCC 824 amplifiziert und mit Sall verdaut. Die Kon-
struktion von pHYc-BCS-thl-adhE2 verlief analog dazu mit dem Unterschied, dass fiir die PCR-
Amplifikation die entsprechenden Primer adhE2-Sall-for und adhE2-Sall-rev (s. Tab. 8) verwen-
det wurden. Die finalen Konstrukte pHYc-BCS-thl-adhE1 und pHYc-BCS-thl-adhE2 hatten eine
GroRe von 14.869 bp bzw. 14.877 bp.
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Fermentationstests mit anaerob gezogenen E. coli Zellen ergaben, dass Kulturen mit dem
Plasmid pHYc-BCS-thl die hochsten Butanolkonzentrationen zeigten, wahrend ein zusatzliches
Gen fiur eine Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase in diesen Plasmiden in erster Linie zu einem
schlechteren Wachstum der Zellen und entsprechend zu geringeren Produktkonzentrationen
fiihrte. Die zum Vergleich mitanalysierten Plasmide pMW1 und pMW2 zeigten deutlich hohere
Ethanolwerte, als pIMP1 oder die auf pHYc-BCS-thl basierenden Plasmide, was eventuell auf
die Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase in Verbindung mit dem konstituiv exprimierten P, Pro-

motor zurlickzufihren ist (Abb. 27).

3,0 -
# Ethanol H Essigsdure
Abb. 27: Fermentati- =
onsprodukte von E. coli 88 2,0 - =
Top10 transformiert §
mit pIMP1, pHYC-BCS- 8 14 _
thl, pHYC-BCS-thl- e
adhE1, pHYC-BCS-thl- c
adhE2, pMW1 und S 0,0 -
pPMW2, anaerob in GS2 0,02 B
mit 1 % Glucose nach 3 @ Butanol EdButtersdure
Tagen bei 37°C; n=2 + 0,01 "
SD; die Werte nach 1, 3 _ = -
und 5 Tagen unter- 0,00 = ; =
schieden sich nur ge- g_ 8 8 5 8 m N N
ringfugig. 3 Q= Q3 kS 2 2
°f 9% ¢F
T % %S
3.4.2 Die Plasmide pMW1 und pMW2

Die fur einen GroRteil der Experimente in dieser Arbeit verwendeten Plasmide pMW1 und
pMW?2 stammen aus der Arbeitsgruppe des Kooperationspartners Peter Diirre von der Univer-
sitdt Ulm [Wensche, 2013]. Die Plasmide pMW1 und pMW?2 (s. Tab. 7 und Tab. 11) tragen die
Gene thlA (Thiolase A), hbd (3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase), crt (Crotonase) und bcd
(Butyryl-CoA-Dehydrogenase) aus C. acetobutylicum DSM 824 und die Gene fiir die Unterein-
heiten eines Elektronentransfer-Flavoproteins etfA und etfB aus C. ljungdahlii. Daneben tragt
das Plasmid pMW1 (Abb. 28 a) das Gen ald fiir eine Butyraldehyd-Dehydrogenase aus C. beije-
rinckii und das Gen bdhB fiir eine Butanol-Dehydrogenase aus C. acetobutylicum, wahrend in
pMW?2 (Abb. 28 b) stattdessen das Gen adhE fur eine bifunktionale Butyraldehyd-/Butanol-
Dehydrogenase ebenfalls aus C. acetobutylicum eingefiigt ist. Diese Plasmide wurden jeweils
um einen Replikationsursprung fiir Gram-positive Organismen (repL) sowie um die Erythromy-
cin-Resistenz (ermC) erganzt, um so als Shuttle-Plasmide auch in Clostridien verwendet werden

zu konnen [Wensche, 2013].
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Abb. 28: Die Plasmide pMW1 und pMW2 [Wensche, 2013]. Die Gene thlA (Thiolase A), hbd (3-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase), crt (Crotonase) und bcd (Butyryl-CoA-Dehydrogenase) stam-
men aus C. acetobutylicum, die Gene etfA und etfB aus C. ljungdahlii. Daneben tragt das Plasmid
pMW1 (a) das Gen ald (Butyraldehyd-Dehydrogenase) aus C. beijerinckii und das Gen bdhB (Butanol-
Dehydrogenase) aus C. acetobutylicum, wahrend in pMW2 (b) stattdessen das Gen adhE (bifunktio-
nale Butyraldehyd/Butanol-Dehydrogenase) aus C. acetobutylicum integriert ist. AuRerdem sind in
Abb. 28 b) die HindllI- Sall-, Smal, Pstl-, EcoRI- und Bpu1102I-Schnittstellen eingezeichnet.
In pMW1 und pMW?2 sind die Gene des BCS-Operons sowie die Thiolase und auch die Aldehyd-
bzw. Alkohol-Dehydrogenasen jeweils unter P,y, den konstitutiv exprimierten Promotor des
Phosphotransbutyrylase-/Butyrat-Kinase Operons aus C. acetobutylicum gestellt, von dem zu
erwarten war, dass er zu einer durchgehend hohen Expression fiihrt. Anaerob in E. coli Kultu-
ren transformiert konnte mit beiden Plasmiden pMW1 und pMW?2 (Abb. 29), eine deutlich
héhere Ethanol-, Buttersdure- und Butanolkonzentration nachgewiesen werden, als in der

Kontrolle p/IMP1 (die dieselbe Antibiotikaresistenz und denselben Replikationsursprung tragt).

Wobei die Konzentrationen fiir Buttersaure und Butanol aber sehr gering waren.
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3.4.3 Sequenzanalyse des BCS-Operons von Clostridium te-

tanomorphum GT6

Bisher veroffentliche Versuche, Butanol

Clostridium sp. GT6

Clostridium tetanomorphum
rekombinant iber den CoA-abhangigen Clostridium lundense
Clostridium tetani
Stoffwechselweg solventogener Clos- Clostridium acetireducens
Clostridium proteolyticum
.. . .. Clostridium tepidiprofundi
tridien zu produzieren, flihrten zu nur s A
. . Clostridium sporogenes
sehr geringen Butanolmengen [Atsumi Clostridium thermopaimariuam
Clostridium thermobutyricum
et al., 2008b, Inui et al., 2008, Steen et Clostridium grantii
Clostridium subterminale
al., 2008, Nielsen et al., 2009, Berezina Clostridium pasteurianum
Clostridium acetobutylicum
Clostridium beijerinckii

et al., 2010, Chen et al., 2013]. Deswe-
gen wurden in mesophilen Anreiche-
rungskulturen von Naturproben auf
dem vom Projektpartner Sidchemie

(jetzt Clariant) zur Verfligung gestellten

Clostridium saccharoperbutylacetonicum
Clostridium saccharobutylicum
Clostridium quinii
Clostridium perfringens

010

Abb. 30: Phylogenetische Einordnung des Isolats
C. tetanomorphum GT6.

Substrat nach geeigneten Butanolproduzenten gesucht, die als mogliche Spender fiir die Gene
aus dem Butanol-Stoffwechselweg fungieren konnten. Als besonders vielversprechender Kan-
didat ging das Isolat C. tetanomorphum GT6 aus diesen Analysen hervor (Abb. 30). Die Analyse
der Fermentationsprodukte von C. tetanomorphum GT6 [Panitz et al., 2014] ergab, dass GT6
eine Vielzahl von Substraten metabolisieren kann und dabei ausschliefRlich Butanol und Etha-
nol produziert, aber kein Aceton (vgl. Anhang XXI). Die Acetonproduktion ist in den bekannten
solventogenen Clostridien direkt an die Riickumwandlung von Buttersdure zu Butyryl-CoA ge-
bunden (vgl. Abb. 1). Diese Reduktion der Produktbreite wiirde entsprechend die spezifische
Ausbeute von Butanol erhéhen. Es bestand die Hoffnung, dass diese Besonderheit durch Un-
terschiede in den Genen des Butanol-Stoffwechselwegs begriindet sein kdnnte, was auch fir

eine rekombinante Produktion von Butanol in solventogenen Clostridien interessant ware.

Die Ergebnisse zu C. tetanomorphum GT6 wurden mit Hilfe von Sabrina Stiirzl und Trang

III

Pham erarbeitet, auf der internationalen Fachtagung ,Clostridium XI“, in San Diego, 2010 vor-
gestellt (s. IV Veroffentlichungen, Tagungsbeitrage und betreute Arbeiten) und zusammen mit
den Sequenzanalysen (s. u.) veroffentlicht [Panitz et al., 2014]. In Anhang XXI findet sich eine
Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Fermentationsanalysen mit C. tetanomorphum GT6
auf verschiedenen Substraten, wahrend im Folgenden nur auf die Sequenzen des BCS-Operons
eingegangen wurde. Das BCS-Operon von C. tetanomorphum GT6 und dessen flankierende

Bereiche wurden mittels unspezifischer Primer (2-Step-gene Walking PCR, [Pilhofer et al.,

2007]) von genomischer DNA amplifiziert, sequenziert (ACC: HE660044) und analysiert.
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Wie in anderen l6sungsmittelproduzierenden Clostridien auch, besteht das BCS-Operon von
GT6 aus den Genen hbd fiir eine 3-Hydroxybutryl-CoA Dehydrogenase (Hbd; EC 1.1.1.157), crt
fiir eine 3-Hydroxybutyryl-CoA Dehydratase oder Crotonase (Crt; EC 4.2.1.17) und bcd fir eine
Butyryl-CoA-Dehydrogenase (Bcd; EC 1.3.8.1) in Kombination mit den Genen etfA/B fiir die
Untereinheiten eines Elektronentransfer-Flavoproteins (EtfA/B) (Abb. 31). Die Sequenzen, die
fiir C. tetanomorphum GT6 als auch fiir die nahe verwandten C. tetanomorphum Stamme DSM
44747, DSM 528 und DSM 665 erhalten wurden, sind bei GenBank unter den Nummern
HE662759, HE660044, HE662753, HE662754, HE662755, HE662756, HE662757 und HE662758

abrufbar.

-35 .10
—‘—» crt bed etfB etfA hbd —
Rex-BS / / / /_ /

Abb. 31: Das BCS-Operon von C. tetanomorphum GT6 besteht aus den Genen fiir Crotonase (crt),
Butyryl-CoA Dehydrogenase (bcd), A und B Untereinheiten des Elektronentransfer-Flavoproteins
(etfA / etfB) und der 3-Hydroxylbutyryl-CoA Dehydrogenase (hbd). Die Positionen der -35 und -10
Promotorbereiche und das Gen fiir den potenziellen Regulator (rex) und dessen Bindestelle (Rex-BS)
sind angegeben.

Aus Tab. 12 und dem Vergleich in Anhang XXII ist ersichtlich, dass sich die Aminosduresequen-
zen der einzelnen Gene des BCS-Operons von C. tetanomorphum GT6 nur geringfiigig von den
Sequenzen bereits bekannter solventogenen Clostridien unterscheiden und auch die Reihen-
folge der Gene im Operon dieselbe ist [Boynton et al., 1996, Berezina et al., 2009, Panitz et al.,
2014]. Mit den entsprechenden Genen aus C. acetobutylicum ATCC 824, C. beijerinckii CIMB
8052, C. pasteurianum DSM 525, und C. tetani E88 zeigt GT6 eine 69-93 %ige Ubereinstim-
mung bzw. eine 80-96 %ige Ahnlichkeit (BLASTX) in der Aminosiuresequenz der einzelnen
Proteine des BCS-Operons. Durch Analyse der Sequenz des BCS-Operons von C. te-

tanomorphum GT6 wurde aullerdem eine theoretische Regulations-Bindestelle vor dem BCS-

Tab. 12: Ubereinstimmung/Ahnlichkeit (BLASTX) der Aminosiuresequenz in % der Proteine Crt, Bed,

EtfB, EtfA und Hbd und eines potentiellen Regulators (Rex) aus GT6 und verwandten Clostridien.

Gen C. acetobutylicum C. tetani C. beijerinckii C. pasteurianum
ATCC 824 E88 CIMB 8052 DSM 525
rex 71/85 82/91 70/84 73/83
crt 75/88 83/91 72/86 73/85
bcd 84/92 91/97 77/88 87/94
etfB 77/88 86/93 69/80 80/89
etfA 70/84 73/85 67/83 71/85
hbd 80/92 88/95 93/96 84/92
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Operon gefunden, die anschlielend auch in C. acetobutylicum ATCC 824 und einigen anderen
solventogenen Clostridien nachgewiesen werden konnte [Panitz et al., 2014]. Es wird vermu-
tet, dass das BCS-Operon von einem ,redox-sensing transcriptional repressor” Protein (Rex)
reguliert wird, dessen Bindestelle sich direkt vor dem Gen fiir Crotonase in der Promotorregion
des BCS-Operons befindet. Dieser Regulator soll an einer invertierten palindromischen Se-
quenz (5" TTTGTTAN6TAACAAT 3’) an die DNA binden. Eine Blast-Analyse in anderen Clostri-
dien bestatigte die Position der putativen Bindestelle, da die Sequenz stark konserviert zu sein

scheint (Abb. 32).

-35 -10 +1
C. saccha ATTGCAAATAATTAAAGTAAGTATTATAATT TTAATE -31N- TTTGTTATAATATTAACARA
C. beijer ATTGCAAATZ—\ATCTAGGAACGTATTATAATTTTAATE -33N- TTTGTTATATTATTAACAAT
C. acetob ATTGAAATATAAAATAAATCATTATATAATAATTATA -30N- TTTGTTATAATATTAACAAT
GT6 GTTGAAARATAARTCATTAAAGTATATAATAAARATA -30N- TTTGTTATATTATTAACAAA
C. tetani ATTGAAAATAAARCAGATAGAGTATATAATTGTATTT -30N- TTTGTTATAATATTAACAAA
B. subtil ATTGTGCATGAATTCACAAT
S. aureus TTGTGAANNNNTTCACAA

Abb. 32: Sequenz der Promotorregion und einer potentiellen Rex-Bindestelle stromaufwarts des

BCS- Operons von C. tetanomorphum GT6, C. acetobutylicum ATCC 824, C. beijerinckii CIMB 8052,
C. tetani E88, und C. saccharobutylicum DSM13864 . Die -35 und -10 Sequenz der Promotorregion

(fett) und die “direct repeats” der Rex-Operator-Region (ROP) sind unterstrichen und zum Vergleich

auch fur Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus dargestellt.

3.4.4 Ersetzen von bcd/etfA/etfB durch ter aus Treponema denticola

Ein moglicher Grund fiir die geringe Butanolproduktion der transformierten C. thermocellum
ATCC 27405" Kulturen kénnte sein, dass der Komplex aus Bcd und dem Elektronenibertrager
EtfA/B in C. thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 5812" nicht oder schlechter
funktioniert. In C. acetobutylicum und auch in C. ljungdahlii, aus dem die Sequenzen der Gene
fur etfA/B auf den Plasmiden pMW1 und pMW2 stammen, ist die Funktion der Enzyme BCD
und EtfA/B miteinander und an Hydrogenasen als weitere Reaktionspartner funktionell ge-
kniipft [Li et al., 2008]. Nachdem diese Reaktionspartner rekombinant evtl. nicht kompatibel
mit den Proteinen aus C. acetobutylicum bzw. C. ljungdahlii sind, ware es vermutlich einfacher,
wenn statt des Komplexes aus BCD und EtfA/B nur ein Enzym diesen Schritt (ibernehmen
konnte, das NADH direkt nutzt. Aus Treponema denticola ist eine Trans-2-Enoyl-CoA-Reductase
(Ter; EC 1.3.1.44) bekannt, die diese eigenstandig Aufgabe erfillt und fir die es in R. cellulolyti-
cum DSM 58127 mit Ccel_2273 sogar ein orthologes Enzym (mit 50 % Aminoséaure- Sequenz-
Ubereinstimmung und 69 % ahnlichen Aminosauren; s. Anhang XXIIlI gabe). Fir den Fall, dass

ein Plasmid mit der Kombination aus crt, ter und hbd in C. thermocellum ATCC 27405 zu einer

69



deutlich héheren Butanolproduktion fihrt, kénnte dasselbe auch in R. cellulolyticum DSM
58127 (dann eventuell ohne ter aus T. denticola) analysiert werden. Wenn das Genprodukt des
zu ter orthologen Gens Ccel 2273, dieselbe oder eine ahnliche Funktionalitdt und Spezifitat
hatte, missten nur noch Gene fur Crt und Hbd sowie evtl. zusatzlich eine Thiolase und eine
Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase eingefiigt werden, um Butanol aus Lignocellulose zu produ-
zieren. Die Analyse der dafiir konstruierten Plasmide p/IMP1-thl-ter und pIMP1-thl-ter,,,. (vgl.
Tab. 11) ergab in E. coli keine deutlichen Unterschiede in den produzierten Fermentationspro-
dukten zwischen p/MP1 und den um crt, ter, hbd und tlw. um thl/ erweiterten Plasmiden.
Nichts desto trotz konnten in den Kulturen mit den Plasmiden p/MP1-thl-ter und p/IMP1-thl-
ter,,: geringe Butanolkonzentrationen nach 144 h anaerober Inkubation nachgewiesen wer-
den (s. Anhang XXIV). Die Transformation in C. thermocellum ATCC 27405 ergab jedoch gerin-
gere Butanolkonzentrationen als die, die bereits fir pMW1 und pMW?2 nachgewiesen werden
konnten. Weitere Versuche mit C. thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 5812"
mit und ohne die Verwendung von ter statt bcd und etfA/B wurden aus Zeitgriinden nicht un-
ternommen, stellen jedoch eine Moglichkeit fiir eine Optimierung des verwendeten Stoff-

wechselwegs zur Butanolproduktion dar.

3.5 Transformation cellulolytischer Clostridien mit den Genen

fir den Butanol-Stoffwechselweg

Fiir die Genklonierung in Clostridien gibt es nur eine tGberschaubare Zahl an Schaukelvektoren,
die sowohl in E. coli als auch in Clostridien verwendet und so fiir deren genetische Modifikati-
on eingesetzt werden kénnen. Weitere Schwierigkeiten bei der Transformation von Clostridien
stellen deren starke DNase-Aktivitat [Lin & Blaschek, 1984] sowie rigide artspezifische Restrik-
tions-/Modifikationssysteme dar [Mermelstein et al., 1992]. Anhand der Genomsequenzen
verschiedener C. thermocellum Stamme wird vermutet, dass es noch eine Reihe weiterer Rest-
riktions-/Modifikations-Systeme gibt [Guss et al., 2012]. Bereits bekannt ist ein Mbol Restrikti-
onssystem, das durch die Dam" Methylierung in vielen E. coli Stimmen blockiert werden kann,
wobei eine gleichzeitige Dcm® Methylierung die Transformationsraten wieder verschlechtert
[Klapatch et al., 1996, Guss et al., 2012]. Auch fiir R. cellulolyticum DSM 5812" ist mit Msp/
bereits ein Restriktions-/Modifikations-System bekannt, so dass die Plasmid-DNA entspre-

chend in-vitro methyliert werden konnte [Jennert et al., 2000].
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3.5.1 Selektionsmarker, Kulturbedingungen und maogliche Schaukel-

vektoren fur die Transformation

Zu den Vorversuchen fiir die Transformation gehorte die Analyse geeigneter Antibiotika und
eine genaue Bestimmung des Kulturwachstums, um die Zellen zur richtigen Zeit ernten, vorbe-
handeln und anschlieRend transformieren zu kénnen. Die Tests moglicher Antibiotika fir C.
thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 58127 ergaben, dass Erythromycin und
auch dessen Analogon Clarithromycin sehr gut geeignet sind. Das Em-Resistenzgen auf den
verwendeten Plasmiden pMW1 und pMW?2 vermittelt eine Resistenz gegen diese beiden Mak-
rolid-Antibiotika, die die Proteinbiosynthese an den Ribosomen hemmen. Dabei ist zu beach-
ten, dass die Expression der Em-Resistenz einen posttranskripionalen Regulationsmechanismus
beinhaltet, der zu einer verzégerten Expression fiihren kann, was durch eine langere Inkubati-
onszeit in Gegenwart von unterschwelligen Antibiotikakonzentrationen ausgeglichen wurde.
Hauptsachlich wurde das temperatur- als auch saurestabilere Clarithromycin verwendet.

Zwei weitere Plasmide, pHYc-BCS und pHYc-BCS-thl, die zur Transformation von R. cellulo-
lyticum DSM 58127 und C. thermocellum ATCC 27405' verwendet wurden, besitzen ein Gen fir
eine Chloramphenicolresistenz. Chloramphenicol und dessen Analogon Thiamphenicol hem-
men die Proteinsynthese der Zellen durch Hemmung der Peptidyltransferase in der Elongati-
onsphase. Hier wurde v.a. Thiamphenicol verwendet, weil bekannt ist, dass in einigen Clostri-
dien Chloramphenicol inaktiviert werden kann [O'Brien & Morris, 1971].

Um fir die Transformation von Clostridien den jeweils exakten Zeitpunkt abschatzen zu
konnen, wurden Wachstumskinetiken fiir R. cellulolyticum DSM 5812" und C. thermocellum
ATCC 27405" durchgefiihrt. Bei immer gleicher Vorgehensweise konnte mit Hilfe dieser Daten
relativ genau abgeschatzt werden, wann sich die Zellen in der am besten geeigneten Phase zur
Zugabe von zellwandaufweichenden Reagenzien (hier: Isoniacid bei ODgy ~ 0,15) und dann

auch zur Transformation befinden (s. Abb. 33 und vgl. 3.1).

Abb. 33: Wachstumskur- 159

ve von R. cellulolyticum 5812
DSM 5812 und C. ther- —0—27405
mocellum ATCC 27405 in 1

GS2 mit 0,5 % Cellobiose
bei 34°C bzw. 60°C, ange-
impft auf eine Start-ODgqgg
von 0,05; unter Zugabe
von 20 pg/ml Isoniazid bei
einer ODggo von 0,15; n=2 0 . . . .

tSD. 0 3 6 9 12 15
Zeit [h]
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3.5.2 Etablierung einer geeigneten Elektroporations-Methode fir C.

thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 5812"

Ausgehend von bereits bekannten Transformationsmethoden fiir solventogene Clostridien
[Reysset & Sebald, 1985, Oultram et al., 1988, Lee et al., 1992, Mermelstein & Papoutsakis,
1993, Birrer et al., 1994], C. perfringens [Phillips-Jones, 1990], C. thermocellum Stamme [Tyurin
et al., 2004, Guss et al., 2012] und R. cellulolyticum DSM 5812" [Tardif et al., 2001, Guedon et
al., 2002a], wurde eine geeignete Transformationsmethodik (vgl. 2.11) entwickelt, um die Ge-
ne des Butanol-Stoffwechselweges in einem cellulolytisch aktiven Clostridium zu exprimieren.
Neben der Elektroporation wurden auch Protokolle zur Konjugation (beschrieben fiir R. cellulo-
lyticum DSM 5812 [Jennert et al., 2000]) und zur genetischen Veranderung mittels Protoplas-
ten mit anschlieRender Protoplasten-Regeneration untersucht. Es zeigte sich jedoch, dass die
Elektroporation, angelehnt an die Methode von Tyurin [Tyurin et al., 2004], auch ohne den
dort verwendeten und speziell angefertigten Puls-Generator und die entsprechenden Kiivetten
fur C. thermocellum ATCC 27405 und R. cellulolyticum DSM 5812 mit einem handelsiblichen
Elektroporationsgerat (BioRad) funktioniert und weiterfiihrende Versuche mit den anderen
beiden Methoden nicht nétig waren.

Wihrend die Transformationen von C. thermocellum ATCC 27405" mit dem ,leeren” Shut-
tle-Vektor pIMP1 zu einer vergleichsweise guten, wenn auch erwartungsgemall niedrigen,
Transformations-Effizienz von ca. 4000 cfu/ug DNA fiihrte, konnten mit den spater verwende-
ten sehr groRen Plasmiden (die zusatzlich die Gene fur den Butanol-Stoffwechselweg enthiel-
ten) nur eine Effizienz von bis zu 200 cfu/ug DNA erreicht werden. Die schlechte Transformier-
barkeit der cellulolytischen Clostriedien liegt zum einen an ihrer geringen Transformationseffi-
zienz in Kombination mit der niedrigen Plattierungseffizienz von ca. 5-10 % und zum anderen
an der enormen GroRe der Plasmide. Wahrend p/MP1 etwa 4,8 kb groR ist, liegen die in die-
sem Projekt verwendeten Plasmide durch die Anzahl der eingefligten Gene im GréRenord-
nungsbereich zwischen 14 und 19 kb. Bereits die Transformation in verschiedene E. coli Stam-
me (zur Gewinnung einer ausreichenden Menge Plasmid-DNA fiir die Transformation der Clos-
tridien), ergab sehr viel niedrigere Transformationsraten als mit dem vergleichsweise immer
mit transformierten p/IMP1.

Auch die Isolierung der Plasmide mit den Genen fir den Butanol-Stoffwechsel aus E. coli
Zellen mit handelsiblichen Miniprep-Kits verschiedener Hersteller (Qiagen, Promega, Axygene)
lieferte trotz aller zusatzlichen MalRnahmen, die die Aufreinigung groRer Plasmide verbessern

sollten, meist nur DNA-Konzentrationen im Bereich von ca. 200 ng/ul. Das oft beschriebene
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Erhitzen des Wassers oder TE-Puffers zum Eluieren der Plasmid-DNA von den Saulchen verrin-
gerte die Transformationseffizienz nochmals und wurde im Weiteren nicht mehr durchgefiihrt.
Ein weiteres Problem stellte der Nachweis und die Isolation der groBen Plasmide aus den
transformierten Kulturen von C. thermocellum ATCC 27405 dar. AuRer fir die vergleichsweise
kleinen Plasmide p/MP1 sowie pIMP1-crt-ter-hbd und pIMP1-crt-ter,,,.~hbd konnte die aus den
transformierten Clostridien isolierte Plasmid-DNA nicht erfolgreich in E. coli retransformiert
werden, um sie dort durch Restriktionsanalysen auf ihre Vollstandigkeit hin zu untersuchen.
Der PCR-Nachweis auf Plasmidisolationen (beste Ergebnisse: Promega SV Miniprep Kit) oder
Gesamt-DNA mit spezifischen Primern (s. Tab. 8) funktionierte fir die meisten der Gene auf
den Plasmiden dagegen gut. Fiir diese Art der Analyse konnten jedoch nur Plasmid-DNA aus
mehrfach Uberimpften Einzelkolonien verwendet werden, um auszuschlieRen, dass durch die

PCR DNA-Fragmente aus der Transformation nachgewiesen wurden.

3,53 Transformation von R. cellulolyticum DSM 5812" und C. ther-
mocellum ATCC 27405" mit den Plasmiden pHYc-BCS und pHYC-

BCS-thl und daraus entwickelten Konstrukten

Um sowohl das mit dem Plasmid p/MP1 ausgearbeitete Transformationsprotokoll als auch die
anschlieRenden Nachweissysteme zu testen, wurde anfangs mit den Plasmiden pHYc-BCS und

pHYc-BCS-thl [Berezina et al., 2010] gearbeitet (s. 3.4.1).

3.5.3.1  pHYc-BCS und pHYc-BCS-thl

Die Plasmide pHYc-BCS und pHYc-BCS-thl wurden sowohl in R. cellulolyticum DSM 5812 als
auch in C. thermocellum ATCC 27405 eingefiigt. Im Gegensatz zu den ersten Transformationen
mit dem Schaukelvektor p/IMP1, der sich nach Optimierung der Bedingungen recht zuverlassig
sowohl in C. thermocellum ATCC 27405 als auch in R. cellulolyticum DSM 5812" transformie-
ren, vereinzeln und nachweisen lie, stellten die Plasmide pHYc-BCS und pHYc-BCS-thl eine
deutlich groBere Herausforderung dar. Die geringe Transformations- und Plattierungseffizienz
erschwerte die Isolation von Transformanten erheblich. Um trotzdem analysierbare Transfor-
manten zu erhalten, wurde der gesamte Transformationsansatz nach der Elektroporation zu-
nachst zur Regeneration und fiir die ersten Verdopplungsschritte 24 h (C. thermocellum ATCC
27405") bzw. 48 h (R. cellulolyticum DSM 5812") in 5 ml Fliissigmedium mit 0,5 % MN301 und
0,4 % Cellobiose sowie Thiamphenicol (10 pg/ml) tberfiihrt. AnschlieRend wurde davon einmal
0,5 ml und einmal 2,5 ml (Rest fiir Kontrollen ohne Antibiotikum bzw. ohne MN301) mit einem

Cellulose-Overlay (flissiger Agar ca. 40°C mit 0,5 % MN301 und 10 pg/ml Thiamphenicol) ge-
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mischt und auf Selektionsplatten eingegossen. Transformanten konnten einfach an einem
durchsichtigen Hallo im milchigtriiben Agar um die elipsenféormig wachsende Bakterienkolonie
(Abb. 34) identifiziert und vereinzelt werden, so dass sicher gegangen werden konnte, dass nur
cellulolytisch aktive Transformanten selektiert wurden. C. thermocellum ATCC 27405" Trans-
formanten wurden bei 60°C inkubiert, R. cellulolyticum DSM 5812" Transformanten bei Raum-
temperatur, um die Expression der evtl. toxisch wirkenden Proteine durch moglichst subopti-

male Temperaturen vorerst so niedrig wie moglich zu halten.

Abb. 34: Selektionsplatte mit C.
thermocellum ATCC 27405'-
pMW1 Kolonien eingegossen in
Cellulose-Overlay; fotografiert
nach 7 Tagen bei 60°C; GS2-Agar
mit 0,5 % Cellulose-Overlay mit 4
pg/ml Clarithromycin; transfor-
mierte, cellulolytisch aktive Kolo-
nien sind durch durchsichtige
Hallos erkennbar; im Hintergrund
der Anaerobentopf zur Inkubati-
on der Platten.

Gepickte Einzelkolonien wurden nochmals vereinzelt und anschliefend bei unterschiedlichen
Temperaturen in Flussigkultur Gberfihrt und analysiert. Dadurch konnten fiir beide cellulolyti-
sche Clostridien Transformanten isoliert werden, die bis zu 0,003 g/l Butanol produzierten
(Abb. 35). Es bestand jedoch die Hoffnung, dass durch eine zusatzliche Aldehyd- und Alkohol-
Dehydrogenase héhere Werte zu erzielen waren. Die GC-MS-Analyse der Kulturiiberstdnde (s.
Anhang XXV) ergab, dass neben den bereits identifizierten Produkten noch Isobuttersaure 2,3-
Butandiol und Buttersdureethylester sowie 2-Methylbutansidure bzw. 2-Methylhexansaure

gebildet wurden.

Abb. 35: Fermentationsprodukte
von R. cellulolyticum DSM 5812'-
pHYC-BCS-thl; anaerob in GS2 mit
2 % Cellobiose und 10 pg/ml
Thiamphenicol bei 30, 34 und
42°C; beispielhaft sind die 7-Tage
Werte gezeigt; hier und auch im
Folgenden erfolgte die Darstellung
von Butanol und z. T. auch von ' !

® Ethanol

I Essigsdure

Konzentration [g/I]

0,02
Isobutanol in separaten Diagram- i Isobutanol
men, entsprechend ihrer niedrige- 0,01
ren Konzentrationen verglichen 0 I 4 — M Butanol

mit Ethanol und Essigsaure.
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3.5.3.2  pHYc-BCS-thl-adhE1 und pHYc-BCS-thl-adhE2

Sowohl C. thermocellum ATCC 27405 als auch R. cellulolyticum DSM 5812" wurden mit dem
Plasmiden pHYC-BCS-thl-adhE1 und pHYC-BCS-thl-adhE2 (vgl. 3.4.1.2) transformiert, wobei nur
fur C. thermocellum ATCC 27405" ein Anwachsen beider Transformationsansatze gezeigt wer-
den konnte. In den C. thermocellum ATCC 27405" Transformanten mit pHYC-BCS-thl-adhE1
konnte eine geringe Menge Butanol nachgewiesen werden, die aber deutlich unter den Ergeb-
nissen der Transformationen mit den Plasmiden pMW1 (ald + bdhB) und pMW?2 (adhE1) lag.
Nachdem sich dariber hinaus gezeigt hatte, dass die bereits endogen vorhandenen Alkohol-
Dehydrogenasen ausreichen, um die letzten beiden Schritte im Butanol-Stoffwechsel zu kataly-

sieren (vgl. 3.5.4.3), wurde mit diesen Plasmiden nicht weitergearbeitet.

3.54 Transformation von R. cellulolyticum DSM 5812" und C. ther-
mocellum ATCC 27405 mit den Plasmiden pMW1 und pMW2

3.5.4.1 Transformationen mit pMW1 und pMW2

Durch die mit den Plasmiden pHYc-BCS-thl und pHYc-BCS-thl-adhE1/2 gesammelten Erfahrun-
gen, wurden alle Transformationsansatze mit pMW1 und pMW2 auf unterschiedliche Tempe-
raturen aufgeteilt, um das Anwachsen der Transformanten zu erleichtern bzw. die Expression
der Proteine vorerst zu behindern (und damit die Bildung z.T. toxischer Zwischen- oder End-
produkte). Trotzdem konnte nur bei 60°C fiir C. thermocellum ATCC 27405" Transformanten
isoliert werden und nicht bei den ebenfalls getesteten niedrigeren Temperaturen. Um ein An-
wachsen der Kulturen zur Analyse der Fermantationsprodukte zu erleichtern, wurden sie ge-
gebenenfalls 12-16 h bei 60°C inkubiert, und erst in Anschluss auch bei niedrigeren Tempera-
turen (meist 42°C) kultiviert. Bei 60°C konnten in den Transformanten ca. 0,004 g/l Butanol
sowie erkennbar hohere Mengen Isobutanol und Ethanol auf 2 % Cellulose bzw. Cellobiose

produziert werden als im WT (Abb. 36).

Abb. 36: Fermentationspro- 1,5
dukte von C. thermocellum
ATCC 27405 und von Trans-
formanten mit den Plasmiden
pPMW1 und pMW2 auf 2% Cel-
lobiose oder 2 % Cellulose
nach 4 Tagen,; isolierte Einzel-
kulturen wurden 1:50 in GS2
mit 4 pg/ml Clarithromycin an-
geimpft und anschlieRend 4

‘|@ Ethanol  E Essigsdure 4 lIsobutanol

Konzentration [g/1]

) ] ) . 2 % Cellobiose | 2 % Cellulose |
Tage bei 60°C inkubiert sowie i i i

als Kontrolle untransformierte 0,005 -EButanol
Kulturen (ohne Antibiotikum); I ! I I | I
n=2 + SD. 0 -
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Fir R. cellulolyticum DSM 5812" waren selbst nach einer vorhergehenden kurzen Inkubation in
Flissigmedium keine cellulolytisch aktiven Kolonien auf den Selektions-Platten erkennbar.
Daraufhin wurde die Halfte jedes Transformationsansatzes direkt in Soft-Agar mit 0,5 % Cellu-
lose (MN301) eingegossen, wahrend die andere Halfte weiter in FlUssigkultur gehalten wurde.
Nach 2-3 Tagen konnte fir den (nun nicht vereinzelten) Transformationsansatz in Flissigkultur
bei 34°C zwar Butanolbildung nachgewiesen werden, aber ab einer optischen Dichte von ODgg,
~ 0,2 fingen die transformierten R. cellulolyticum DSM 5812"-Zellen an zu lysieren, so dass auch
nach mehrfachen Versuchen keine analysierbaren Einzelkulturen isoliert werden konnten.
Deswegen wurden im Folgenden nur die C. thermocellum ATCC 27405" Transformanten mit
den Plasmiden pMW1 und pMW2 genauer analysiert. Wie in Abb. 36 erkennbar, lie8 sich auch
im C. thermocellum ATCC 27405" Wildtyp eine sehr geringe Menge Butanol nachweisen, das
vermutlich aus der Umsetzung von Buttersdure aus dem Medium stammt; allerdings sind fiir
die Transformanten - insbesondere auf Cellulose - héhere Werte erkennbar.

Um zu Uberprifen, wie sich die Menge der Fermentationsprodukte tber die Zeit entwi-
ckelt, erfolgte eine GC-Analyse der Kulturiiberstdnde nach 2, 4 und 7 Tagen (Abb. 37). Dabei
lieR sich erkennen, dass nach 4 Tagen bereits ein Grof3teil der final detektierten Produkte pro-
duziert worden war, wahrend der weitere Anstieg langsamer von Statten ging. Weil sich die
Isobutanol- und Butanol-Werte z.T. deutlich unterschieden, wurden in Abb. 37 je zwei unter-

schiedliche Transformanten mit den Plasmiden pMW1 und pMW?2 nebeneinander dargestellt.
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Abb. 37: Fermentationsprodukte von C. thermocellum ATCC 27405 und Transformanten mit den
Plasmiden pMW!1 (T10, T11) und pMW2 (T20, T22) nach 2, 4 und 7 Tagen; 1:50 in GS2 mit 3 % Cel-
lobiose und 4 pg/ml Clarithromycin angeimpft und bei 60°C 2, 4 bzw. 7 Tage inkubiert; gezeigt ist je
eine beispielhafte Kinetik von 2 isolierten Einzelkulturen je verwendeten Plasmid sowie als Kontrol-
le C. thermocellum ATCC 27405' (ohne Antibiotikum).
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Dariiber hinaus wurde im Folgenden eine Reihe von modifizierten Fermentationsbedingungen
untersucht, um zu analysieren, ob die Butanolkonzentrationen durch Veranderung der Kulti-
vierungsbedingungen gesteigert werden konnen. Dabei wurden sowohl verschiedene Medien

und Additive als auch unterschiedliche Substrate und Kultivierungstemperaturen analysiert.

3.5.4.2  Analyse der Fermentationsprodukte von C. thermocellum ATCC 27405" - pMW1
und pMW?2 auf unterschiedlichen Medien

Fur C. thermocellum ATCC 27405 und auch fiir darauf basierende Transformanten wurden
verschiedene Medienkombinationen untersucht und die dabei entstandenen Produkte analy-
siert. Wahrend Isobutanol von den C. thermocellum Kulturen selbst - vermutlich aus einer Vor-
stufe von Valin - gebildet wurde, kann die im Medium vorhandene Buttersdure (aus dem Hefe-
extrakt) von C. thermocellum ATCC 27405" und beiden Transformanten zu Butanol umgesetzt
werden. Entsprechend waren steigende Butanolwerte auf aufsteigenden Hefeextraktkonzent-
rationen im Medium auch fir C. thermocellum ATCC 27405" nachweisbar - allerdings im Be-

reich der GC-Nachweisgrenze.
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Abb. 38: Fermentationsprodukte von C. thermocellum ATCC 27405" und den Transformanten C. ther-
mocellum ATCC 27405T-pMW1 und -pMW2 auf unterschiedlichen Medien mit 2 % Cellulose (What-
man-Paper) nach 4 Tagen bei 42°C (die ersten 16 h bei 60°C); MJ = Minimalmedium (ohne Hefeextrakt);
GS2 = Medium mit 6 g/l Hefeextrakt (je n=2 + SD) sowie GS2Y = wie GS2 Medium aber mit 12 g/l Hefeex-
trakt, beispielhaft sind hier die 4-Tage Werte gezeigt. Die Transformanten wurden jeweils in Medium
mit 4 ug/ml Clarithromycin kultiviert.

Im Vergleich der einzelnen Medien untereinander, wachsen sowohl C. thermocellum ATCC
27405" als auch die Transformanten auf Medium mit 6 g/| Hefeextrakt besser als ohne oder

mit der doppelten Menge. Im Gegensatz zu C. thermocellum ATCC 27405 bildeten die Trans-
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formanten auch auf Minimalmedium (MJ, ohne Hefeextrakt) geringe Mengen an Butanol so-
wie Isobutanol. Insbesondere auf GS2 konnte in den Transformanten ca. 4-5-mal mehr Isobu-
tanol nachgewiesen werden, als in C. thermocellum ATCC 27405". Mehr Hefextrakt im Medium
(GS2Y) fiihrte sowohl im Wildtyp als auch in den Transformanten zu keiner deutlich héheren
Butanolproduktion aber verringerte die Isobutanolkonzentration v.a. in den Transformanten
deutlich. Es wurden auferdem Analysen der Fermentationsprodukte von C. thermocellum
ATCC 27405" Transformanten auf abgewandelten Medien durchgefiihrt, die sowohl auf die
Bedirfnisse solventogener als auch cellulolytischer Clostridien hin ausgerichtet waren. Dabei
wurde als Kohlenstoffquelle sowohl Cellobiose als auch Glucose verwendet (Abb. 39).

;
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Abb. 39: Fermentationsprodukte von a) C.
thermocellum ATCC 27405" und Transfor-
manten mit den Plasmiden b) pMW1 und c)
pMW2 auf unterschiedlichen Medien und
Substraten; auf 3 % Cellobiose (CB) oder 2,5
% Glucose (G) in GS2 bzw. GS2 mit Grundme-
dium (GM) bei 60°C. Die 2, 4 und 7 Tagen-
Werte aus je einer beispielhaften Kinetik sind
dargestellt. Die Transformanten wurden
jeweils in Medium mit 4 pug/ml Clarithromy-
cin kultiviert.
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Diese Tests ergaben jedoch, dass eine Erganzung des Mediums mit Elementen, die die Butanol-
produktion in solventogenen Clostridien deutlich verbessern, wie beispielsweise Eisen(ll)-Sulfat

oder Ammoniumacetat (beide enthalten in GM), nicht gleichermalien dafiir geeignet schienen,
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die rekombinante Butanolproduktion in cellulolytischen Clostridien zu erhéhen. In Abb. 39
lasst sich deutlich erkennen, dass eine Zugabe von Grundmedium in jedem Fall zu einer Reduk-
tion der Isobutanolproduktion fiihrte. Nur fir Transformanten mit dem Plasmid pMW2 konnte
durch Zugabe von Grundmedium die Produktion von Butanol verbessert werden, bei gleichzei-

tig deutlich geringerer Isobutanolproduktion.

3.5.4.3  Analyse von C. thermocellum ATCC 27405"-pMW1 und -pMW2 unter Zugabe ver-

schiedener Substanzen

Zugabe von Buttersdaure zum Medium

Immer wieder konnten auch in den Kontrollen (C. thermocellum ATCC 27405" und C. ther-
mocellum ATCC 27405-pIMP1) geringe Mengen Butanol detektiert werden, wenn auch deut-
lich unterhalb der Butanolkonzentration in den Transformanten. Um herauszufinden, ob das in
den Kontrollen nachgewiesene Butanol aus der Umsetzung von im Medium enthaltener But-
tersaure stammte, wurde Kulturen von C. thermocellum ATCC 27405" und einiger ausgewahl-
ter Transformanten Buttersaure zugesetzt und die Kulturiiberstande nach 7 Tagen auf 1 % WP
und bei 42°C untersucht. Damit lieRe sich gleichzeitig klaren, ob der zweite Teil des Butanol-
Stoffwechselwegs (Butyryl-CoA - Butyraldehyd — Butanol) in C. thermocellum bereits vor-
handen ist und funktioniert. Die Buttersdure, die anfangs dem Medium in sehr geringen Kon-
zentrationen von 0,001 und 0,01 % (Vol%) zugesetzt wurde, konnte von C. thermocellum ATCC
27405" (WT) und der Kontrolle C. thermocellum ATCC 27405"-pIMP1 in bis zu 0,0016 g/I und
von den Transformanten C. thermocellum ATCC 27405"-pMW1 und -pMW2 in bis zu 0,0038 g/
Butanol umgesetzt werden (s. Anhang XXVI). Deutlich Unterschiede in der Menge des produ-
zierten Butanols zwischen dem WT und den Transformanten konnten dabei jedoch nicht nach-
gewiesen werden, was angesichts der durch das BCS-Operon vermittelten geringen Produktion
von Butanol in allen anderen Versuchen auch nicht zu erwarten gewesen war. Erst durch die
Zugabe von hoheren Buttersaurekonzentrationen (0,1-1 Vol%) zum Medium und durch gleich-
zeitiges Ausgleichen des pH-Wertes auf 7,0 konnte die Menge des durch C. thermocellum ATCC
274057 produzierten Butanols deutlich auf bis zu 0,18 g/l Butanol (bei 0,1 % zugesetzter But-
tersdure) gesteigert werden; héhere Buttersaurezugaben (0,5 %, 0,75 % oder 1 %) fiihrten aber

nicht zu mehr Butanol (s. Anhang XXVII).

Zugabe von Butyraldehyd oder Isobutyraldehyd
Die Ergebnisse aus der Zugabe von Buttersdaure zum Fermentationsansatz lassen vermuten,
dass zumindest einige der Alkohol-Dehydrogenasen aus C. thermocellum ATCC 27405 in der

Lage sind, Butyryl-CoA bzw. Butyraldehyd zu Butanol umzusetzen und dass es somit eventuell
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nicht notig ist, eine Aldehyd- und eine Alkohol-Dehydrogenase oder eine bifunktionale Alde-
hyd-/Alkohol-Dehydrogenase in das Plasmid zur Butanolproduktion zu integrieren.

Durch wiederholte Zugabe von 0,1 Vol% Butyraldehyd bzw. Isobutyraldehyd (die durch die
oben genannten Enzyme in Butanol bzw. Isobutanol umgesetzt werden sollten) im Abstand
von 8 Stunden konnte sowohl in C. thermocellum ATCC 27405 als auch in den beiden hier ana-
lysierten Transformanten mit den Plasmiden pMW1 und pMW2 vermehrt Isobutanol bzw.
Butanol produziert werden (s. Abb. 40). Insbesondere die Zugabe von Butyraldehyd fiihrte

aber fur alle untersuchten Proben zu einem schlechteren Wachstum der Kulturen.

a) Zugabe von Butyraldehyd
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Abb. 40: Analyse der Fermentationsprodukte von C. thermocellum ATCC 27405T, C. thermocellum
ATCC 27405"-pMW1 und -pMW2 vor (0h), bzw. nach wiederholter Zugabe von a) Butyraldehyd
(je 0,1 Vol%) oder b) Isobutyraldehyd (je 0,1 Vol%); in GS2 mit 2 % Cellobiose bei 60°C nach 8, 24
und 32 h zu wachsenden Kulturen; Oh: Start-OD600 ~ 0,8; n=2 + SD. Die Transformanten wurden
jeweils in Medium mit 4 pg/ml Clarithromycin kultiviert.

Die (Aldehyd-/) Alkohol-Dehydrogenasen aus C. thermocellum ATCC 27405 scheinen also -
trotz groRer Sequenzunterschiede zu den Dehydrogenasen aus solventogenen Clostridien - in
der Lage zu sein, Butyraldehyd gut zu Butanol und auch Isobutyraldehyd zu Isobutanol umzu-

setzen. Aullerdem lasst dieses Ergebnis vermuten, dass der eigentliche Grund fiir die geringen
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Butanolkonzentrationen, die hier von den Transformanten produziert werden konnten, eher
im ersten Teil des Stoffwechselwegs zu suchen ist. Daflir kimen die Gene fiir die Thiolase und
das BCS-Operons selbst oder auch deren Regulation durch mangelnde Pyruvat- oder NADH-

Verfligbarkeit in Frage.

Zugabe von Methylviologen

Methylviologen (1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridiniumdichlorid; MV) ist ein kiinstlicher Elektronen-
carrier und kann Ferredoxin in zahlreichen Stoffwechselreaktionen und Elektronentransport-
ketten ersetzen. Fiir viele solventogene Clostridien konnte bereits gezeigt werden, dass die
Butanolproduktion durch Methylviologen gesteigert werden kann.

Die Zugabe von Methylviologen zu wachsenden Kulturen von C. thermocellum ATCC
27405" und der Transformante C. thermocellum ATCC 27405'-pMW2 (Abb. 41) zeigt einen er-
kennbaren Einfluss auf die Verteilung der verschiedenen Fermentationsprodukte. Wahrend die
Auswirkung auf Butanol aber gering war, lag das Ergebnis der MV-Zugabe fiir C. thermocellum
ATCC 27405" und noch mehr fiir C. thermocellum ATCC 27405-pMW?2 in einer gesteigerten
Ethanol- und einer verminderten Isobutanolproduktion. Durch Zugabe von Methylviologen
kann also das Verhaltnis der produzierten Alkohole zueinander verschoben und so die Produk-
tion eines favorisierten Fermentationsprodukts eventuell gesteigert werden. Das macht aller-
dings erst dann Sinn, wenn die Butanolproduktion vorher schon deutlich verbessert werden

konnte, weil der Einsatz von Methylviologen mit sehr hohen Kosten verbunden ist.
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Abb. 41: Fermentationsprodukte bei Zugabe von Methylviologen (MV, 10 mM) zu wachsenden
Kulturen von C. thermocellum ATCC 27405 und C. thermocellum ATCC 27405T-pMW2 auf 2 % Cel-
lobiose nach 4 Tagen bei 60°C ohne und mit Zugabe von Methylviologen; n=3 + SD. Die
Transformante wurden in Medium mit 4 ug/ml Clarithromycin kultiviert.
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3.5.4.4  Aktivitdt der bifunktionalen Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase aus C. thermocel-
lum ATCC 27405’

Nachdem neben den Genen des BCS-Operons noch Gene fiir verschiedene teils bifunktionale
Aldehyd- und Alkohol-Dehydrogenasen auf den Plasmiden vorhanden sind, wurde ein Nach-
weis flr die Aktivitdit der Butyraldehyd-Dehydrogenase (BYDH) und der Butanol-
Dehydrogenase (BDH) im Rahmen eines Praktikums etabliert. Zur Kontrolle wurde die Aktivitat
auch in Zellextrakten solventogener Clostridien analysiert. In nicht physiologischer Richtung
(Zugabe von Butanol) konnte fir C. thermocellum ATCC 27405" keinerlei BDH Aktivitdt nach-
gewiesen werden. In physiologischer Richtung (Zugabe von Butyraldehyd) dagegen zeigten C.
thermocellum ATCC 27405" und die Transformante C. thermocellum ATCC 27405"-pMW1 mit
0,0127 bzw. 0,0133 U/mg die mit Abstand groRte Dehydrogenase-Aktivitit aller gemessenen
Organismen. Der Zellextrakt der Transformante C. thermocellum ATCC 27405-pMW1 zeigte
eine deutlich hohere Aktivitat bei Isobutyraldehyd als der des Wildtyps.

Abb. 42: Vergleich der mit
Butyraldehyd bzw. Isobutyral- 0,02 -
dehyd ermittelten spezifischen H Butyraldehyd
Dehydrogenase-Aktivitaten 1 Isobutyraldehyd
von C. acetobutylicum (C. ace),
C. saccharoperbutylicum (C.
spb) und C. thermocellum
ATCC 27405' (C. the) und der
Transformante C. thermocel-
lum ATCC 27405"-pMW1 (C.
the-pMW1) in U/mg, gemessen 0

in physiologischer Richtung;
n=2 + SD. C. ace C. spb C.the C.the-pMW1

o
o
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Diese Versuche, sowie die mit C. thermocellum ATCC 27405" unter 3.5.4.3 gezeigten Ergebnisse
bestatigen, dass die Alkohol-Dehydrogenase, die in C. thermocellum ATCC 27405" die Reaktion
von Acetaldehyd zu Ethanol katalysiert, nicht besonders spezifisch ist und auch Butyraldehyd

umsetzen kann.

Auch das alternative Substrat Isobutyraldehyd konnte durch die bifunktionale Aldehyd-
/Alkohol-Dehydrogenase aus C. thermocellum ATCC 27405 zu Isobutanol umgesetzt werden.
Um die Aktivitit der rekombinant in C. thermocellum ATCC 27405 bzw. R. cellulolyticum einge-
fligten Gene zu analysieren, und potentielle Engstellen zu ermitteln, wurden geeignete Nach-
weismethoden fir die einzelnen Enzyme gesucht. Fir alle Enzymreaktionen, die durch die 5
Gene des BCS-Operons codiert werden, gibt bereits Assays. Allerdings bereitet fiir die meisten

davon bereits der Nachweis von aufgereinigten Proteinen aus natiirlicherweise solventogenen
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Clostridien Probleme, sodass davon ausgegangen werden kann, dass der Aktivitatsnachweis
von rekombinanten Enzymen direkt aus Zellextrakt noch deutlich geringer ausfallen diirfte und
eventuell kein adaquates Mittel darstellt. Nachdem die Enzyme aus dem Butanol-
Stoffwechselweg prinzipiell in beide Richtungen funktionieren, ist es auch nicht immer mog-
lich, die Aktivitat in nur eine Richtung zu bestimmen. Deswegen muss auch bei den hier ge-
messenen Dehydrogenase Aktivitaten davon ausgegangen werden, dass die gemessene En-
zymaktivitdt eventuell eine Schnittmenge aus den Aktivitdten in beide Richtungen darstellt,
auch wenn durch die Wahl des pH-Werts bei 6,0 eher die Reaktion zum Butanol / Isobutanol
hin bevorzugt sein dirfte. Die deutlichen Schwankungen in den einzelnen Messungen und die
Probleme, die bereits bei der Messung der Kontrollen (aus solventogenen Clostridien) auftra-
ten, machen diesen Assay nicht unbedingt zu einem verlasslichen Mittel, um die Enzymaktivi-
tat in C. thermocellum und den Transformanten nachzuweisen. Auflerdem muss beriicksichtigt
werden, dass die Versuche zwar unter anaeroben Bedingungen im Zelt gemessen wurden,
allerdings bei Raumtemperatur und nicht bei 60°C, was eventuell zu anderen Enzymaktivitaten

in Zellextrakt fihren wirde.

3.5.4.5 Analyse der Fermentationsprodukte von C. thermocellum ATCC 27405"-pMW1 und

-pMW?2 auf unterschiedlichen Substraten

Im direkten Vergleich von C. thermocellum ATCC 27405 mit den Transformanten C. thermocel-
lum ATCC 27405"-pMW1 und -pMW?2 in unterschiedlichen Kombinationen von Medium und
Substrat (Abb. 43) waren deutliche Unterschiede erkennbar. So fiihrte insbesondere Cellulose
als Substrat in GS2 fur Kulturen beider Transformanten zu ca. 1/3 héheren Ethanol- und Isobu-
tanolwerten als bei C. thermocellum ATCC 27405" Kulturen. Bei der Verwendung von Mini-
malmedium (MJ) fiihrte Cellobiose - wohl auch wegen des schnelleren Wachstums verglichen
mit Cellulose - sowohl fiir C. thermocellum ATCC 27405 als auch fiir beide Transformanten zu
héheren Ethanol- und Isobutanolkonzentrationen. Aus Abb. 43 d) wird deutlich, dass die Buta-
nolkonzentrationen fiir C. thermocellum ATCC 27405 -pMW?2 auf Cellulose (in GS2 aber auch in
Minimalmedium MJ) deutlich tGber denen auf Cellobiose lagen, wahrend fiir C. thermocellum
ATCC 27405"-pMW1 kein deutlicher Unterschied in der Butanolproduktion zwischen den ver-
wendeten Kohlenstoffquellen erkennbar war. Anhand der hohen Fehlerbalken lasst sich aber
auch erkennen, dass auf Minimalmedium das Wachstum der Transformanten und damit auch

die Menge produzierter Fermentationsprodukte stark schwankten.
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a) C. thermocellum ATCC 27405" b) C. thermocellum ATCC 27405"-pMW1
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Abb. 43: Fermentationsprodukte von a) C. thermocellum ATCC 27405"; b) C. thermocellum
ATCC 27405' -pMW1 und c) C. thermocellum ATCC 27405'-pMW?2 auf zwei unterschiedli-
chen Medien; (MJ = Minimalmedium; GS2 = GS2 Medium) mit 2 % Cellobiose oder 2 % Cellu-
lose (Whatman-Paper#1) nach 4 Tagen bei 60°C; n=2 + SD. Die Transformanten wurden
jeweils in Medium mit 4 pg/ml Clarithromycin kultiviert.

3.5.4.6  Analyse der Fermentationsprodukte von C. thermocellum ATCC 27405"-pMW1 und

-pMW2 bei niedrigeren Temperaturen

Nachdem die Gene fiir den CoA-abhangigen Butanol-Stoffwechselweg urspringlich aus meso-
philen Clostridien stammen, kénnten niedrigere Temperaturen moglicherweise zu einer besse-
ren Stabilitdt der Proteine und damit evtl. auch zu einer héheren Butanolproduktion fiihren.
Deswegen wurden die C. thermocellum ATCC 27405 Transformanten in mehreren Experimen-

ten bei 42°C oder einer Kombination aus anfangs 60°C und anschlieBender Inkubation bei 42°C

analysiert.
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Analyse der Fermentationsprodukte auf 2 % Cellobiose bei 42°C

Bereits unter 3.1.1.1 konnte gezeigt werden, dass Kultivierungstemperaturen unter einem
Wert von ca. 40°C einen deutlich negativen Einfluss auf das Wachstum von C. thermocellum
Kulturen auf Cellobiose hatten. Auch fiir die Transformanten C. thermocellum ATCC 27405'-
pMW1 und -pMW2 war das Wachstum bei niedrigeren Temperaturen deutlich langsamer, als
bei 60°C. Die Analyse der Fermentationsprodukte (Abb. 44) bei 42°C ergab in den Transfor-
manten ca. 2-3-mal mehr Butanol, als im Wildtyp (das dort nur durch die Umsetzung von But-
tersdure aus dem Medium gebildet wurde). Die Kombination von Cellobiose als Substrat und
Kultivierungstemperaturen deutlich unter den Optimalbedingungen von C. thermocellum
Stammen, fihrten somit zu den niedrigsten hier beobachteten Butanolkonzentrationen in den

Transformanten, wohingegen Ethanol unter diesen Bedingungen am héchsten war.

a) 2,5 ~

@ Ethanol I Essigsdure [ Isobutanol

Abb. 44: GC-Analyse der 2
Fermentationsprodukte von
C. thermocellum ATCC 27405"
und von Transformanten mit
den Plasmiden pMW1 und
pMW2;

1,5
1
0,5

0
a) C. thermocellum ATCC

27405 und je 2 Transforman-
ten mit den Plasmiden pMW1
und pMW2 nach 7 Tagen auf

Fermentationsprodukte [g/]]

GS2 mit 2 % Cellobiose bei 0,01 B Butanol

42°C (anfangs N bei 60°C); 0,005

n=2 + SD. Die Transformanten 0 B i | m
wurden jeweils in Medium

mit 4 ug/ml Clarithromycin b) g

kultiviert. i

uV(x10,000) \
ag J . I

b) GC-Spektrum je eines bei-
spielhaften Laufes von C. 4
thermocellum ATCC 27405" 39
(schwarz) sowie C. thermocel-
Jlum ATCC 27405" -pMW1 bei

25

60°C (magenta) und bei 42°C 29 g
(braun) und C. thermocellum 15 g} ‘
ATCC 27405 -pMW2 bei 60°C 4

(blau); Ausschnitt: Butanol-
Peak in der VergroRerung.

Isobutanol

o
’1-Propano| (interner Standard)

i
o

7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 105 11.0

Die ca. doppelt so hohen Werte fir Ethanol dirften wohl hauptsachlich auf eine gesteigerte

Aktivitdt der rekombinanten (Aldehyd-/)Alkohol-Dehydrogenase(n) bei niedrigeren Tempera-
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turen zurickzufiihren sein. Die Gene und die rekombinant exprimierten Proteine des BCS-
Operons (auBer eben die Alkohol-Dehydrogenasen) aus C. acetobutylicum scheinen also auch
bei 42°C keine deutlich hohere Aktivitat zu haben, als bei 60°C. Das bedeutet, dass die hohere
Temperatur nicht der Grund fir die vergleichsweise geringen Butanolkonzentrationen in den
Transformanten sein diirfte. Die Unterschiede und die GréBenordnung der Produkte (Isobuta-
nol zu Butanol) werden insbesondere durch das Ubereinanderlegen der GC-Diagramme wie in
Abb. 44 b) fir einzelne Proben deutlich. Der Ethanol-Peak ist nicht erkennbar, weil er schon

friiher erscheint und insbesondere in diesen Proben in einer anderen GréBenordnung liegt.

Analyse der Fermentationsprodukte auf 2 % Cellulose bei 60°C und 42°C

Um den anfanglichen Abbau der Cellulose zu beschleunigen, wurden die Kulturen zunachst
Uber Nacht (16 h) bei 60°C gehalten, bis die Cellulose teilweise abgebaut war, und anschlie-
Rend fur 5 Tage bei 60°C bzw. fiir 7 Tage bei 42°C inkubiert.

In Abbildung 45 lasst sich deutlich erkennen, dass die Ethanolproduktion nach Inkubation
bei 42°C héher war, als in den Kulturen bei 60°C, auch wenn fiir die Transformanten der Unter-
schied z. T. geringer ausfiel als fur C. thermocellum ATCC 27405'. Butanol dagegen schien -
wider Erwarten - bei 60°C besser produziert zu werden. Ob das auf ein etwas schlechteres
Wachstum (trotz Verlangerung der Inkubationszeit auf 7 Tage bei 42 °C, um das auszugleichen)
bei niedrigeren Temperaturen zurtickzuflihren sein kdonnte, war auf Cellulose optisch nicht
bestimmbar.

Im direkten Vergleich des auf 60 bzw. 42°C gebildeten Butanols (Abb. 45 b) lasst sich fir alle
Proben erkennen, dass auf Cellulose bei 60°C von den C. thermocellum ATCC 27405" Transfor-
manten mehr Butanol gebildet wurde als bei 42°C. Fiir Isobutanol ergibt sich das direkt umge-
kehrte Bild, weil mehr Isobutanol bei 42°C gebildet wurde, als bei 60°C. Vermutlich diirfte die
NADH-Verfligbarkeit oder die Temperatursensitivitat und dadurch geanderte Spezifitat einer
Alkohol-Dehydrogenase der Grund fiir die Verschiebung der Fermentationsprodukte mit sin-
kender Inkubationstemperatur sein. Die vergleichsweise hohen Fehlerbalken riihren daher,
dass sich die Werte fir diese beiden Transformanten relativ stark unterschieden haben. Diese
Beobachtung konnte im Laufe der Experimente mit den Transformanten haufiger gemacht
werden. Obwohl es sich bei den drei Proben 10, 11 und 12 von C. thermocellum ATCC 27405'-
pMW1 um dasselbe Plasmid handelt, unterschieden sich die Werte fiir Butanol und Isobutanol

auch in den doppelten Ansatzen derselben Transformante z. T. erheblich.
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Abb. 45: Fermentationsprodukte von C. thermocellum ATCC 27405' (27405 WT) und Transfor-
manten mit den Plasmiden pMW1 (T10, T11, T12) und pMW2 (T20, T21) auf 2 % Cellulose bei
60°C (links) bzw. bei 42°C (rechts) in GS2; die Transformanten wurden jeweils in GS2 Medium mit
4 pg/ml Clarithromycin kultiviert. Nach 16 h Inkubation bei 60°C wurden die 42°C-Kulturen auf
42°C gestellt und nach insgesamt 5 (60°C) bzw. 7(42°C) Tagen die Kulturiiberstdande gaschromato-
graphisch analysiert; n=2 + SD; a) Ethanol, Isobutanol, Butanol und Essigsaure bei 60°C und 42°C; b)
Vergleich Isobutanol (oben) und Butanol (unten) nach Inkubation bei 60°C oder 42°C.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene lignocellulosehaltige Substrate, die bei der
Weiterverarbeitung von Weizen anfallen, auf ihre Eignung zur fermentativen Butanolprodukti-
on analysiert. Mit Weizennachmehl und WeizengrielRkleie wurden zwei direkte Nebenprodukte
aus der Mehlherstellung als Substrate fiir die Butanolproduktion durch solventogene Clostri-
dien untersucht. Vorrangig jedoch wurde das ebenfalls anfallende Weizenstroh analysiert, das
durch cellulolytische Clostridien abgebaut und zu Alkoholen fermentiert werden sollte. Nach-
dem Cellulose abbauende Clostridien aber natiirlicherweise kein Butanol produzieren kénnen,
wurde der CoA-abhangige Butanol-Stoffwechselweg aus Losungsmittel produzierenden Clos-
tridien heterolog in zwei cellulolytischen Clostridien exprimiert (vgl. Abb. 46, S.102). Mit C.
thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 5812" wurden dafiir zwei Organismen
ausgewahlt, die das unvorbehandelte Weizenstroh besonders gut verwerten konnten und so
das Potenzial hatten, es direkt zur Produktion von Lésungsmitteln zu nutzen. Solch eine einstu-
fige Verwendung eines cellulolytischen Organismus fir den Abbau von (Ligno-) Cellulose und
die gleichzeitige Produktion von Losungsmitteln, hatte den Vorteil, dass die kostenintensive
Vorbehandlung und Verzuckerung des Substrates moglichst komplett entfallen kénnte. Das
wirde die Substrataufbereitung - die grofSte Hiirde fir eine wirtschaftliche Herstellung von

Bioalkoholen aus regenerativen Rohstoffen - vereinfachen und kostengiinstiger machen.

Regenerative Substrate fiir eine industrielle Bioalkoholproduktion

Aktuell wird Butanol hauptsachlich petrochemisch hergestellt oder biotechnologisch durch die
Fermentation von Zuckern oder Starke im sogenannten ABE-Prozess durch solventogene Clos-
tridien [Lee et al., 2008, Moon et al., 2016]. Um den weltweit steigenden Bedarf an Energie zu
decken und den Anteil an regenerativen Energietrdagern zu erhéhen, wurde in den letzten Jahr-
zehnten insbesondere fiir die Kraftstoffgewinnung nach neuen Losungen gesucht. Eines der
Hauptprobleme der Biotreibstoffe der ersten Generation - fiir die Akzeptanz in der Bevolke-
rung und die Konkurrenzfihigkeit auf dem Markt - sind die verwendeten zucker- oder starke-
haltigen Substrate. Hohe Substratkosten, politische Vorgaben und auch der ethische Konflikt,
der durch die Konkurrenz der Treibstoffgewinnung zur Nahrungsmittelproduktion entsteht,
befeuerten daraufhin die Entwicklung von Biokraftstoffen der zweiten Generation [Demain,
2009, Salehi Jouzani & Taherzadeh, 2015]. Im Gegensatz zur ersten Generation werden dabei
die essbaren Pflanzenteile nicht mehr genutzt. Trotzdem stellen die hohen Kosten fiir die Sub-

strate und deren Aufbereitung weiterhin eines der Hauptprobleme fiir eine wirtschaftliche
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Produktion von Biokraftstoffen dar. Deswegen wurde bereits erfolgreich versucht eine Vielzahl
industrieller Reststoffe wie Syngas, Glycerin oder industrielle Beiprodukte, die noch Restzucker
oder Starke enthalten, dafiir einzusetzen [zusammengefasst in: Birgen et al., 2019]

So fallen beispielsweise bei der Vermahlung von Weizenkérnern zu Mehl eine Reihe von
Nebenprodukten an, die Ublicherweise hauptsachlich als Viehfutter Verwendung finden. Ne-
ben Weizenkleie ist das vor allem WeizengrieRkleie (WGK) und Weizennachmehl (WNM). Die
Analyse zur Umsetzung von WeizengrieRkleie in 100 ml Flaschchen durch ausgewahlte solven-
togene Clostridien ergab, dass bereits ohne jegliche Vorbehandlung bis zu 7 g/l Butanol bzw.
10 g/| Gesamtlésungsmittel gebildet werden konnten (vgl. 3.3.1.2). Dabei wurde allerdings nur
der zuckerhaltige Anteil des Substrats genutzt, weil zumindest die bisher bekannten Butanol
produzierenden Clostridien keine Cellulose oder gar Lignocellulose abbauen kénnen. Um auch
den relativ hohen Celluloseanteil der WGK nutzen zu kdnnen und so wirtschaftlich interessante
Losungsmittelkonzentrationen zu erzielen, ware zumindest eine Vorbehandlung des Substrats
durch enzymatische Behandlung oder Hydrolyse nétig. Dagegen konnten auf dem starkerei-
cheren Weizennachmehl bereits ohne Vorbehandlung mit bis zu 14 g/l Butanol bzw. 20 g/l
Gesamtlosungsmittel mehr als doppelt so hohe Konzentrationen erzielt werden (s. IV Verof-
fentlichungen, Tagungsbeitrage und betreute Arbeiten, Poster: Panitz et al., 2018). Das ent-
spricht in etwa den Ergebnissen, die solventogene Clostridien unter dhnlichen Bedingungen
auch auf Zucker oder Starke produzieren [Moon et al., 2016]. Durch eine zusatzliche und ver-
gleichsweise giinstige enzymatische Vorbehandlung von WNM konnte gezeigt werden, dass
bereits mit den hier im LabormaRstab erzielten Ergebnissen eine wirtschaftliche Losungsmit-
telproduktion aus diesem Nebenprodukt der Weizenmehlherstellung in Bayern erfolgen kénn-
te [Thieme et al., 2020]. Fir die ebenfalls getesteten Hydrolysate aus beiden Substraten traf
das jedoch nicht zu. Hauptsachlich wegen der zu geringen Zuckerkonzentration und der
schlechten Umsetzung der Hydrolysate durch die hier untersuchten Clostridien, aber auch

durch die hohen Kosten fiir die Hydrolyse selbst (Daten hier nicht gezeigt).

Auch das bei der Biodieselproduktion anfallende Glycerin ist ein Beispiel fiir einen solchen
industriellen Reststoff, der als Substrat fiir die Produktion von Lésungsmitteln genutzt werden
konnte [Yazdani & Gonzalez, 2007]. Das hier vorrangig wegen seiner reduzierten Produktbreite
genauer analysierte Isolat C. tetanomorphum GT6 (vgl. 3.4.3) konnte neben einer Vielzahl an-
derer Substrate wie Xylose, Maltose, Glucose oder Fructose auch Glycerin umsetzen (s. IV Ver-
offentlichungen, Tagungsbeitrdage und betreute Arbeiten, Poster: Panitz et al., 2010) [Panitz et
al., 2014]. Darliber hinaus konnte auch auf CMC, Xylan und Starke Wachstum nachgewiesen

werden sowie auf Lipiden; was auch fiir den nah verwandten C. tetanomorphum Typstamm
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DSM 4474 gezeigt werden konnte [Petersen & Daniel, 2005]. Glycerin konnte von GT6 in bis
zu 11 g/l Butanol und 14 g/l Gesamtlosungsmittel umgesetzt werden, wobei - im Gegensatz zu
gangigen solventogenen Clostridien - nur Butanol und Ethanol produziert wurden, aber kein
Aceton (Anhang XXI) [Panitz et al., 2014]. Auch 1,3-Propandiol, das liblicherweise eines der
Hauptprodukte bei der fermentativen Umsetzung von Glycerin ist, konnte nur in Spuren nach-
gewiesen werden. In C. pasteurianum DSM 525 beispielsweise, einem der am besten unter-
suchten Organismen fiir die Fermentation von rohem Glycerin, wird Butanol und 1,3-
Propandiol in etwa gleichen Anteilen gebildet [Biebl, 2001, Gallardo et al., 2014]. Durch die
hohe Spezifitat fiir Butanol ist C. tetanomorphum GT6 ein geeigneter Kandidat fiir die Butanol-
gewinnung auf einem so glinstigen industriellen Reststoff wie Glycerin, das z.B. in groRen
Mengen als Beiprodukt der Biodiesel-Produktion anféllt [Johnson et al.,, 2016]. Diese hohe
Butanolspezifitdt konnte jedoch nicht auf deutliche Unterschiede in den Aminosauresequen-
zen der durch das BCS-Operon codierten Enzyme zurlickgefiihrt werden (vgl. Abb. 32 und An-
hang XXll), die eine hohe Ubereinstimmung mit Enzymen aus bekannten solventogenen Clos-
tridien zeigten und &dhnlich reguliert zu sein schienen [Boynton et al., 1996, Berezina et al.,

2009, Panitz et al., 2014].

Der vielversprechendste Rohstoff fiir neuere Generationen von Biokraftstoffen ist jedoch
nachwachsende, lignocellulosehaltige Biomasse, wobei unterschiedliche Quellen wie z. B.
landwirtschaftliche oder organische Reststoffe, Holzabfdlle oder auch speziell geziichtete
Energiepflanzen Verwendung finden kénnten [Lynd et al., 2005b, Himmel et al., 2007, Qureshi
& Ezeji, 2008, Gottumukkala et al., 2017]. Das hier als Substrat fir cellulolytische Clostridien
eingesetzte Weizenstroh (SC-Substrat) ist ein Beispiel fiir solch ein reichlich verfligbares und
glinstiges, regeneratives, lignocellulosehaltiges Substrat ohne lange Transportwege.

Die bisher verwendeten zucker- oder starkehaltigen Substrate konnten meist direkt fir
die Fermentation eingesetzt werden. Mit der Verwendung von Lignocellulose fiir die Produkti-
on von Biokraftstoffen entstehen hingegen durch deren hoch komplexen Aufbau und die zu-
satzliche Lignifizierung, enorme Schwierigkeiten in der Substratvorbehandlung [Lynd et al.,
2002b, Lynd et al., 2005a, Kim, 2018, Birgen et al., 2019]. Die Lignocellulose muss erst in kom-
plizierten und mehrstufigen Prozessen (vgl. Einleitung) vorbehandelt und enzymatisch zu oli-
go- oder monomeren Zuckern (v.a. Glucose, Xylose, Arabinose) abgebaut werden, bevor aus
diesen Hydrolysaten Losungsmittel produziert werden kénnen [Mosier et al., 2005, Kumar et
al., 2008, Jang et al., 2012c]. Obwohl die Kosten fiir die enzymatische Hydrolyse durch den
Einsatz von rekombinanten Techniken sowohl in der Enzymproduktion als auch in der Ziich-

tung von lignin-reduzierter Biomasse bereits deutlich vermindert werden konnten, stellt der
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schwierige Aufschluss des Substrats das groRte Problem fiir eine grolRtechnische Nutzung der
Lignocellulose dar [Fang & Xia, 2013, Akinosho et al., 2014, Saggi & Dey, 2016]. Die anschlie-
Rende Fermentation wird oft durch die Vielzahl an Zuckern, die bei der Verzuckerung von lig-
nocellulosehaltiger Biomasse entstehen, erschwert. So kénnen Pentosen in nicht modifizierten
gangigen Produktionsstdammen meist nicht genutzt werden, was eines der grofSten Hindernisse
fir die Verwendung von Hefen zur Bioalkoholproduktion war [Subtil & Boles, 2011, 2012].
Diese Schwierigkeit konnte teilweise (iberwunden werden, indem ein Hefestamm entwickelt
wurde, der neben Hexosen auch Pentosen (Xylose und Arabinose) verwerten kann, so dass nun
auch der Hemicellulose-Anteil der Biomasse genutzt werden kann [Brat et al., 2009].

Im Gegensatz zu konventionellen Industriestammen wie S. cerevisiae oder Zymomonas
mobililis, konnen viele Clostridien bereits von Natur aus unterschiedliche Cs und Cgs Zucker
verwerten, was besonders auf uneinheitlichen Substraten wie Biomasse ein grofRer Vorteil ist
[Weber et al., 2010]. So wurden I6sungsmittelproduzierenden Clostridien bereits auf ihre Eig-
nung zur Butanolproduktion auf vorbehandelten, lignocellulosehaltigen Substraten wie Wei-
zen-, Gersten- oder Reisstroh, Resten aus der Maisproduktion, Pinienholz oder einjdhrigen
Energiepflanzen (z. B. Miscanthus, Panicum) untersucht [Ezeji et al., 2007a, Qureshi et al.,
2007, Qureshi et al., 2008, Gottumukkala et al., 2013, Birgen et al., 2019]. Allerdings sind auch
die durch die Vorbehandlung der Lignocellulose gewonnenen Hydrolysate keine optimalen
Substrate flr losungsmittelproduzierende Clostridien oder industrielle Produktionsstamme,
weil bei der Vorbehandlung und Verzuckerung auch Hemmestoffe wie z. B. Furfural und aroma-
tische Komponenten entstehenden [Ezeji et al., 2007a, Weber et al., 2010, Zhang & Ezeji, 2014,
Kim, 2018]. Auch in den hier durchgefiihrten Fermentationsanalysen mit Hydrolysaten aus
WGK, konnten von den 27 verschiedenen solventogenen Clostridien nur 3 das Hydrolysat in
mehr als 0,45 % Butanol umsetzen (Daten nicht gezeigt). Diesen vergleichsweise geringen Bu-
tanolwerten stehen aber deutlich héhere Kosten fiir die Herstellung der Hydrolysate gegen-
Uber, als bspw. fur den Einsatz einer enzymatischen Vorbehandlung auf denselben Ausgangs-
substraten. Darlber hinaus liegt die Toleranz von Clostridien gegen Losungsmittel allgemein
und gegen das wegen seiner technischen Eigenschaften favorisierte Butanol insbesondere bei
»hur” ca. 2 %, was fur eine industrielle Anwendung vergleichsweise gering ist [Zheng et al.,
2009, Nicolaou et al., 2010]. Dagegen besitzen biotechnologisch etablierten Stamme eine Rei-
he von Vorteilen, die den technischen Prozess vereinfachen, wie bspw. eine bessere Losungs-
mitteltoleranz, hohe Wachstumsraten, eine gute Prozessstabilitdt und ein bereits erforschtes
genetisches System, dass sich leicht manipulieren und an die jeweiligen Bedingungen anpassen
lasst [Zheng et al., 2009, Weber et al., 2010, Olson et al., 2012, Parisutham et al., 2014]. Um

den trotzdem notwendigen Schritt der Verzuckerung zu umgehen, miissten sowohl die Gene
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fir den Celluloseabbau als auch die Gene fiir die Butanolproduktion parallel in einen bekann-
ten und gut manipulierbaren Produktionsstamm exprimiert werden, was angesichts der dafir
notigen Menge an Genen und der Anpassung der verschiedenen Stoffwechselwege denkbar
schwierig sein dirfte. Das groRte Problem bestdande wohl darin, ein effizient funktionierendes
Cellulose-Abbausystem zu schaffen, das normalerweise aus einer Vielzahl miteinander gezielt
kooperierender Enzyme besteht [Bayer et al., 2004, Demain et al., 2005, Gilbert, 2007]. Eine so
komplexe Bio-Maschinerie, deren Zusammensetzung und Regulation bisher noch nicht voll-
standig verstanden ist, lasst sich rekombinant vermutlich nur schwer nachbauen [Kumar et al.,
2008, Maki et al., 2009].

Eine aussichtsreiche Losung, um die kostenintensiven Schritte der Vorbehandlung und der
Hydrolyse zu umgehen, bote die Verwendung von Organismen, die bereits die Fahigkeit besit-
zen lignocellulosehaltige Biomasse effektiv zu zersetzen und sie in einem sogenannten “conso-
lidated bioprocessing™ (CBP) Prozess direkt zu Losungsmitteln umzusetzen [zusammengefasst

in: Olson et al., 2012, Parisutham et al., 2014, Salehi Jouzani & Taherzadeh, 2015].

C. thermocellum ATCC 27405' und R. cellulolyticum DSM 5812 als am besten ge-

eignete Kandidaten fir die rekombinante Produktion von Biobutanol

Ein idealer CBP Organismus fir groRtechnische Anwendungen sollte das verwendete lignocel-
lulosehaltige Substrat effektiv zersetzen, die so entstandenen Bestandteile moglichst vollstan-
dig in das gewtlinschte Produkt umsetzen kénnen und sowohl gegen das meist toxische End-
produkt als auch gegen andere hemmende Faktoren eine hohe Toleranz besitzen [Lynd et al.,
2005b, Mazzoli et al., 2012, Tracy et al., 2012, Salehi Jouzani & Taherzadeh, 2015]. Ein solcher
Organismus, der einen effektiven Celluloseabbau mit einer sehr hohen Lésungsmittelprodukti-
on von Natur aus vereint, ist bisher nicht bekannt, weswegen eine Kombination dieser beiden
Eigenschaften vermutlich gentechnologisch erfolgen musste.

Unter den Celluloseabbauern gibt es einige, die schon von Natur aus in der Lage sind, Al-
kohole (insbesondere Ethanol aber auch Isobutanol) zu produzieren. Das tun sie jedoch nicht
in so hohen Konzentrationen und Umsatzraten, dass es den Anspriichen an aktuelle biotechno-
logische Prozesse genligen wiirde oder gar rentabel ware [Weber et al., 2010]. Deswegen wur-
den in jlingster Vergangenheit bereits einige genetische Modifikationen untersucht, um v.a.
die Ethanol- [Deng et al., 2013, van der Veen et al., 2013a, Akinosho et al., 2014, Tian et al.,
2016, Hon et al., 2017], aber auch die Isobutanolproduktion [Higashide et al., 2011, Lin et al.,

2015] mit Hilfe von cellulolytischen Clostridien zu erhéhen. Darliber hinaus wurde versucht,
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die Produkttoleranz zu verbessern und konkurrierende Nebenprodukte auszuschalten [Tripathi
etal., 2010, Shao et al., 2011, Li et al., 2012, Mohr et al., 2013, van der Veen et al., 2013a, Cui
et al., 2014]. Die Produkteigenschaften von Ethanol sind fir die Anwendung als Kraftstoff je-
doch nicht optimal und werden von den C,-Alkoholen Butanol oder auch Isobutanol in fast
allen Punkten lbertroffen [Schwarz & Gapes, 2006, Antoni et al., 2007, Dirre, 2007]. Butanol
gilt wegen der hoheren Energiedichte, seiner unbegrenzten Mischbarkeit mit bestehenden
Kraftstoffen, seiner geringeren Explosivitdt und der Tatsache, dass es mit der bereits beste-
henden Infrastruktur (Pipelines und auch Motoren) verwendet werden kann, als der am meis-
ten favorisierte Biotreibstoff [Schwarz & Gapes, 2006, Diirre, 2007, Schwarz et al., 2007].

Flr eine direkte Umsetzung von (Ligno-)Cellulose zu Butanol stellte sich entsprechend die
Frage, welcher Cellulosezersetzer das von Projektpartner Sidchemie zur Verfligung gestellte
Substrat - unvorbehandeltes Weizenstroh - am besten abbauen und gleichzeitig um die Gene
aus dem Butanol-Stoffwechselweg erganzt werden kénne. Unter den als ,cellulolytisch” be-
schriebenen Organismen gibt es jedoch nur eine Handvoll, die tatsachlich in der Lage sind,
kristalline Cellulose oder gar die zusatzlich mit Hemicellulose und Lignin komplexierte Lignocel-
lulose zu zersetzen [Zverlov & Schwarz, 2008, Koeck et al., 2014]. Zu den effektivsten bakteriel-
len Celluloseabbauern zédhlen v.a. diejenigen, die ein Cellulosom besitzen wie im mesophilen R.
cellulolyticum, Ruminococcus albus und Clostridium cellulovorans, sowie C. thermocellum und
Clostridium clariflavum im thermophilen Temperaturbereich [Schwarz, 2001b, Doi & Kosugi,
2004, Blumer-Schuette et al., 2014, Koeck et al., 2014]. Fur die heterologe Darstellung des
Butanol-Stoffwechselwegs und zur direkten Produktion von Butanol aus Cellulose wurden hier
C. thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 5812 analysiert. Beide gelten auRer-
dem wegen ihres hocheffektiven Celluloseabbaus und der Tatsache, dass sie schon von Natur
aus Alkohole produzieren kénnen, in ihren jeweiligen Temperaturbereichen als Modelorga-
nismen fir eine CBP Anwendung [Bayer et al., 2004, Demain et al., 2005, Lynd et al., 2005b].
Fiir diese zwei cellulolytischen Clostridien spricht auBerdem ihre Apathogenitdt, ihre gute
Handhabbarkeit im Labor, die vorhandene Genomsequenz und ihre Zuganglichkeit fir geneti-
sche Manipulationen [Tardif et al., 2001, Guedon et al., 2002b, Tyurin et al., 2004, Tripathi et
al., 2010, Cui et al., 2014].

Auf dem hier verwendeten Weizenstroh (SC-Substrat, SiebgroRe < 2 mm) konnten C.
thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 5812" unter ihren jeweiligen Optimalbe-
dingungen gut wachsen und bis zu 50 % der anfangs vorhandenen Cellulose und Hemicellulose
abbauen (vgl. 3.2.2). Daflir war es nicht notig, das Weizenstroh einer konventionellen Art der
Vorbehandlung zu unterziehen (z. B. steam explosion oder Sdurebehandlung), wie sie bei der

Umsetzung von lignocellulosehaltiger Biomasse normalerweise durchgefiihrt wird und auch
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noch unter die gangige Definition von CBP fallen wiirde. Zur Sterilisation war es jedoch not-
wendig, das Medium mit dem zerkleinerten SC-Substrat bei 121°C und 1,2 bar 20 min zu auto-
klaviert, was nachweislich zu einem verbesserten Abbau fiihrt, jedoch weit von den energiein-
tensiven Bedingungen industrieller Vorbehandlungen (160 — 260 °C, 0,7 — 4,8 MPa, evtl. zusatz-
liche Sdurebehandlung) entfernt ist [Salehi Jouzani & Taherzadeh, 2015, Silva-Fernandes et al.,
2015, Barisik et al., 2016].

Zusammengefasst ergab die Analyse von C. thermocellum ATCC 27405 und R. cellulolyti-
cum DSM 58127 auf SC-Substrat, dass der hochste prozentuale Abbau durch eine vergleichs-
weise lange Inkubationszeit von 7 bzw. 10 Tagen, Kultivierung unter jeweils optimalen Tempe-
raturbedingungen und durch Einstellung des pH-Wertes auf Giber pH 7,5 erreicht werden konn-
te (vgl. Tab. 10, S. 53). Fir R. cellulolyticum DSM 5812 war eine vorhergehende Adaptation der
Kulturen an das verwendete Substrat fiir gute Abbauleistungen férderlich (vgl. 3.2.2.1). Zum
einen, weil R. cellulolyticum generell nur schlecht Sporen ausbildet, weswegen der Abbau bei
Beimpfung mit Sporen ein schlechteres Ergebnis lieferte und zum anderen, weil sich wahrend
der Adaptation der Aufbau des Cellulosoms an die Zusammensetzung des Substrates anpasst
[Blouzard et al., 2010]. Diese Adaptation an das verwendete Substrat trifft zwar grundsatzlich
auch fir C. thermocellum zu, war unter den hier analysierten Bedingungen aber nicht notwen-
dig, da auch bei Beimpfung mit Sporen ein gleich gutes Abbauergebnis erzielt werden konnte
[Raman et al., 2009, Yoav et al., 2017]. Eine kontinuierliche Durchmischung des Kultivierungs-
ansatzes fihrte weder fiir C. thermocellum ATCC 27405 noch fiir R. cellulolyticum DSM 58127
zu einer Verbesserung im Substratabbau. An anderer Stelle konnte bereits gezeigt werden,
dass zerkleinerte, feste Substrate von cellulolytischen Bakterien durch die Ausbildung von Bio-
filmen um das Substrat herum, deutlich besser abgebaut werden kénnen, als wenn sie stetig
vermischt werden [Morrell-Falvey et al., 2015]. Ein weiterer Vorteil eines unvermischten, fes-
ten Substrats diirfte eine lokale Anreicherung von freigesetztem Wasserstoff sein, von dem
angenommen wird, dass er die NAD® Regeneration (iber einen alternativen NADH-
verbrauchenden Stoffwechselweg - wie dem der Losungsmittel (vgl. Abb. 46, S. 102) - verbes-
sert [Bothun et al., 2004, Islam et al., 2009].

Die Trockenmasse von Weizenstroh besteht aus etwa 32 % Glucose, 19 % Xylose, 2,4 %
Arabinose und unter 1 % aus Galactose. R. cellulolyticum DSM 5812" kann all diese Cs und Cg
Zucker verwerten, was dieses Bakterium fiir den Abbau von Hemicellulose besonders geeignet
macht [Desvaux et al., 2000, Desvaux, 2005, Fendri et al., 2009]. C. thermocellum Stamme set-
zen dagegen bevorzugt Oligosaccharide um [Strobel et al., 1995, Zhang & Lynd, 2005a]. Das ist
hauptsachlich dadurch begriindet, dass C. thermocellum insgesamt mehr Energie bei der Ver-

wertung von Oligosacchariden erzeugen kann, als bei Einfachzuckern, bei denen der energeti-
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sche Aufwand des Zuckertransports und der Cellulaseproduktion insgesamt zu einer negativen
Netto-Energie-Bilanz fihrt [Lynd et al., 2002a, Zhang & Lynd, 2005a]. Die Umsatzraten von
Cellulasen sind deutlich kleiner als die vieler anderer Enzyme, was bedeutet, dass fiir eine effi-
ziente Hydrolyse des Substrats sehr viele Cellulasen produziert werden miissen und dement-
sprechend viel Energie in ihre Produktion investiert werden muss [van Walsum & Lynd, 1998,
Zhang & Lynd, 2004]. Sollte die vollstandige Verwertung des Substrats ein unabdingbares Ziel
sein, misste im Falle von C. thermocellum mit Einschrankungen gerechnet werden (vgl. Abb.
17, S. 55). Vom mengenmaRigen Substratanteil her stellt dabei v.a. die fehlende Verwertung
von Xylose (ca. 1/5 des Gesamtzuckers) durch C. thermocellum ein Problem dar, wohingegen
die im SC-Substrat vorhandene Arabinose und Galactose quantitativ nur eine untergeordnete
Rolle spielt. Wahrend R. cellulolyticum DSM 58127 alle im Substrat vorkommenden Zucker von
Natur aus abbauen und umsetzen konnte, missten in C. thermocellum Stammen z. B. zusatz-
lich noch die Gene fiir den Xyloseabbau exprimiert werden. Das eine gleichzeitige Fermentati-
on von Xylose und Cellobiose bzw. Cellulose fiir C. thermocellum grundsatzlich moglich ist,
konnte erst kirzlich mit den Genen xylA und xyIB aus Thermoanaerobacter ethanolicus erfolg-

reich gezeigt werden [Xiong et al., 2018].

Ein wichtiger Punkt bei der Kombination von Cellulosehydrolyse und Lésungsmittelpro-
duktion in einem einstufigen System sind unterschiedliche Optimaltemperaturen. Die meisten
bekannten Cellulasen und Hemicellulasen haben ein Aktivitdtsmaximum zwischen 50°C und
70°C [Blumer-Schuette et al., 2008, Kumar et al., 2008, Maki et al., 2009]. Die hier verwende-
ten Gene fir den Butanol-Stoffwechselweg dagegen stammen aus mesophilen Clostridien,
sodass eventuell eine niedrige Kultivierungstemperatur fir die C. thermocellum Stamme notig
sein kdnnte. Fiir das ebenfalls mesophile Bakterium R. cellulolyticum DSM 5812" waren keine
offensichtlichen Probleme in Bezug auf die Kultivierungstemperatur zu erwarten. Auch der
Abbau des lignocellulosehaltigen SC-Substrats verlief fiir R. cellulolyticum DSM 58127 iiber den
Temperaturbereich von 30 - 37°C gleichbleibend gut (vgl. 3.2.2.3). Es kdnnte jedoch sein, dass
durch die eingefligten Gene toxische End- oder Zwischenprodukte entstehen, die die Zellen
schadigen. Im Falle der transformierten R. cellulolyticum DSM 5812'-Zellen mit den Plasmiden
pMW1 und pMW2 konnte das moglicherweise der Grund fiir die beobachtete Zelllyse nach
kurzem Anwachsen der Kulturen nach der Transformation sein (vgl. 3.5.4.1).

Fir C. thermocellum Stamme gingen Temperaturen unter 50°C zwar mit einer langeren
Dauer fiir den Celluloseabbau einher, die Umsetzung blieb aber - verglichen mit allen anderen
bakteriellen Cellulosezersetzern - aullergewdhnlich effizient [Zverlov & Schwarz, 2008,

Dumitrache et al., 2013, Chen et al., 2014]. Trotzdem erreichte der Abbau des komplexen SC-
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Substrats nur bei Temperaturen zwischen 55 und 60 °C optimale Werte und fiel bereits bei 50
°C sichtbar geringer aus. Sollte die Kultivierungstemperatur fir die Aktivitdt der Enzyme aus
dem Butanol-Stoffwechselwegs dagegen nebensachlich sein - worauf die Ergebnisse unter
3.5.4.6 hindeuten - ware fir einen CBP Prozess ein thermophiler Organismus sehr interessant.
Durch die héheren Prozesstemperaturen kdnnen bspw. Kontaminationen vermindert, die Pro-
duktabtrennung durch Destillation oder Gas-Stripping erleichtert und der Celluloseabbau ver-

bessert werden [Demain et al., 2005, Blumer-Schuette et al., 2008, Abdel-Banat et al., 2010].

Trotz der Tatsache, dass C. thermocellum gerne als CBP Model-Organismus gehandelt
wird, ist bekannt, dass bereits Ethanolkonzentrationen von 5 g/l reichen, um maRgeblich das
Wachstum zu hemmen [Brown et al., 2011, Zhu et al., 2013]. Gegen extrazellular zugegebenes
Butanol reagierte sowohl C. thermocellum ATCC 27405" als auch R. cellulolyticum DSM 5812"
sensitiver als solventogene Clostridien oder gar Hefen und bereits ab 4 g/l Butanol war ein
vermindertes Kulturwachstum erkennbar, was den Literaturwerten entspricht [Tian et al.,
2019b]. Auch der Abbau von SC-Substrat verlief unter Zugabe von Butanol deutlich langsamer
(vgl. 3.2.2.7). Fur beide Clostridien konnte hier durch kurzfristige Adaptation ein besseres An-
wachsen der Kulturen auf Butanolkonzentrationen bis 8 g/l sowie - durch langsame und
schrittweise Adaptation - bis auf 14 g/l erreicht werden, wenn auch bei deutlich vermindertem
Wachstum. Das weniger toxische Ethanol kann dagegen von unadaptierten C. thermocellum
Kulturen in Konzentrationen von ca. 20 g/l toleriert werden [Brown et al., 2011, Hon et al.,
2017]. In mehreren Studien konnte die Toleranz von C. thermocellum gegen Ethanol jedoch
durch adaptive Evolution oder direkte Mutagenese auf bis zu 50 g/l gesteigert werden
[Timmons et al., 2009, Brown et al., 2011, Shao et al., 2011]. Diese an Ethanol adaptierten
Kulturen unterscheiden sich in der Zusammensetzung ihrer Membran sowohl auf Ebene der
Proteine, als auch auf der der Fettsdauren [Timmons et al., 2009]. Die dadurch vergroRerte Stei-
figkeit der vorher eher beweglicheren Membran erhdhte die Produkttoleranz, die als einer der
Schliissel zu einem besonders geeigneten CBP-fahigen Organismus gilt [Timmons et al., 2009].
Eine verbesserte Toleranz erhéht jedoch nicht zwangslaufig die Losungsmittelproduktion, die
zusammen mit der Wachstumsrate in den meisten dort analysierten Mutanten geringer ausfiel
als im Wildtyp [Timmons et al., 2009, Brown et al., 2011]. Es konnte aber noch ein weiter Me-
chanismus gefunden werden, der die Toleranz gegen Ethanol deutlich erhoht. So schienen
insbesondere die Mutationen in einer bifunktionalen Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase einen
groBen Unterschied fir die Toleranz zu machen, die deren Co-Faktorspezifitdt von NADH nach
NADPH anderten [Brown et al., 2011, Shao et al., 2011]. Wie die Ethanoltoleranz konnte auch

die Butanoltoleranz von C. thermocellum DSM 1313 durch adaptive Evolution auf bis zu 15 g/I
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erhoht werden; interessanterweise wurde auch dort die erhéhte Toleranz durch eine adhE-
Mutation vermittelt (D494G) was gleichermaRen zu einer Anderung des verwendeten Cofak-
tors von vorher NADH zu NADPH fihrte [Tian et al., 2019a]. Es sollte also moglich sein, die
Toleranz von C. thermocellum ATCC 27405' durch adaptive Evolution noch zu verbessern.
Nachdem die Transformation einer an Losungsmittel adaptierten Kultur wegen der damit ein-
hergehenden Verdanderung der Membranzusammensetzung aber vermutlich nicht, oder nur
sehr schwer moglich sein dirfte, sollte das erst nach der gezielten genetischen Modifikation

erfolgen.

Die beiden hier ausgewahlten Clostridien haben ein recht dhnliches Spektrum an Fermentati-
onsprodukten und auch die produzierten Mengen unterscheiden sich auf niedrigen Substrat-
konzentrationen nur geringfiigig (vgl. Abb. 9, S. 45). Durch gaschromatographische Analyse der
Kulturliberstande wurde die Konzentration von Ethanol, Isobutanol, Butanol, Essigsdure und
Buttersaure fir C. thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 58127 Kulturen und
deren Transformanten bestimmt. Alle anderen Fermentationsprodukte wurden nicht weiter
analysiert, weil sie oft nur in geringen Mengen oder unter bestimmten Kultivierungsbedingun-
gen nachweisbar sind. So konnte gezeigt werden, dass auch Formiat, Pyruvat und nicht uner-
hebliche Mengen Aminosduren zu den normalen Fermentationsendprodukten von C. ther-
mocellum ATCC 27405 gehoren, deren Konzentration sich v.a. mit steigender Substratkon-
zentration noch erhoht [Ellis et al., 2012, Holwerda et al., 2014].

Auf 2 % Cellulose bzw. Cellobiose als Kohlenstoffquelle lagen die Fermentationsprodukte im
Bereich von ca. 1 g/l Ethanol und 0,05 g/l Isobutanol, und auf 2 % unvorbehandeltem SC-
Substrat im Bereich von ca. 0,5 g/l Ethanol und 0,005 g/| Isobutanol. Angesichts der Tatsa-
che, dass mindestens 15 % des SC-Substrats nicht abgebaut werden kann (Asche) und der
Rest unter den hier verwendeten Bedingungen ca. zur Halfte abgebaut wurde (vgl. 3.2.2), ist
die Konzentration der Fermentationsprodukte auf SC-Substrat mit denen auf Cellobiose
oder Cellulose durchaus vergleichbar. Erwartungsgemal dauerte der Abbau von 1,33 % SC-
Substrat mit etwa 7 Tagen fiir C. thermocellum ATCC 27405" und 10 Tagen fiir R. cellulolyti-
cum DSM 58127 jedoch deutlich ldnger, als der von Cellobiose oder Cellulose. Oberhalb von

2 % Substrat (Cellobiose oder Cellulose) konnte unter den hier analysierten Bedingungen
keine hohere Konzentration an Fermentationsprodukten festgestellt werden. Eine solche
Substratsattigung wird haufig bei cellulolytischen Clostridien beobachtet und wird mit einer
Wachstumshemmung durch Anreicherung geloster Zucker oder Metabolite im Medium
(,carbon-catabolite-repression”), Saurebildung, einer mangelnden Oberflachenverfiigbar-
keit als Andockpunkte fir den Celluloseabbau oder mit dem Fehlen von Vitaminen oder

Spurenelementen in Verbindung gebracht [Zhang & Lynd, 2005b, Dumitrache et al., 2013,
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Verbeke et al., 2017, Xiong et al., 2018]. Auch bei Verwendung von SC-Substrat konnte fiir
C. thermocellum ATCC 27405 eine Verringerung der Abbaurate nach 3-4 Tagen festgestellt
werden, was jedoch durch Auswechseln eines Teils des Mediums, unter Wiederaufnahme
des abzentrifugierten Zell- und Substratpellets, umgangen werden konnte (vgl. Abb. 13, S.
50). Das lasst vermuten, dass eine Anreicherung von Zuckern oder Abbauprodukten im Me-
dium oder ein Mangel an Vitalstoffen fiir die beobachtete Stagnation verantwortlich sein
dirfte. Allerdings missen hohe Substratkonzentrationen fiir C. thermocellum nicht zwangs-
laufig zur Stagnation fiihren, was Holwerda et al. mit C. thermocellum Kulturen zeigte, die

bis zu 93g/I Avicel umgesetzen konnten [Holwerda et al., 2014].

Auch von R. cellulolyticum ist bekannt, dass sich hohere Substratkonzentrationen negativ
auf das Wachstum auswirken und zu einer Anreicherung von NADH und Pyruvat bis zu einem
toxischen Level fihren [Guedon et al., 1999a, Guedon et al., 1999b, Guedon et al., 2000a].
Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass sich eine solche Inhibierung durch Anpassung des
Mediums (Verwendung einer Spurenelement- und Vitaminlésung statt Hefeextrakt) oder
durch eine zusatzliche heterologe Expression von Pyruvat-verbrauchenden Stoffwechselwegen
(Pyruvat-Decarboxylase und ADH) deutlich verbessern lie} [Guedon et al., 2000b, Guedon et
al., 2002a].

Das bedeutet, dass durch Optimierung der Kultivierungsbedingungen eine Anpassung von
C. thermocellum und auch R. cellulolyticum an die hohen Substratkonzentrationen, die fiir eine

industrielle Nutzung noétig waren, erfolgen kdnnte.

Heterologe Expression der Gene des CoA-abhangigen Butanol-Stoffwechselwegs in

C. thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM 58127

Prinzipiell gibt es unterschiedliche Herangehensweisen, um Butanol fermentativ in einem CBP-
Prozess aus Cellulose herzustellen. Neben der ‘recombinant strategy” mit der versucht wird,
die wichtigsten Enzyme zum Abbau von Cellulose in Lésungsmittel-Produzenten zu exprimie-
ren, gibt es die , native strategy”, bei der in einem von Natur aus cellulolytischen Organismus
Bioalkohole produziert werden sollen [Lynd et al., 2005b, Tracy, 2012]. Letztere Strategie wur-
de bereits fiir einige cellulolytische Clostridien untersucht (s. Tab. 13, S. 99) und auch hier mit
Hilfe der Gene aus dem CoA-abhangigen Butanol-Stoffwechselweg solventogener Clostridien

verfolgt.

Schon vor Jahren wurden die Gene fiir den CoA-abhangigen Butanol-Stoffwechselweg aus sol-
ventogenen Clostridien heterolog in eine ganze Reihe von klassischen Labor- oder Produkti-

onsstammen wie E. coli [Atsumi et al., 2008a, Inui et al., 2008, Shen et al., 2011], S. cerevisiae
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[Steen et al., 2008], Bacillus subtilis [Nielsen et al., 2009] oder auch Lactobacillus brevis

[Berezina et al., 2010] integriert. Trotz der Verwendung monosacharidhaltiger Substrate, war

die Menge an rekombinant produziertem Butanol dabei meist sehr gering (z. B.: E. coli: 550 —

1200 mg/l; S. cerevisiae: 4 mg/l; L. brevis: 300 mg/|; B. subtilis: 24 mg/1) und damit deutlich von

einer industriell interessanten Konzentration entfernt [Atsumi et al., 2008a, Steen et al., 2008,

Nielsen et al., 2009, Berezina et al., 2010].

Tab. 13: Butanolproduktion auf Biomasse mit Hilfe cellulolytischer Clostridien

Substrat  Stamm Strategie Ergebnis Quelle
Cellulose  R. cellulolyticum Isobutanol 660 mg/I [Higashide et al.,
rekombinant 2011]
Cellulose  C. thermocellum Isobutanol 5,4 g/l [Lin etal., 2015]
rekombinant
Cellulose  R. cellulolyticum Butanol 120 mg/I [Gaida et al., 2016]
rekombinant
Cellulose  C. thermocellum DSM 1313 Butanol 195 mg/l / [Tian et al., 2019c]
rekombinant 357 mg/I
Cellulose  C. acetobutylicum und Butanol 350 mg/I [Salimi &
R. cellulolyticum in Co-Kultur Mahadevan, 2013]
Cellulose  C. celevecrescens N3-2 / Butanol 2,7bzw. 3,7 [Wangetal.,
Konsortium N3 und C. aceto-  in Co-Kultur g/l 2015]
butylicum ATCC 824
Reisstroh  C. thermocellum NBRC Butanol in Co- 5,5 g/l [Kiyoshi et al.,
103400 und C. saccharoper- Kultur mit Vor- 2015]
butylacetonicum N1-4 behandlung
Cellulose  C. thermocellum JN4 und C. Butanol 7,9 g/l [Nakayama et al.,
saccharoperbutylacetonicum  in Co-Kultur 2011, Nakayama et
N1-4 al., 2013]
Mais- C. cellulovorans 743B und C. Butanol in Co- 10,9 g/| [Wen et al., 2014]
spindeln  beijerinckii NCIMB 8052 Kultur mit alk.

Vorbehandlung

Um den CoA-abhangigen Butanol-Stoffwechselweg heterolog in cellulolytische Clostridien

zu exprimieren, die nicht in die Gruppe der klassischen Laborstamme fallen, ist ein etwas gro-

Rerer Aufwand nétig. Denn obwohl in den letzten Jahren eine ganze Reihe von neuen Werk-

zeugen und Vorgehensweisen fiir die genetische Modifikation von Clostridien entwickelt und

erfolgreich getestet wurden, sind wir noch ein ganzes Stiick davon entfernt, ihren Stoffwechsel

komplett zu verstehen und schnell und einfach in ihn einzugreifen [zusammengefasst

in: Lutke-Eversloh & Bahl, 2011, Joseph et al., 2018, Kolesinska et al., 2019].
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In der vorliegenden Arbeit konnten eine Reihe unterschiedlicher Transformanten erhalten
werden, die Butanol direkt aus Cellulose produzieren konnen. Weil die GroRe und Menge der
integrierten Gene fir den Butanol-Stoffwechselweg zu sehr groRen Plasmiden fiihrte, waren
die Transformationsraten aber gering (vgl. 3.5).

Wenngleich zu erwarten gewesen wire, dass R. cellulolyticum DSM 5812 - als mesophiles
Bakterium - besser geeignet ist, um darin die Enzyme fir den Butanol-Stoffwechselweg, die
ebenfalls aus mesophilen Organismen stammen, heterolog zu exprimieren, war es in diesem
Fall deutlich schwieriger, analysierbare Kulturen zu erhalten. In R. cellulolyticum DSM 5812"
konnte hier nur mit einem der getesteten Plasmide - pHYc-BCS-thl, das die Gene des BCS-
Operons und eine Thiolase aus C. acetobutylicum enthilt - bis zu 3 mg/| Butanol nachgewiesen
werden. Dasselbe Plasmid hatte in L. brevis zu einer Produktion von immerhin 300 mg/| Buta-
nol gefiihrt [Berezina et al., 2010]. Gaida et al. konnte 2016 den CoA-abhangigen Butanol-
Stoffwechselweg (mit den Genen crt, hbd, bcd und adhE2 aus C. acetobutylicum) in R. celluloly-
ticum H10 transformieren und damit Butanol direkt aus Cellulose produzieren [Gaida et al.,
2016]. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit verwendeten Genen wurde dabei auf die Gene
etfA/B verzichtet, adhE1 durch adhE2 ersetzt und statt th/ aus C. acetobutylicum atoB aus E.
coli verwendet. Das durch atoB kodierte Enzym AtoB besitzt eine hdhere spezifische Aktivitat,
wird nicht durch freies CoA inhibiert und hatte bereits bei der rekombinanten Butanolproduk-
tion in E. coli gut funktioniert [Shen et al., 2011, Gaida et al., 2016]. Die Verwendung dieser
Kombination von Genen fiihrte dort zu keinem verringerten Wachstum der transformierten R.
cellulolyticum H10 Zellen und resultierte in bis zu 120 mg/l Butanol [Gaida et al., 2016].

Jeder hier unternommene Transformationsversuch mit den Plasmiden pMW1 und pMW2,
fihrte fir R. cellulolyticum DSM 58127 im besten Fall zur Zelllyse nach kurzem Anwachsen der
Transformationsansatze auf eine geringe optische Dichte (ODgy) von ca. 0,2. Auch durch Ver-
suche mit unterschiedlichen Kultivierungstemperaturen, Substraten oder Substratkonzentrati-
onen direkt nach der Transformation (in Flissigmedium oder auf Kulturplatten) konnten keine
analysierbaren Einzelkulturen von R. cellulolyticum DSM 58127 mit den Plasmiden pMW1 oder
pMW?2 erhalten werden. Im Kulturiiberstand der lysierten Zellen des Transformationsansatzes
mit dem Plasmid pMW1 konnte jedoch - trotz nur sehr geringer Zelldichte - mit 4 mg/| bereits
etwas mehr Butanol nachgewiesen werden, als mit dem Plasmid pHYc-BCS-thl (vgl. 3.5.4.1). Da
eine so geringe Butanolkonzentration jedoch nicht toxisch fiir die Zellen ist, dirfte wohl weni-
ger das produzierte Butanol selbst, als vielmehr die Anreicherung eines der Zwischenprodukte
den transformierten R. cellulolyticum DSM 5812" Kulturen erheblich geschadet haben. Ein dhn-
liches Problem ergab sich auch bei der Transformation von R. cellulolyticum mit den Genen fiir

die Isobutanolproduktion liber den Weg der 2-Keton-Sdure-Zwischenprodukte. Dort konnte
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gezeigt werden, dass vermutlich das Genprodukt der eingefligten Acetolactat-Synthase (alsS)
einen toxischen Effekt auf R. cellulolyticum hat [Higashide et al., 2011]. Wahrscheinlich kénnte
- durch Variation oder Anpassung der verwendeten Gene (vgl. [Gaida et al., 2016]) oder durch
die Verwendung eines regulierbaren Promotors - die hier in R. cellulolyticum beobachtete Zell-
lyse verhindert werden, um so Einzelkulturen zu isolieren, die den CoA-abhangigen Butanol-

Stoffwechselweg rekombinat exprimieren.

Im Gegensatz zu den Schwierigkeiten mit R. cellulolyticum DSM 58127 konnten in C. thermocel-
lum ATCC 27405" einige der verwendeten Plasmide mit den Genen fiir den Butanol-
Stoffwechselweg transformiert und damit Butanol direkt aus Cellulose hergestellt werden. Die
hier angewandte Vorgehensweise zur Integration des CoA-abhangigen Butanolstoffwechsel-
wegs in C. thermocellum ATCC 27405 ist in Abb. 46 schematisch dargestellt. Die hochste nach-
gewiesene Butanolkonzentration in den C. thermocellum ATCC 27405' Transformanten wurde
mit den Plasmiden pMW1 und pMW?2 erzielt, die vom Kooperationspartner an der Universitat
Ulm zur Verfligung gestellt worden waren [Wensche, 2013]. Sie lag sowohl fir C. thermocellum
ATCC 27405" -pMW1 als auch -pMW2 maximal bei 13 mg/| nach 7 Tagen, durchschnittlich je-
doch meist im Bereich von 5 mg/Il. Daneben konnte in beiden Transformanten mehr Ethanol
(insbesondere bei niedrigeren Temperaturen) und Isobutanol nachgewiesen werden. Anhand
der Verteilung der unterschiedlichen Endprodukte (iber die Zeit lasst sich erkennen, dass Etha-
nol und Essigsdure hauptsachlich am Anfang und wahrend der exponentiellen Wachstumspha-
se produziert wurden. Isobutanol und Butanol wurden dagegen auch nach Ende des Wachs-
tums und bis zum Ende des hier analysierten Zeitraums von meist 4 - 7 Tagen gebildet, aller-
dings immer nur in sehr geringem Umfang, so dass die Werte nur langsam anstiegen. Eine dhn-
lich langsame Steigerung konnten auch Gaida et al. an den C. cellulolyticum Kulturen feststel-
len, in denen der CoA-abhdngige Butanol-Stoffwechselweg rekombinant exprimiert war. Auch
dort stieg die Butanolproduktion auf Cellulose nur sehr langsam (liber 20 Tage) auf bis zu 120
mg/l an, wahrend auf Cellobiose nicht mehr als 40 mg/I (nach 150 h) nachgewiesen werden

konnten [Gaida et al., 2016].

Um die Menge an produziertem Butanol durch Anpassung der Kultivierungsbedingungen zu
verbessern, wurden unterschiedliche Medien, Substrate und Inkubationstemperaturen analy-
siert. Ein GroRteil der hier verwendeten Medien basiert auf GS2, das sowohl fur C. thermocel-
lum Stamme als auch fir C. cellulolyticum DSM 5812" zu gutem Wachstum unter Standardbe-
dingungen fihrt und ein gangiges Medium zur Kultivierung cellulolytischer Clostridien ist

[Johnson et al., 1981].
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Abb. 46: Schematische Darstellung der hauptsachlichen Fermentationsprodukte von C. ther-

mocellum und der Integration des CoA-abhangigen Butanolstoffwechselwegs aus solventogenen
Clostridien; C. thermocellum kann mit Hilfe des zellgebundenen Cellulosoms Biomasse abbauen,

die entstandenen Cellodextrine aufnehmen und eine Vielzahl von Fermentationsendprodukten da-
raus produzieren. Im blauen Oval ist der CoA-abhéangige Butanol-Stoffwechselweg gezeigt, der hier
tiber die Plasmide pMW1 und pMW2 in C. thermocellum ATCC 27405" eingefligt wurde. Thiolase
(Thl), B -Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (Hbd), Crotonase (Crt), Butyryl-CoA-Dehydrogenase
(Bcd), die Untereinheiten des Elektronentransfer Flavoproteins (EtfA/B), Butyraldehyd-

Dehydrogenase (Ald) und Butanol-Dehydrogenase (Bdh), bifunktionale Aldehyd/Alkohol-
Dehydrogenasen (AdhE), Alkohol-Dehydrogenasen (BdhA und BdhB).
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Der darin enthaltene Hefeextrakt (6 g/lI) wurde in den ebenfalls getesteten Medien GS2Y ver-
doppelt und in MJ-Medium durch eine Vitaminlosung ersetzt (vgl. 2.7.1). Bei der Wachs-
tumsanalyse auf diesen drei Medienvarianten zeigte sich, dass die final hochsten Butanolkon-
zentrationen auf GS2 erzielt werden konnten (vgl. Abb. 43, S. 84). Bei Verwendung von MJ
(ohne Hefeextrakt), fielen die Konzentrationen von Ethanol, Essigsdure und Isobutanol sowie
das Wachstum geringer aus, die Butanolkonzentration blieb aber in etwa gleich und war somit
anteilsmaRig hoher. Die doppelte Menge Hefeextrakt im Medium flihrte dagegen zu niedrige-
ren Isobutanol und Butanolkonzentrationen in den Kulturliberstdnden. In aktuellen Studien zur
rekombinanten Produktion von Alkoholen in C. thermocellum (vgl. Tab. 13, S. 99) werden vor-
wiegend synthetische Medien verwendet, die auf MTC-5 (Medium for Thermophilic Clostridia)
basieren. Verglichen mit den hier verwendeten synthetischen Medium MJ nach Johnson et al.
wurde in neueren Studien mit 10-20-fach héheren Vitaminkonzentrationen und einer zusatzli-
chen Spurenelementlésung gearbeitet [Holwerda et al., 2012, Holwerda et al., 2014, Lin et al.,
2015, Tian et al., 2019c]. Ausgehend von MTC-5 Medium (10-fach hohere Konzentration an
Vitaminen als MJ), entwickelte und verwendete Holwerda et al. LC Medium, das fur die Versu-
che zur Umsetzung von sehr hohen Substratkonzentrationen auf einen moglichst geringen
Kohlenstoffhintergrund ausgerichtet war [Holwerda et al., 2012]. In den damit unternomme-
nen Analysen konnte gezeigt werden, dass eine mehrmalige Zugabe von Vitaminen im Kultivie-
rungsverlauf forderlich ist und zu einer deutlich besseren Substratumsetzung fiihrte [Holwerda
et al., 2014]. Tian et al. nutze zur rekombinanten Butanolproduktion eine Variation von MTC-5,
verdoppelte die Vitaminlosung dabei aber nochmals [Tian et al., 2019c]. Auch wenn es keine
genaueren Analysen zum Vitaminbedarf gibt, schein sowohl die Menge als auch der Zeitpunkt
der Vitaminzugabe einen deutlichen Effekt auf die Substratumsetzung und auch auf die Hohe
der Fermentationsprodukte zu haben.

Eine Erganzung von GS2 mit Zusatzen, die die Losungsmittelproduktion in solventogenen
Clostridien verbessern (wie Eisen(ll)-Sulfat, Ammoniumacetat oder Glucose), fihrte zu keinen
héheren Butanolkonzentrationen und resultierte hauptsachlich in einer verringerten Produkti-
on von Isobutanol (vgl. Abb. 39, S. 78). Es gibt dariber hinaus noch eine Reihe von weiteren
Medienzusatzen, die gangiger Weise verwendet werden, um die Losungsmittelproduktion in
solventogenen Clostridien zu steigern. Clostridien bendtigen zur Produktion von Alkoholen ein
hohes Redoxpotential. So lasst sich haufig Gber die Verfligbarkeit von zusatzlichen Reduktions-
dquivalenten (z. B. durch Zugabe von Glycerin oder Methylviologen zum Medium) die Butanol-
produktion verbessern und das Verhaltnis der einzelnen Produkte verschieben [Mitchell, 1998,
Tashiro et al., 2007, Atsumi et al., 2008a, Zhang et al., 2014]. Durch Methylviologen konnte

auch in C. thermocellum ATCC 27405" und den Transformanten mit den Plasmiden pMW1 und
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pMW?2 die Menge und Zusammensetzung der Fermentationsprodukte geringfligig beeinflusst
werden (vgl. Abb. 41, S. 81). In C. thermocellum ATCC 27405"-pMW?2 fihrte das neben einer
geringfligigen Steigerung der Butanolproduktion v.a. zu einer héheren Ethanol- und einer ge-
ringeren Isobutanolproduktion. Die Zugabe von Zusatzen (insbesondere von solch kosteninten-
siven wie Methylviologen) und die Analyse des dadurch geanderten Verhaltnisses der Fermen-
tationsprodukte, diirfte erst dann sinnvoll sein, wenn die grundsatzliche Butanolproduktion
deutlich hoher liegt. Die Zugabe vom Ethanol zum Fermentationsansatz, einem der hauptsach-
lichen Endprodukte von C. thermocellum ATCC 27405', wire auch eine Méglichkeit das Pro-
duktverhaltnis zu verschieben und so die Bildung der anderen Fermentationsprodukte zu be-
glnstigen. So konnte Tian et al. 2019 zeigen, dass sich durch Zugabe von Ethanol (in derselben
GroRenordnung, wie es C. thermocellum ATCC 27405 selbst produziert) das Produktverhaltnis

verschieben und so die Butanolproduktion um bis zu 20 % steigern lieR [Tian et al., 2019d].

Obwohl ein Einfluss der Medienzusammensetzung auf die Produktbildung fiir C. thermocellum
und R. cellulolyticum bekannt ist, ist sie jedoch nicht ganzlich geklart [Holwerda et al., 2012].
Hier war sowohl die Butanol- als auch die Isobutanolbildung von C. thermocellum ATCC 27405"
und dessen Transformanten in geringem Umfang von der Medienzusammensetzung und -
erganzung abhangig. Ausgehend von den Medien in aktuellen Veroffentlichungen (s.o.), kénn-
te eine genauere Bestimmung und Optimierung des Vitamin- und Spurenelementbedarfs in
weiterflihrenden Fermentationsanalysen mit C. thermocellum Kulturen zu einer Verbesserung
des Substratabbaus und zu gesteigerten Lésungsmittelkonzentrationen fihren.

Die Zusammensetzung eines Mediums zur Optimierung der Losungsmittelproduktion di-
rekt auf einem cellulosehaltigen Substrat hdangt vermutlich auch stark von der Substratwahl
und dessen Beschaffenheit ab. Fiir C. thermocellum ATCC 27405" und R. cellulolyticum DSM
5812 ist bekannt, dass hohe Substratkonzentrationen haufig zu einer Wachstumsinhibierung
flihren, was auch fir die hier analysierten Kulturen oberhalb von ca. 2 % Substrat erkennbar
war (vgl. S. 97) [Zhang & Lynd, 2005b, Xiong et al., 2018]. Deswegen wurde sowohl fiir die Ana-
lyse der Fermentationsprodukte in den Kulturiiberstanden von C. thermocellum ATCC 27405'
und R. cellulolyticum DSM 58127 als auch fiir die der Transformanten meist mit 2 % Substrat
gearbeitet. Generell produzierten die C. thermocellum Transformanten mit den Plasmiden
pMW1 und pMW2 mehr Ethanol, Isobutanol und Butanol als der Wildtyp. Insbesondere die
Verwendung von Cellulose in GS2 fuhrte fur Kulturen beider Transformanten zu ca. 1/3 hohe-
ren Ethanol- und Isobutanolwerten als bei C. thermocellum ATCC 27405". Im Vergleich dazu
waren die Werte fir diese beiden Alkohole auf Cellulose in Minimalmedium (MJ) eher gering,

was auch an dem geringeren Wachstum der Transformanten in MJ liegen dirfte. Fiir C. ther-
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mocellum ATCC 27405"-pMW?2 konnten auf Cellulose - in beiden Medien - hthere Butanolwer-
te erreicht werden, als auf Cellobiose, wahrend fir C. thermocellum ATCC 27405'-pMW1 kein
deutlicher Unterschied in der Butanolproduktion in Abhangigkeit von der Kohlenstoffquelle
erkennbar war. Nachdem sich die beiden Transformanten nur in den Gen(en) fir die Aldehyd-
und Alkohol-Dehydrogenase(n) (adhE auf dem Plasmid pMW2 bzw. bdh+ald auf pMW1) unter-
scheiden, scheint die Verwendung von adhE auf Cellulose zu einer bevorzugten Bildung von
Butanol beizutragen. Allerdings lag die maximale Butanolkonzentration mit 13 mg/l immer in
einem sehr niedrigen Bereich und weit unterhalb derjenigen fiir Ethanol und Isobutanol.
Insbesondere bei hohen Substratkonzentrationen nutzt C. thermocellum eine Vielzahl von
unterschiedlichen - und hauptsachlich NADH-abhangigen - Stoffwechselwegen, um die NAD
Regeneration und damit die Glykolyse an Laufen zu halten [Holwerda et al., 2014]. Mit stei-
genden Substratkonzentrationen - wie sie fir eine industrielle Anwendung notig waren - miss-
te das Medium angepasst werden, um den Substratabbau zu verbessern und eine Stagnation
zu vermeiden. Nach Optimierung der Bedingungen konnten beispielsweise bis zu 93 g/| Avicel
von C. thermocellum DSM 1313 in bis zu 12 g/| Ethanol und 1,6 g/l Isobutanol umgesetzt wer-
den [Holwerda et al., 2014]. Dafiir wurde ein Medium mit einem geringen Kohlenstoffhinter-
grund verwendet sowie eine Spurenelementlosung und eine 10-fach héhere Menge an Vitami-
ne als in dem hier verwendeten MJ Medium, die dosiert im Laufe des Wachstums zugesetzt

wurden [Holwerda et al., 2012, Holwerda et al., 2014].

Nachdem es sich bei C. thermocellum um einen thermophilen Organismus handelt, war davon
auszugehen, dass neben der Medienzusammensetzung auch die Kultivierungstemperatur ei-
nen Einfluss auf das Wachstum der Transformanten und die Bildung von Fermentationspro-
dukten haben wiirde. Eine Kultivierung bei 42°C fiihrte sowohl in C. thermocellum ATCC 27405'
und - noch verstarkt - in den Transformanten zur bevorzugten Bildung von Ethanol. Dagegen
wurde wider Erwarten bei 60°C etwas mehr Butanol und Isobutanol produziert als bei niedri-
geren Temperaturen. Die drei Stoffwechselwege fiir Ethanol, Butanol und Isobutanol teilen
sich v.a. die Abhangigkeit von Pyruvat und NADH sowie die Aktivitdt der Aldehyd- und Alkohol-
Dehydrogenase(n). Entsprechend koénnte z.B. eine veranderte NADH-Verfligbarkeit oder die
Temperatursensitivitdit und dadurch geanderte Spezifitdt einer Alkohol-Dehydrogenase der
Grund fiir die Verschiebung der Fermentationsprodukte mit sinkender Inkubationstemperatur
sein. Nachdem gezeigt werden konnte, dass auch die Aldehyd- und Alkohol-Dehydrogenase(n)
aus C. thermocellum dazu in der Lage sind, Butylaldehyd bzw. Isobutylaldehyd in Butanol bzw.
Isobutanol umzusetzen (vgl. 3.5.4.3 und s. S. 107), kénnte auch deren Aktivitdt zu einer Ver-

schiebung der Fermentationsprodukte beigetragen haben. Von den Enzymen, die durch die
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Gene des BCS-Operons kodiert werden, wurde bisher nur fir Hbd eine sehr hohe Temperatur-
stabilitdat sowie eine hohe Toleranz gegen Butanol nachgewiesen [Sommer et al., 2013]. Fir
alle Schritte des Butanol-Stoffwechselweges gabe es auch Isoenzyme aus thermophilen Bakte-
rien [Keller et al., 2015, Loder et al., 2015, Tian et al., 2019c]. Allerdings lagen die Ergebnisse
von Tian et al. - in der Genkombination, die der hier verwendeten am nachsten kommt - bei
Verwendung von Genen (thl, crt, bcd, etfAB, bad) aus verschiedenen thermophilen Organis-
men sowie bdh aus C. acetobutylicum, mit einer Butanolkonzentration von 15 mg/I (7 d; 20 g/I
Cellobiose) nur geringfligig hoher [Tian et al., 2019c]. Aus den hier gewonnen Ergebnissen und
den Vergleichswerten mit Genen aus unterschiedlichen thermophilen Organismen von Tian et
al., kann davon ausgegangen werden, dass die Enzyme aus den Butanol-Stoffwechselweg -
trotz ihres Ursprungs aus mesophilen Clostridien - eine recht hohe Temperaturstabilitdt besit-
zen. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass es nicht notig ist, die Kultivierungstemperatur zu
senken, was insbesondere fiir einen effektiven Celluloseabbau eine gute Voraussetzung ware

[Demain et al., 2005].

R. cellulolyticum und auch C. thermocellum produzieren neben Ethanol, Isobutanol und Essig-
saure noch eine Vielzahl weiterer Produkte [Higashide et al., 2011, Ellis et al., 2012, Holwerda
et al., 2014]. Fur C. thermocellum gehoéren dazu neben Ethanol, Milch- und Essigsdure auch
Ameisensdure, 2,3-Butandiol (SS, RR und auch meso-2,3-Butandiol) und Isobutanol sowie Py-
roglutamat, Xylitol, Pyruvat, 1,2,3-Butantriol, 2-Methyl-1-Butanol und 3-Methyl-1-Butanol
[Holwerda et al., 2014]. AuRerdem konnte eine tGberraschend hohe Bildung von extrazellularen
Aminosauren nachgewiesen werden, die durch Knock-Out konkurrierender Stoffwechselwege
(Aldh fir Lactat und/oder Apta fiir Acetat) oder steigende Substratkonzentrationen noch ver-
starkt werden konnte [van der Veen et al., 2013b, Holwerda et al., 2014].

Die Mehrzahl der Stoffwechselwege, die zu den diversen Fermentationsendprodukten von
C. thermocellum fiihren, sind NADH-abhdngig; genau wie der Butanol-Stoffwechselweg, der
hier integriert wurde (vgl. Abb. 46, S. 102). Die dadurch entstehende mangelnde NADH- und
Pyruvat-Verfligbarkeit dirfte vermutlich der grofSte Engpass fiir eine gesteigerte rekombinante
Butanolproduktion sein. Um diese Engstelle im rekombinanten Stoffwechselweg zu verbes-
sern, musste voraussichtlich die Produktion einiger konkurrierender Nebenprodukte wie Etha-
nol, Essig-, Ameisen- oder Milchsdure vermindert bzw. entfernt und zusétzlich die Cofaktorab-
hangigkeit der einzelnen Stoffwechselschritte optimiert werden. Bei Versuchen zur Steigerung
der Ethanolproduktion in cellulolytischen Clostridien ergab sich eine dhnliche Problematik. So
konnte fiir R. cellulolyticum DSM 58127 bereits nachgewiesen werden, dass durch Knock-out

der L-Lactat-Dehydrogenasen (Ccel_0137 und Ccel_2485) und der L-Malat-Dehydrogenase
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(Ccel_0135) entsprechende Nebenprodukte vermieden und dadurch die Ethanolproduktion
deutlich verbessert werden konnte [Li et al., 2012]. Auch fiir C. thermocellum war ein umfang-
reiches Eingreifen in dessen Stoffwechsel an mehreren Stellen notwendig, um eine deutliche
Steigerung der Ethanolproduktion zu erzielen (zusammengefasst in: Olson et al., 2015]. Ausge-
hend von einem genetisch modifizierten C. thermocellum Stamm (Ahpt AhydG Aldh Apfl Apta-
ack [Papanek et al., 2015]), der aber nur schlechtes Wachstum zeigte, konnten so durch zwei
anschlieRende Runden adaptiver Evolution verbessertes Wachstum und Ethanolkonzentratio-

nen von bis zu 25 g/l erhalten werden [Tian et al., 2016].

Wie Ethanol, das bereits seit Jahren als Treibstoffzusatz verwendet wird, ware auch Isobutanol
hervorragend fiir einen solchen Einsatz geeignet. Es besitzt dhnliche technische Eigenschaften
wie Butanol und stellt eine gute Alternative fir die Kraftstoffgewinnung aus Biomasse dar
[Chen & Liao, 2016]. Ethanol und auch Isobutanol kdnnen von R. cellulolyticum und C. ther-
mocellum schon von Natur aus produzierte werden, wobei fir C. thermocellum bis zu 1,6 g/l
Isobutanol bei der Verwendung sehr hoher Substratkonzentrationen nachgewiesen werden
konnten [Holwerda et al., 2014]. Es wird davon ausgegangen, dass Isobutanol in beiden cellulo-
lytischen Clostridien (iber den Valin-Stoffwechselweg und die Enzyme Ketoisovalerat-
Oxidoreduktase und Acetolactat-Synthase in Kombination mit Alkohol-Dehydrogenasen syn-
thetisiert wird [Higashide et al., 2011]. Durch zusatzlich eingefligte Gene fir eine a-
Ketoisovalerate-Decarboxylase (kivd) und eine a-Acetolactat-Synthase (ilvBN/ilvCD) konnte die
in R. cellulolyticum auch in C. thermocellum bereits vorhandene Isobutanolproduktion noch
deutlich auf 660 mg/I bzw. 5,4 g/l gesteigert werden [Higashide et al., 2011, Lin et al., 2015].
Neben einer Isobutanolkonzentration von bis zu 22 g/l (50 g/I mit Produktentfernung) in E. coli
[Atsumi et al., 2008b, Atsumi et al., 2010, Baez et al., 2011], konnte auch in mehreren anderen
Organismen bereits Isobutanol Uber unterschiedliche Stoffwechselwege hergestellt werden [Li
et al., 2011, Lee et al., 2012, Brat & Boles, 2013, Lin et al., 2014]. Nachdem der Isobutanol-
Stoffwechselweg vom Aminosdure-Stoffwechsel abzweigt, ldsst er sich vermutlich einfacher in
recht unterschiedlichen Organismen rekombinant darstellen [Lan & Liao, 2013]. Das durfte -
zusammen mit den héheren Produktkonzentrationen - auch fir die Verwendung von Biomasse
als Ausgangssubstrat zur rekombinanten Produktion von Bioalkoholen ein Vorteil gegentliber

Butanol sein.

Der letzte Schritt im Isobutanol- und auch im Butanol-Stoffwechselweg wird von Alkohol-
Dehydrogenasen katalysiert. Neben einigen Alkohol-Dehydrogenasen (Cthe_0101, Cthe_0394,
Cthe_2579) besitzt C. thermocellum selbst auch eine bifunktionale Aldehyd-Alkohol-
Dehydrogenase (Cthe_0423) [Raman et al., 2011, Lo et al., 2015, Rydzak et al., 2015]. In den
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hier unternommenen Versuchen zur Substratspezifitit dieser C. thermocellum ATCC 27405'

Dehydrogenasen konnte gezeigt werden, dass sie unspezifisch genug sind, um dem Medium
zugesetzte Buttersdure oder auch Butyraldehyd zu Butanol umzusetzen und ebenso Isobuty-
raldehyd zu Isobutanol [s. 3.5.4.3]. Dabei konnte von C. thermocellum ATCC 27405" aus der
zugesetzten Buttersaure bis zu 0,18 g/l Butanol gebildet werden. Eine schrittweise Zugabe von
Butyraldehyd bzw. Isobutyraldehyd lieferte in C. thermocellum ATCC 27405 und in beiden
Transformanten mit den Plasmiden pMW1 und pMW?2 sogar bis zu 1,8 g/I Butanol bzw. 1,5 g/I
Isobutanol innerhalb weniger Stunden (vgl. Abb. 40, S. 80). Das lasst vermuten, dass die Alde-
hyd-/ und Alkohol-Dehydrogenase(n) aus C. thermocellum ATCC 27405 ausreichen diirften,
um die letzten Schritte des Butanol- und auch des Isobutanol-Stoffwechselwegs selbststandig
zu katalysieren und nicht zusatzlich integriert werden miussten. Allerdings kénnte eine zusatzli-
che Optimierung der vorhandenen bifunktionalen Aldehyd-/ Alkohol-Dehydrogenase eine
deutliche Verbesserungen der Spezifitat fur Butanol und / oder der Toleranz gegen Butanol
ermoglichen. So lieB sich fur C. acetobutylicum durch geringe Modifikationen der Aldehyd-
Alkohol-Dehydrogenase die Spezifitat fir Butanol gegeniber Ethanol auf bis zu 17:1 steigern
[Dai et al., 2016, Cho et al., 2019]. Fir C. thermocellum konnte gezeigt werden, dass bereits
der Austausch einer einzigen Aminosaure, die die Co-Faktorspezifitat der bifunktionalen Alde-
hyd-Alkohol-Dehydrogenase aus C. thermocellum DSM 1313 von NADH nach NADPH &nderte,
dafiir verantwortlich war, die Toleranz gegen verschiedene Alkohole deutlich zu erhéhen [Tian
et al., 2019a]. Sowohl eine hohe Toleranz als auch eine hohe Spezifitdt gelten als Schlissel fur
einen besonders geeigneten CBP Organismus, sodass eine Optimierung der verwendeten (Al-
dehyd-/) Alkohol-Dehydrogenase(n) wahrscheinlich auch zu einer héheren Butanolproduktion

beitragen diirfte - insbesondere, wenn dabei deren Cofaktorspezifitat geandert werden kann.

Bei der Analyse von GT6 als potenzieller Gen-donor fiir eine verbesserte rekombinante Buta-
nolproduktion wurde eine Repressorbindestelle in der Promotorregion des BCS-Operons ge-
funden (vgl. 3.4.3), die auch in verschiedenen solventogenen Clostridien nachgewiesen werden
konnte [Panitz et al., 2014, Zhang et al., 2014]. Der Repressor Rex reguliert wahrscheinlich in
solventogenen Clostridien und in einer Vielzahl anderer Bakterien in Abhadngigkeit von der
NADH-Verfuigbarkeit die Transkription einer ganzen Reihe NADH-abhangiger Gene wie auch
die des BCS-Operons oder der Thiolase [McLaughlin et al., 2010, Ravcheev et al., 2012, Zhang
et al., 2014]. Als erganzende MaRnahme und um die NADH-Verfligbarkeit spezifisch fur die
eingefligten Gene zu verbessern, konnte die Repressor-Rex-Bindestellen mutiert werden, die
sowohl in der Promotorregion vor dem BCS-Operon als auch vor den (Aldehyd-/)Alkohol-

Dehydrogenase(n) in den Plasmiden pMW1 und pMW?2 vorhanden sind. Durch die fehlende
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Repressor-Rex-Bindestelle vor den eingefligten Genen des Butanol-Stoffwechselwegs, konnte
eventuell eine Repression dieser Gene durch mangelnde NADH-Verfiigbarkeit umgangen wer-
den. Optimal kdnnte das gleichzeitig dazu fiihren, dass die Gene, die fiir Enzyme aus konkurrie-
renden NADH-abhdngigen Stoffwechselwegen codieren, umso deutlicher reprimiert bleiben.
Mit dem dafiir testweise konstruierten Plasmid p/MP1-thl-ter,,, (mit ter fiir eine trans-Enoyl-
CoA-Reductase statt bcd/etfA/B (s.u.) und mit einer mutierten Rex-Bindestelle vor der Cro-
tonase; vgl. Tab. 11, S. 63) konnten in ersten Tests in C. thermocellum ATCC 27405" aber keine
héheren Butanolkonzentrationen erhalten werden als mit den Plasmiden pMW1 und pMW2.
Flr einen genetisch modifizierten C. acetobutylicum Stamm (ACAC1502 Aupp) wurde vor
kurzem versucht, neben den Genen ptb, buk, ctfAB und IdhA (vgl. Abb. 1) auch das Gen rexA
fur den Repressor Rex zu deletieren [Nguyen et al., 2018]. Das fihrte zwar zu einer hdheren
Aktivitdt von Hbd (Acetoacetyl-CoA - 3-Hydroxybutyryl-CoA), aber nicht der Thiolase (Acetyl-
CoA - Acetoacetyl-CoA), da diese zusatzlich noch liber die CoenzymA-Verfligbarkeit reguliert
ist. Auch das Ersetzen von th/A durch AtoB (aus E. coli) verbesserte das Butanol zu Ethanol
Verhaltnis nur geringfligig. Erst der Austausch des Gens hbd fiir eine NADH-abhdngige -
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase durch das Gen fir das entsprechende aber NADPH-
abhangige Enzym aus C. kluyveri, fliihrte zu einer deutlich héheren Butanolproduktion. Erst
durch diese Vielzahl von Eingriffen in den endogenen Butanol-Stoffwechselweg gekoppelt mit
einer Optimierung des technischen Prozesses, konnte die Butanolkonzentration soweit zu er-
hoéht werden, dass eine biotechnologische Produktion auch aktuell rentabel sein kann.

[Nguyen et al., 2018]

Wie auch hier konnte in den meisten anderen Fallen, in denen der Butanol-Stoffwechselweg
aus solventogenen Clostridien Gbernommen und rekombinant in industriellen Produktions-
stdammen exprimiert wurde, nur wenig Butanol produziert werden [Atsumi et al., 2008a, Steen
et al., 2008, Nielsen et al., 2009, Berezina et al., 2010]. Der CoA-abhangige Butanol-
Stoffwechselweg nutzt im Bcd/EtfA/B Komplex, der Crotonyl-CoA zu Butyryl-CoA katalysiert,
neben dem Cofaktor NADH auch noch Ferredoxin [Bennett & Rudolph, 1995, Li et al., 2008,
Buckel & Thauer, 2013]. Dieser gekoppelte Reaktionsschritt sorgt v.a. rekombinant fir Proble-
me [Atsumi et al., 2008a, Inui et al., 2008, Nielsen et al., 2009, Berezina et al., 2010]. Mit der
trans-Enoyl-CoA-Reductase Ter (urspriinglich aus Treponema denticola [Tucci & Martin, 2007])
gibt es ein weiteres Enzym fiir den Schritt von Crotonyl-CoA zu Butyryl-CoA, das in den meisten
neueren Versuchen, den Butanol-Stoffwechselweg rekombinant darzustellen, auch (z.T. modi-
fiziert) verwendet wurde [Shen et al., 2011, Kataoka et al., 2015, Loder et al., 2015, Tian et al.,

2019c]. Die Vorteile von Ter im Vergleich zum Bcd/EtfA/B Komplex sind, dass das Enzym nicht
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sauerstoffanfallig ist, die Reaktion nicht reversibel ist und auch, dass es NADH direkt nutzt
[Tucci & Martin, 2007, Shen et al., 2011, Bond-Watts et al., 2012]. Um zu Uberpriifen, ob die-
ses Enzym in C. thermocellum ATCC 27405" zu einer deutlichen Steigerung der Butanolbildung
flihrt, wurden einige Transformationen mit dem Plasmid p/MP1-thl-ter unternommen, das
neben thl, crt und hbd ein Gen fir eine trans-Enoyl-CoA-Reductase besitzt, deren Codonver-
wendung an Clostridien angepasst wurde (jedoch keine Alkohol-Dehydrogenase). Mit diesem
Konstrukt konnte zwar sowohl in E. coli (anaerob) als auch in C. thermocellum ATCC 27405'
Butanol produziert werden, allerdings lag die Menge unter der, die mit den Plasmiden pMW1
und pMW?2 erzielt werden konnte (vgl. 3.4.4). Auch andere Studien ergaben, dass die Verwen-
dung von ter zwar die Produktion von Butanol rekombinant etwas verbessern kann, als alleini-
ge MalRnahme jedoch nicht ausreicht, um eine deutliche Butanolsteigerung zu erzielen [Shen
etal., 2011, Tian et al., 2019¢].

So konnte Tian et al. durch die Integration von ter aus Spirochaeta thermophila und unter
Verwendung von Enzymen aus verschiedenen termophilen Organismen fiir die ibrigen Schritte
des Butanol-Stoffwechselwegs (thl, hbd und crt aus Thermoanaerobacterium thermosaccharo-
lyticum sowie bad und bdh aus Thermoanaerobacter sp. X514) in C. thermocellum DSM 1313
42 mg/l Butanol nachweisen; trotz vorhergehender Deletion der Gene fiir die Lactat- (/dh) und
Isobutanolbildung (Clo1313_1353-1356). Erst zusammen mit der gleichzeitigen Uberexpression
einer Thl-Variante (mit hoherer V., und geringerer Sensitivitdt gegen den Inhibitor Coenzym
A) und von Varianten der Enzyme Ter (E75A) und Hbd (D31A, I32R, P36l) mit jeweils gednder-
ter Cofaktor-Spezifitdt (von NADH zu NADPH, was gleichzeitig V., deutlich erhdhte), fihrte zu
bis zu 195 mg/l Butanol. Eine Optimierung der Kultivierungsbedingungen durch Batch-
Fermentierung und die gleichzeitige Zugabe von Ethanol (4000 mg/l) konnte die Butanolkon-
zentration final auf 357 mg/| erhéhen. [Tian et al., 2019c]

Auch in Studien mit S. cerevisiae konnte erst eine massive Optimierung des Butanol-
Stoffwechselwegs durch Verwendung einer Kombination von Genen aus verschiedenen Orga-
nismen und das gleichzeitige Ausschalten von konkurrierenden Stoffwechselwegen sowie die
Verbesserung der Acetyl-CoA-Verfligbarkeit zu einer deutlich gesteigerten Butanolproduktion
von bis zu 120 mg/| fihren [Lian et al., 2014, Schadeweg & Boles, 2016].

Shen et al. argumentierten fir E. coli, dass vermutlich das Fehlen einer chemischen Trieb-
kraft im heterolog exprimierten Butanol-Stoffwechselweg dazu fiihrte, dass dort keine gréRe-
ren Mengen Butanol produziert werden konnten. Im Gegensatz zu Butanol existiert in ande-
ren, sehr erfolgreich in E. coli exprimierten Stoffwechselwegen wie denen fiir Ethanol, Isobu-
tanol oder Isopropanol, immer eine Stelle, an der ein irreversibler Schritt (wie z. B. die Freiset-

zung von CO,) den Flux in Richtung der Endprodukte forciert und dadurch eine hohe Produkti-
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on ermdglicht. Erst durch Anderung der Cofaktor-Abhingigkeit des Butanol-Stoffwechselwegs
zu nur noch NADH (ter statt bcd/etfAB), Inaktivierung alternativer NADH verbrauchender
Stoffwechselwege (Aldh, AadhE, AfrdBC), Verbesserung der Acetyl-CoA-Verfligbarkeit (Apta)
und weiterer Anpassungen, die den Flux in Richtung Butanol verschieben und die NADH Balan-
ce ausgleichen, konnten so letztendlich in E. coli bis zu 15 g/l Butanol (bzw. 30 g/I bei Endpro-
duktentfernung) produziert werden. [Shen et al., 2011]

Diese Versuche Butanol rekombinant zu produzieren zeigen, dass neben der Expression
der Gene aus dem Butanol-Stoffwechselweg noch eine sehr umfangreiche Anpassung und Op-
timierung im Stoffwechsel der jeweiligen Wirtsorganismen noétig ist, um damit hohere Buta-

nolkonzentrationen zu erreichen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene Nebenprodukte bzw. Reststoffe, die
bei der Weiterverarbeitung von Weizen in groBen Mengen anfallen, von Clostridien sehr gut
als Substrate genutzt werden kénnen, um - ohne oder mit nur geringer Vorbehandlung - dar-
aus Bioalkohole zu produzieren.

Auf den starke- und zuckerhaltigen Nebenprodukten WeizengrieRBkleie und Weizennach-
mehl konnte eine effiziente Butanolproduktion bereits durch Screening der am besten fir das
jeweilige Substrat geeigneten solventogenen Clostridien und Optimierung der Fermentations-
bedingungen erfolgen. Durch eine zusatzliche und vergleichsweise kostengiinstige enzymati-
sche Vorbehandlung ware das fiir Weizennachmehl bereits mit den hier im LabormaRstab er-
haltenen Butanolkonzentrationen wirtschaftlich sinnvoll.

Auch fiir das ebenfalls anfallende Weizenstroh konnten mit C. thermocellum ATCC 27405"
und R. cellulolyticum DSM 58127 zwei Mikroorganismen gefunden werden, die das Substrat
ohne weitere Vorbehandlung abbauen und zur Produktion von Bioalkoholen nutzen kénnen.
Nach Ausarbeitung einer Transformationsmethode konnten verschiedene Plasmide mit Genen
fiir den CoA-abhidngige Butanol-Stoffwechselweg in cellulolytische Clostridien transformiert
und dadurch bis zu 13 mg/I Butanol direkt auf Cellulose produziert werden. Obwohl die dafur
verwendeten Gene aus mesophilen Organismen stammen, konnte in C. thermocellum ATCC
27405 auch bei Temperaturen bis 60°C Butanol gebildet werden, was auf eine ausreichende
Temperaturstabilitdt der verwendeten Enzyme hindeutet. Allerdings bedarf eine effiziente
Umsetzung von Cellulose zu Bioalkoholen durch cellulolytische Organismen noch einer um-
fangreichen genetischer Optimierungen, um die produzierte Butanolmenge grundsatzlich
deutlich zu erhéhen. So ist zusatzlich wahrscheinlich eine detaillierte Analyse aller Zwischen-

schritte, zugehoriger Reaktionspartner und Reduktionsdaquivalente sowie eine anschlieBende
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massive Optimierung des Stoffwechsel erforderlich, um die Vielzahl an konkurrierenden Stoff-

wechselwegen, die dieselben Substrate oder Cofaktoren verwenden, anzupassen.

Ausblick

Als grolSte verfliigbare Kohlenstoffquelle auf der Erde stellt lignocellulosehaltige Biomasse ein
ideales regeneratives Substrat fir die fermentative Produktion von Biotreibstoffen oder Platt-
formchemikalien dar. Trotz aller Optimierungen erschweren aber v.a. hohe Kosten fiir die Vor-
behandlung und fiir die Enzyme zur Hydrolyse der Biomasse die Produktion von Bioalkoholen
aus Lignocellulose durch konventionelle Laborstamme [Olson et al., 2012, Parisutham et al.,
2014]. Hier konnte die Verwendung von cellulolytischen Organismen zum AufschlieRen der
Biomasse einen Vorteil und eine grofRe Kostenreduktion darstellen. Fiir biotechnologische An-
wendungen werden aus prozesstechnischen Griinden gerne Reinkulturen einer Spezies ver-
wendet, was jedoch kein natirliches Lebensprinzip ist. In der Natur besetzen Mikroorganismen
unterschiedliche Nischen und leben meist in Systemen zusammen in denen sie sich oft syner-
gistisch ergdnzen; beispielsweise durch einen Austausch von Vitaminen und Nahrstoffen. Bei
cellulolytischen Organismen wird davon ausgegangen, dass die Synergieeffekte von Co-
Kulturen auch zu einer Verbesserung des Cellulose-Abbaus fiihren [Mori, 1995, Salimi &
Mahadevan, 2013]. Wenn zwei so unterschiedliche Fahigkeiten wie die Zersetzung von Lig-
nocellulose und die Produktion von hohen Alkoholkonzentrationen kombiniert werden sollen,
sind auch Co-Kulturen von cellulolytischen Organismen mit solventogenen gut vorstellbar. In
Co-Kulturen von C. thermocellum mit C. saccharoperbutylacetonicum konnte z. B. auf Cellulose
bzw. auf vorbehandeltem Reisstroh bis zu 7,9 g/l Butanol produziert werden [Nakayama et al.,
2011, Nakayama et al., 2013, Kiyoshi et al., 2015]. Auch Kombinationen von genetisch modifi-
zierten Organismen, die jeweils fiir ein spezifisches Substrat oder Produkt optimiert wurden,
konnten eine geeignete Alternative darstellen. Beispielsweise konnte eine genetisch optimier-
ten C. thermocellum Mutante (Ahpt, Aldh, Apta) in Co-Kultur mit Thermoanaerobacterium sac-
charolyticum die produzierte Ethanolkonzentration auf Cellulose im Vergleich zur einzeln kulti-
vierten Mutanten fast verdoppeln [Argyros et al., 2011]. Fir die Kombination mit C. thermocel-
lum wiirden sich insbesondere solche solventogenen Organismen anbieten, die die von C.
thermocellum nicht genutzten Hexosen und Pentosen aus Biomasse bevorzugt verwerten und
so zusatzlich dessen Wachstumsinhibierung durch carbon catabolite repression verhindern. So
konnte in einem aktuellen Versuch eine stabile Co-Kultur von C. thermocellum mit Thermoclos-

tridium stercorarium (bisher: Clostridium stercorarium) und Thermoanaerobacter thermohyd-
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rosulfuricus, die bevorzugt die Hemicellulose Bestandteile nutzen, etabliert werden, was zu
einer deutlich verbesserten Substratumsetzung des verwendeten Weizenstrohs fiihrte [Froese
et al., 2019]. Wie hier gezeigt werden konnte, sind die Aldehyd-/Alkohol-Dehydrogenase(n)
aus C. thermocellum in der Lage, dem Medium zugegebenes Butyryl-Aldehyd und auch Butter-
saure effizient zu Butanol umzusetzen. Weitergedacht kdnnte in einer Co-Kultur C. thermocel-
lum den Abbau der Lignocellulose Gibernehmen und bevorzugt Cellodextrine verwerten, wah-
rend beispielsweise das ebenfalls thermophile Bakterium C. thermobutyricum die verbleiben-
den Zucker nutzen, um Buttersaure zu produzieren, die dann wiederum von C. thermocellum
zu Butanol umgesetzt werden konnte. Bereits ein erster Test dazu konnte zeigen, dass ein sol-
ches System grundsatzlich funktioniert und dass bereits auf niedrigen Substratkonzentrationen
und innerhalb von nur 1-3 Tagen bis zu 40 mg/| Butanol produziert werden konnte (Anhang
XXVII).

Nachdem cellulosehaltige Biomasse fiir eine biotechnologische Anwendung theoretisch aus
sehr vielen verschiedenen Quellen stammen kann und entsprechend unterschiedlich zusam-
mengesetzt ist, diirfte es vorteilhaft sein, wenn fiir jedes Substrat der am besten geeignete
cellulolytische und / oder saccharolytische Stamm gescreent und anschlieBend optimiert wer-
den konnte. Mit der augenblicklich rasant vorschreitenden Etablierung von Methoden zum
genetic engineering von Organismen, die nicht zu den klassischen Laborstammen zahlen,
kommen wir der Verwendung von Celluloseabbauern auf regenerativen Substraten so ein gro-
Res Stick ndher. So kénnten genetisch modifizierte cellulolytische Organismen in Einzel- oder
Co-Kultur als eine Art Plattform zur Produktion von Biotreibstoffen oder Grundchemikalien aus

cellulosehaltiger Biomasse oder Reststoffen eingesetzt werden.
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IX Anhang

Anhang I: Butanol-Toleranz von C. thermocellum F7; in GS2 mit 2 % Cellobiose bei 60°C und zugegebe-
nen Butanolkonzentrationen von 0,0 bis 1,4 %; n=2 + SD.

Butanoltoleranz von C. thermocellum F7
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Anhang Il: Sequenz-Vergleich der C. thermocellum ATCC 27405" Alkohol-Dehydrogenase (Cthe_0423)
mit denen aus C. saccharobutylicum DSM 13864 (CLSA_c03350), C. acetobutylicum ATCC 824 (AdhE
CA_P0035/AdhE2 CA_P0162) und C. beijerinckii NCIMB 8052 (Cbei_0305)

Proteinsequenz Alignment (CLUSTALW)

Sequence 1: cth Cthe 0423 873 aa
Sequence 2: csb CLSA c03350 871 aa
Sequence 3: cbe Cbei 0305 864 aa
Sequence 4: cac CA P0035 858 aa
Sequence 5: cac CA P0162 862 aa
Sequences (1:2) Aligned. Score: 67.7382
Sequences (1:3) Aligned. Score: 66.8981
Sequences (1:4) Aligned. Score: 63.7529
Sequences (1:5) Aligned. Score: 60.5568

DNA-Sequenz Alignment:

. A Max  Total uer Max
Accession Description E value
score score coverage ident
CP000568.1 Clostridium thermocellum ATCC 27405, complete genome 472 4729 100% 0.0 100%
CP000721.1 Clostridium beijerinckii NCIMB 8052, complete genome 762 799 96% 0.0 70%
Clostridium acetobutylicum plasmid pSOL1 aldehyde/alcohol
AF321779.1 596 596 82% 6e-169 66%

dehydrogenase (adhE2) gene, complete cds

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 megaplasmid pSOL1,

AE001438.3
complete sequence

193]
[e)]

1100 82% 6e-169 67%

X72831.1 C.acetobutylicum adhE, ctfA and ctfB genes 503 69% le-89 67%

w
w
w
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=125712750&dopt=GenBank&RID=PP3FK7KN015&log$=nucltop&blast_rank=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#125712750#125712750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=149901357&dopt=GenBank&RID=PP3FK7KN015&log$=nucltop&blast_rank=14
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#149901357#149901357
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=12958625&dopt=GenBank&RID=PP3FK7KN015&log$=nucltop&blast_rank=17
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#12958625#12958625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=14994317&dopt=GenBank&RID=PP3FK7KN015&log$=nucltop&blast_rank=18
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#14994317#14994317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=298080&dopt=GenBank&RID=PP3FK7KN015&log$=nucltop&blast_rank=19
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#298080#298080

Accession

L14817.1

M26941.1

Anhang lll:

Max Total uer Max
- T E value

Description
score score coverage ident

Clostridium acetobutylicum transcriptional repressor (solR)
and aldehyde-alcohol dehydrogenase (aad) genes, complete 333
cds

w

503 69% 1le-89  67%

Clostridium saccharobutylicum NADPH-dependent butanol

44.6 44.6 2% 0.008 72%
dehydrogenase (adh) gene, complete cds — ° 0

Sequenz-Vergleich der R. cellulolyticum DSM 5812" Alkohol-Dehydrogenase (Ccel_3198)

mit denen aus C. saccharobutylicum DSM 13864 (CLSA_c03350), C. acetobutylicum ATCC 824 (AdhE
CA_P0035/AdhE2 CA_P0162) und C. beijerinckii NCIMB 8052 (Cbei_0305).

Proteinsequenz Alignment (CLUSTALW)

Sequence 1: cce Ccel 3198 867 aa

Sequence 2: cbe Cbei 0305 864 aa

Sequence 3: csb CLSA c03350 871 aa

Sequence 4: cac CA P0035 858 aa

Sequence 5: cac CA P0162 862 aa

Sequences (1:2) Aligned. Score: 68.8657

Sequences (1:3) Aligned. Score: 68.0507

Sequences (1:4) Aligned. Score: 63.6364

Sequences (1:5) Aligned. Score: 62.181

Anhang IV: Feststoffanalyse (nach Van Soest) der einzelnen SC-Substrat Fraktionen

Lignin +
# Loslicher Abfall I6sliche Best. Hemicellulose Cellulose Asche
1 11,37 10,25 21,83 42,00 14,55
2 12,23 9,39 22,83 43,68 11,88
3 13,45 8,85 22,56 43,34 11,80
4 13,22 9,51 26,58 39,56 11,12
5 13,14 9,74 20,42 44,44 12,25
6 9,86 13,76 18,88 44,97 12,53
7 4,98 17,28 20,51 44,79 12,44
8 11,98 10,22 21,12 44,36 12,32
9 6,90 14,72 20,59 45,00 12,79
10 10,19 12,30 23,77 42,11 11,62
11 6,25 14,50 25,56 44,03 9,66
Loslicher Losliche
Abfall Bestandteile Hemicellulose  Cellulose Lignin / Asche
MW 10,33 11,87 22,24 43,48 12,09
SD 3,01 2,81 2,33 1,66 1,19
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid1485%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=PP3FK7KN015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=3790105&dopt=GenBank&RID=PP3FK7KN015&log$=nucltop&blast_rank=20
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#3790105#3790105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=144713&dopt=GenBank&RID=PP3FK7KN015&log$=nucltop&blast_rank=24
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#144713#144713

Anhang V: Analyse der optimalen Inokulationsmenge aus Sporensuspensionen (nach Van Soest);

a) Abbau von SC-Substrat durch aus Sporen angeimpfter Kulturen von C. thermocellum ATCC 27405 und
DSM 4150 in unterschiedlichen Anfangskonzentrationen [Angabe Abbau in % vom Ausgangsgewicht].

Hemi Hemi
ul  cellulose Cellulose ul cellulose  Cellulose
27405-Sp-3T 50 18,51 29,20 4150-Sp-3T 50 21,71 38,58
27405-Sp-3T 100 22,40 37,53 4150-Sp-3T 100 23,89 40,02
27405-Sp-3T 250 21,84 39,96 4150-Sp-3T 250 26,80 40,79
27405-Sp-3T 500 22,40 37,53 4150-Sp-3T 500 24,72 38,95
27405-Sp-7T 50 29,50 44,24 4150-Sp-7T 50 33,66 46,01
27405-Sp-7T 100 32,43 45,94 4150-Sp-7T 100 33,21 45,87
27405-Sp-7T 250 29,71 46,78 4150-Sp-7T 250 34,90 46,29
27405-Sp-7T 500 28,69 45,68 4150-Sp-7T 500 35,63 47,41

50 1 E Hemicellulose LiCellulose

Abbau [%]

50 100 250 500

C. thermocellum ATCC 27405"

3d

50 100 250 500
7d

50 100 250 500
3d

o]

50 100 250 500
7d

C. thermocellum DSM 4150

b) Abbau SC-Substrat (gesamt) durch direkt aus Sporen (mit Pasteurisation) angeimpfte Kulturen von R.
cellulolyticum DSM 5812" in unterschiedlichen Anfangskonzentrationen [Angabe Abbau in %] nach 7

Tagen bei 34°C.

20 -

7 Tage
soul 7,153
100u 13,370 X
250ul 17,969 3
500ul 12,844 <
<
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Anhang VI: Analyse des Abbaus in Abhdngigkeit vom Entgasen der Kulturen (Van Soest)

Kinetik des fraktionierten Substratabbaus durch C. thermocellum ATCC 27405 und DSM 4150 sowie R.
cellulolyticum 5812" [%] bei taglichem Entgasen auf 1,33 % SC Substrat in GS2 bei 60 bzw. 34°C;

C. thermocellum ATCC 27405"
C. thermocellum ATCC 274057

50
Tage | Abbau | Hemicellulose | Cellulose
40 A A
3 11,4192 | 3,9705 29,0032 A /ﬁ\./'
4 |23,7902 | 28,4669 39,3631 ¥ 39
- A
6 |26,8775 | 34,1606 38,9306 3 //"/o——o\Q
7 |27,4500 | 33,2761 40,4029 220 /
10 |26,6089 | 37,2230 42,3369 10
/ —&— Hemicellulose —o— Abbau
0 . : .
0 3 6 9
Zeit [d]
C. thermocellum DSM 4150
50 C. thermocellum DSM 4150
Tage | Abbau | Hemicellulose | Cellulose A
3 17,5266 | 11,0624 33,2856 40 A A
4 25,1454 | 34,7837 41,8477 = A /”’_./.
X 30 —0
6 28,0141 | 36,3010 41,7900 3 W
7 26,7970 | 36,2789 41,3138 220 r~—
<
10 |30,9258 | 39,0271 47,4162 0 /
—e— Hemicellulose —o— Abbau
O T T T
0 6
Zeit [d]
. T
R. cellulolyticum DSM 5812 R. cellulolyticum DSM 58127
50
Abbau Hemicellulose |Cellulose 40 —e— Hemicellulose —o— Abbau
2 [1,49094 |3,57619 5,50906 S A A A
4 |14,4116 |18,5443 26,6495 3 A/o\,/'
2 )p 0
6 |18,7546 [25,6532 33,0755 2 Z‘/p’
7 |18,8293 (23,9792 32,8179 10 V
10 [21,6276 28,6238 34,3467 0 . . .

0 3 Zeif[d] 9

Anhang VII: Analyse des Abbaus in Abhédngigkeit von der Substratkonzentration (Van Soest) nach 7
Tagen (C. thermocellum) und 10 Tagen (R. cellulolyticum); n=2 + SD.

60
475 ml 100 m|l ®150 ml
50 v
I -
_ 40 - :
R 30
5 ol
320 -
o
<10 -
0 T | — —
Hemicellulose Cellulose Hemicellulose Cellulose
R. cellulolyticum DSM 58127 C. thermocellum ATCC 27405"

137



An hang VIII: Analyse des Abbaus in Abha n- Abbau Hemicelluloese und Cellulose aus SC-Substrat nach 7

Tagen mit doppelter Salzkonzentration oder doppelter

gigkeit von der Salz und Medium- Medienzusammensetzung
Konzentration (nach Van Soest)

P——
& Hemicellulose |

O Cellulose

Prozentualer Substratabbau[%]

27405

27405 2xS
27405 2xGS2
4150

4150 2xS
4150 2xGS2
5812

5812 2xS
5812 2xGS2

Kinetik Substratabbau nach 4, 6 und 8 Tagen bzw. 4, 6, 8 und 10 Tagen bei einfacher und doppelter
Salzkonzentration

C. thermocellum ATCC 27405 keine besserer Abbau durch doppelte Salzkonzentration

IAbbau Hemicellulose [Cellulose
AT (1xSalz) 22,59 32,5 41,9
6T (1xSalz) 28,68 38,34 42,89
8T (1xSalz) 29,49 41,12 47,63
AT (2xSalz) 18,26 33,78 40,26
6T (2xSalz) 26,29 40,7 43,4
8T (2xSalz) 24,74 40,86 41,87

R. cellulolyticum DSM 5812: kein verbesserter oder schnellerer Abbau durch doppelte Salzkonzentration

MW IAbbau Hemicellulose |Cellulose

4T (1xSalz) 13,45 24,65 27,77
6T (1xSalz) 19,23 26,37 35,45
8T (1xSalz) 25,82 33,58 41
10T (1xSalz) 22,48 33,2 41,21
SD

4T (2xSalz) 17,27 22,74 24,98
6T (2xSalz) 19,56 27,83 30,46
8T (2xSalz) 20,91 32,95 38,53
10T (2xSalz) 23,54 32,16 42,07

Anhang IX: Analyse des Abbaus von Hemicellulose und Cellulose unter Schiitteln nach 5, 7, 10 und 12
Tagen in 100ml Medium durch R. cellulolyticum DSM 5812 n=2 + SD.

50
40
—30
X
320
g
< 10
0 ‘
Hemicellulose  Hemicellulose Cellulose Cellulose 10 d
Schitteln 10d Schitteln
5,7,10,12 d 5,7,10,12d
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Anhang X: Analyse des Substratabbaus durch R. cellulolyticum DSM 5812" unter Zugabe von Butanol;

n=2 + SD.
Hemicellulose  Cellulose
0,0% 36,15 37,28
0,2% 26,80 32,30
0,4% 26,92 30,85
0,5% 25,71 29,38
0,6 % 25,96 30,39
0,8% 6,77 4,47
1,0% 3,51 3,47
1,5% 2,32 3,38

0,0%

0,2%

E Hemicellulose

1Cellulose

0,4% 0,5%

0,8%

1,0%

1,5%

Anhang XlI: Zusammensetzung der verwendeten Substrate WeizengrieRkleie (WGK) und Weizennach-
mehl (WNM); Anhand dieser Daten wurde der Zuckergehalt (s. Anhang XlI) bestimmt und entweder in
50 ml Grundmedium oder Leitungswasser mit 25mg/L Fe(ll)SO, eingesetzt.

WeizengrieBkleie Weizennachmehl
Trockenmasse 887,33 g/kg 899 g/kg
Rohasche (%) 5,30 4,30
Rohprotein (%) 16,30 23,30
Rohfaser (%) 9,90 3,50
Rohfett (%) 5,30 5,50
Starke (%) 21,90 39,80
Zucker 68,6 54,5
MErind 11,19 13,56
NEL 6,76 8,54
MEschw 11,95 15,92
nXP 151,88 191,5
RNB 2,04 6,56
Kalzium 1,02 0,93
Phosphor 9,01 9,62
Magnesium 3,37 3,29
Natrium 0,05 0,04
Kalium 12,58 15,35
Chlor 0,37 0,2
Schwefel 2,15 1,85
FKAD 179,4 273,47
Kupfer 12,76 16,58
Zink 92,22 120,49
Mangan 98,29 103,55
Eisen 109,02 119,77
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Anhang XIlI: Zuckergehalt (leicht zugédngliche Kohlenhydrate: Zucker und Stirke) in WeizengrieRkleie
und Weizennachmehl und entsprechende Substratkonzentrationen im Medium

a) Weizengriefskleie

b) Weizennachmehl

Zuckergehalt [%] iSﬂl:b“s;lt;:::;nF;r]\tratlon Zuckergehalt [%] i::;it;::k[izzentratlon in
1 2,9 1 1,6
2 5,4 2 3,1
3 8,3 3 4,5
4 9,6 4 5,8
5 13 5 7,2
6 15,2 6 8,6
7 17.3 7 9,9
8 11,1
9 12,3
10 13,5
11 14,7
12 15,8

Anhang XIIlI: Screening der Stammsammlung - Fermentationsprodukte [in %] der schlechteren L6-
sungsmittelproduzenten (< 0,18 % Butanol) auf 13 % WGK; in Grundmedium bei 34°C; beispielhaft sind

hier die Werte nach 7 Tagen gezeigt.

1,2
1

0,8
0,6
0,4
0,2

0 -

Fermentationsprodukte [%]

M Butanol M Gesamt Losungsmittel (%)

W Buttersaure

1 4 6b 7 8 9 10 11 12 13 15 16 18 25 26 27 45 123 124 824

Anhang XIV: Direkter Vergleich der Fermentationsprodukte [in %] der besseren Losungsmittelprodu-
zenten (> 0,18 % Butanol) auf 13 % WGK; in Grundmedium oder Leitungswasser supplementiert mit 25
mg/L Fe(l1)SO, bei 34°C; beispielhaft sind hier die 7 Tage Werte gezeigt.

ansprodukte [%]
» (o)) [0} -

Fermentatians
o N

001 auf 13 % WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser

B H20+Fe B GM

" B I:

Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges. [%]
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08
0,6
0,4

0,2

002 auf 13 % WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser

B H20+Fe

GM

R

B

Aceton

Ethanol

Butanol Buttersdure

Lsm. ges. [%]



Fermentationsprodukte [%]

.&

Fermentationsprodukte

Fermentationsprodukte [%]

Y

Fermentationsprodukte [%]

i

006 auf 13 % WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser

mH20+Fe mGM
0,8

0,6

0,4

0,2 -

Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges. [%]

041 auf 13 % WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser
B H20+Fe mGM

[any

o
[

KA

o
o N
I I

o
i

Aceton  Ethanol  Butanol Buttersdure Lsm. ges. [%]

126 auf 13% WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser

B H20+Fe m GM

0,8

0,6

0,4

0,2 -

Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges. [%]

131 auf 13% WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser

B H20+Fe m GM

0,8

0,6

0,4

0,2 -

Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges. [%]

007 auf 13 % WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser

0,8

W H20+Fe mGM

0,6

0,4

0,2

0,8
0,6

0,4

0,2 -

Aceton Ethanol  Butanol Buttersdure Lsm. ges. [%]

125 auf 13 % WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser

B H20+Fe mGM

Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges. [%]

127 auf 13% WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser

0,8

B H20+Fe mGM

0,6

0,4

0,2

Aceton  Ethanol Butanol Buttersaure Lsm. ges. [%]

132 auf 13% WGK in Grundmedium oder
Leitungswasser

0,8

B H20+Fe mGM

0,6

0,4

0,2 -

Aceton  Ethanol Butanol Buttersaure Lsm. ges. [%]
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Anhang XV: Fermentationsprodukte [%] ausgewahlter Stamme auf 18 % WGK nach 48, 96 und 144 h
bei 34°C a) in Leitungswasser supplementiert mit 25 mg/L Fe(l1)SO, (Stamm 7, 41, und 125 oder b) in
Grundmedium (Stamm 2, 41, 131, 132)

Fermentationsprodukte [%]

Fermentationsprodukte [%]

Fermentationsprodukte [%]

a) Fermentationsprodukte in Leitungswasser supplementiert mit 25 mg/L Fe(l1)SO, (Wasser)

Stamm 007 mit 18% WGK in Wasser nach 96 h

1,0

0,8

0,6

0,4 =

0,2

-
(lé@o \@oo\ @oo .;b\\;‘Q’ (gb\»@ & Q/Qg?'
A Q,si‘é S

Stamm 041 mit 18% WGK in Wasser nach 96 h
1,0

0,8

0,6

0,4

0,0 -

b) Fermentationsprodukte in Grundmedium (GM)

Stamm 002 mit 18% WGK in GM nach 96 h

1,2

0,8

0,6

H
H

0,2 I -

142

Stamm 7
48h 96h 144h
Aceton 0,1154 10,1229 0,1222
Ethanol 0,0064 0,0065 0,0065
Butanol 0,4206 0,4442 0,4432
Essigsau. 0,1099 10,1336 0,1409
Buttersdu. 0,1516 0,1522 0,1521
Lsm. ges. 0,5424 10,5735 0,5719
Saure ges. 0,2615 0,2858 0,2930
Stamm 41
48h 96h 144h
Aceton 0,2410 0,2671 0,2669
Ethanol 0,0156 0,0168 0,0165
Butanol 0,6309 0,6675 0,6542
Essigsau. 0,0469 0,0769 0,0685
Buttersau. 0,2153 0,0645 0,0775
Lsm. ges. 0,8874 0,9513 0,9376
Sadure ges. 0,2623 0,1414 0,1460
Stamm 2
48h 96h 144h
Aceton 0,1072 0,1160 0,1154
Ethanol 0,0055 0,0056 0,0046
Butanol 0,4037 0,4353 0,4472
Essigsau. 0,2497 0,2243 0,2427
Buttersau. 0,3786 0,3659 0,3304
Lsm. ges. 0,5164 0,5568 0,5672
Sdure ges. 0,6283 0,5901 0,5731




Fermentationsprodukte [%] Fermentationsprodukte [%]

Fermentationsprodukte [%]

Stamm 041 mit 18% WGK in GM nach 96h

1,2 Stamm 41
48h 96h 144h
1 T Aceton 0,3257 10,3316 0,3394
0,8 Ethanol 0,0109 0,0109 0,0105
0,6 T - Butanol 0,5948 0,5873 0,5860
- Essigsdu. 0,1512 10,1611 0,1762
0,4 = Buttersdu. 0,3915 0,4157 0,3797
0,2 "‘ = Lsm.ges. 09314 10,9298 0,9358
0 ~ BN < I |_I bl Ll , Sidureges. 0,5426 0,5768 0,5559
N > > < e . .
?g,é&o *‘6@00 o \,)@Qo < Q{,}b\;\ &éé,'b‘ "}(\."a&(‘J &‘?g"o
0% N v P
Stamm 131 mit 18% WGK in GM nach 96 h
1,2 Stamm 131
1 T 48h 96h 144h
Aceton 0,3363 0,3825 10,3832
08 Ethanol 0,0120 0,0133 0,0096
0,6 T Butanol 0,4845 0,5404 0,5332
0,4 I J‘ - Essigsdu. 0,3159 0,3108 0,3369
v Buttersau. 0,1214 0,1527 0,1527
0.2 - |j Lsm. ges. 0,8328 0,9362 0,9259
0 = T T T T 1 Sdure ges. 0,4373 0,4634 0,4895
N > 2 e .
?SJ"O Q}Q'b*\o o 6@(\0 p Qép& . Q}@é @,‘?3’5 @ &
S %& AV >
Stamm 132 mit 18% WGK in GM nach 96 h
1,2
Stamm 132
1 I 4sh 96h  144h
0,8 Aceton 0,2293 0,2214 0,2495
0,6 T Ethanol 0,2559 0,2368 0,2551
Butanol 0,5918 0,5590 0,6155
04 - Essigsadu. 0,2445 0,2232 0,2716
0,2 ++T * = J‘ Buttersau. 0,1006 0,1005 0,1032
0 —I S NS I >~  Lsm.ges. 1,0770 10172 1,1201
Oé@(\ s({b(\o\ ’b(\o\ ‘;;b \\;\@ éb 0@ Qg?, @%6’ Sdure ges. 0,3451 0,3237 10,3748
voo¢ @ @s,\% Sée} & d).,b@
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Anhang XVI: Fermentationsprodukte [%] der schlechteren (< 0,5 % Butanol) Lésungsmittelproduzen-
ten auf 7,2 % WNM nach 120 h; in Grundmedium bei 34°C.

Fermentationsprodukte Stammsammlung auf 7,2% Weizennachmehl nach 120h

0,8

0,6

04 -
02 -

O i
1 4 8 9 10 11 12 13 15 16 18 25 26 29 124 128 824
M Buttersadure Butanol M Lsm. ges. (%)

Fermentationsprodukte [%)]

Anhang XVII: Direkter Vergleich der Fermentationsprodukte [%] der besseren Losungsmittelproduzen-
ten auf 7,2 % WNM; in Grundmedium oder Leitungswasser supplementiert mit 25 mg/L Fe(l1)SO4 nach 7
Tagen bei 34°C.

045 auf 7,2 % WNM in Grundmedium oder 123 auf 7,2 % WNM in Grundmedium oder
12 Leitungswasser mit Eisen 14 Leitungswasser mit Eisen
T ! B H20+Fe B GM I ! B H20+Fe B GM
o 1,2 o 1,2
£ 1 £ 1
3 3
= 0,8 — = 08 —
s s
§ 0.6 = €06 |
= =
‘E 0,4 — ‘E 0,4 —
1] /]
E 0,2 —— — E 0,2 —— —
g, HH BN =8 g o mm ES BN
Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges. Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges.
125 auf 7,2 % WNM in Grundmedium oder 126 auf 7,2 % WNM in Grundmedium oder
14 Leitungswasser mit Eisen 14 Leitungswasser mit Eisen
T mH20+Fe mGM K | mH20+Fe mGM
=12 =1,2
£ g
3 ! - 3! B
208 = 208 =
) 3
_E 0,6 — _E 0,6 —
- -’
204 — 204 —
02— ] - 02— 1 e —
2 o M . . [ . ‘ £ 0 - . I ‘ .
Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges. Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges.
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127 auf 7,2 % WNM in Grundmedium oder 129 auf 7,2 % WNM in Grundmedium oder
Leitungswasser mit Eisen Leitungswasser mit Eisen

1,4 1,4
';E' B H20+Fe B GM 'BE' B H20+Fe B GM
) —1,2
@ '
% 1 — % 1 —
3 K
g 08 — £ 08 |
S 06 — 506 =
£ £
g 0,4 = 204 -
s =
€02 — £ 02 _ = —
g oo M . — : £ 0 : . . . . . L
Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges. Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges.
130 auf 7,2 % WNM in Grundmedium oder 131 auf 7,2 % WNM in Grundmedium oder
11 Leitungswasser mit Eisen 14 Leitungswasser mit Eisen
£ | mH20+Fe mGM T B H20+Fe mGM
=12 =12 —
o ]
£ 1 —
3 ]
08 208 —
& g
5§06 — 506 =
2 =
E 0,4 B ‘E 04 —— —
[} 7]
£oo 1 — ) B I =
E 0 T T . T T T .—\ E 0 - T T T . T T
Aceton  Ethanol Butanol Butterséure Lsm. ges. Aceton  Ethanol  Butanol Butterséure Lsm. ges.
132 auf 7,2 % WNM in Grundmedium oder
14 Leitungswasser mit Eisen
’
$ W H20+Fe
% 1,2
£ 1 -
E
© 0,8 —
2
2 0,6 |
w
g 0,4 —
=
o 0 - T T — :
E Aceton  Ethanol Butanol Buttersdure Lsm. ges.
(7]
('

Anhang XVIII: Fermentationsprodukte [%] fiir Stamm 2 und 129 in Grundmedium sowie 7 und 132 in
Leitungswasser supplementiert mit 25 mg/L Fe(l1)SO, auf 13,5 % WNM nach 24, 48 und 72 h bei 34°C.

Stamm 2 mit 13,5 % WNM in GM nach 72 h

1,5 — Stamm 2

S 24h  48h 72h
% 1,0 v Aceton 013 034 035
K] Ethanol 000 001 0,01
g 0,5 Butanol 0,26 0,98 1,08
E = Essigsdure 0,24 0,14 0,17
E 0.0 D . . . | . |_| . . |_| Buttersiure 023 029 0,30
2 \'o(\ Qo\ (\o\ & ) 0@ & & Lsm. ges. 0,39 1,33 1,44

¢ & (-’\oj,"b @«4’ PO \;&Q" Siure ges. 047 043 047

& & v
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Stamm 129 mit 13,5 % WNM in GM nach 72

-
wv

—_ - Stamm 129
S
- 24h 48h 72h
30 Aceton 020 034 034
S Ethanol 001 001 001
@ 05
S N Butanol 0,43 0,99 1,04
- —
% 0.0 H . . b |_| . . Essigsiure 019 0117 0,20
£ B 5 1 27
= Q,}'OQ 'b(‘O\ 'z>°°\ R 0@ éb\) Q§"° Qg/,,,. uttersaure 0,18 0, 0,30
w S & Q,& & && & @ Lsm. ges. 0,64 1,34 1,39
SR RN O
Saure ges. 0,37 0,45 0,50
Stamm 7 mit 13,5 % WNM in Wasser nach
—_ Stamm 7
X115 72h
o 24h  48h 72h
=3
=
_g 1,0 = Aceton 0,10 0,18 0,18
g_ Ethanol 0,00 0,01 0,01
g 0,5 Butanol 031 084 0,87
g Essigsdure 0,08 0,09 0,13
é 0,0 - : Buttersiure 0,06 007 0,08
Q A A e SO . .
5 &8 @9 & & eof’ Lsm. ges. 041 1,03 1,06
w DS X QX & & ‘_)& N
& P R Siure ges. 0,15 0,15 0,21
Stamm 132 mit 13,5 % WNM in Wasser nach
1,5 72h Stamm 132
X 24h  48h  72h
[J]
% 1,0 Aceton 0,06 0,28 0,27
B Ethanol 0,00 021 0,23
)
x05 Butanol 008 083 0,85
: ’
-% Essigsiure 008 0110 0,15
€00 - Butterséure 009 002 0,03
E N P R Lsm. ges. 013 132 135
& ST SO & & & & x
v < ) <<,°5°\ Q)& O djb" Siure ges. 0,17 0,13 0,18

Anhang XIX: Fermentationsprodukte (in %) fiir Stamm 2, 7, 125, 127, 129, 131 und 132 in Grundmedi-
um mit steigenden Substratkonzentrationen WNM nach 72 h bei 34°C.

002 auf 1,6-15,8% Weizennachmehl in GM nach 72h

X

S 175

g 15 /_____———l-
E 0,75 //_ _/\/

E e /—

§ 025 ?—%
E

(55

1,6% 3,1% 45% 58% 7,2% 86% 9,9% 11,1% 12,3% 13,5% 14,7% 15,8%
Ethanol

— Aceton

Butanol Essigsdure =——=Buttersdure ==|sm. ges.
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Fermentationsprodukte [%] Fermentationsprodukte [%] Fermentationsprodukte [%]

Fermentationsprodukte [%)]

007 auf 1,6-15,8% Weizennachmehl in GM nach 72 h

1,75
1,5 —

1,25 ___—

e
0,75 o —~
b,s e

0,23 ﬁ% —

1,6% 3,1% 4,5% 5,8% 7,2% 86% 99% 11,1% 12,3% 13,5% 14,7% 15,8%
= Aceton Ethanol Butanol

Essigsdure ———Buttersdure =—|sm. ges.

129 auf 7,2-15,8% Weizennachmehl in GM nach 72 h

1,75 /
1,5 ——
1,25
7 /
0,5 ’/—_\/"4
0,25 = — —
/
0 ——— —
7,2% 8,6% 9,9% 11,1% 12,3% 13,5% 14,7% 15,8%
Aceton Ethanol Butanol Essigsaure Buttersaure Lsm. ges.
131 auf 1,6-13,5% Weizennachmehl in GM nach 72 h
1,75
1,50
1,25
1,00 A\
0,75 / \\
/
0,50 —

~
0,25
0,00

1,6% 3,1% 4,5% 5,8% 7,2% 8,6% 9,9% 11,1% 12,3% 13,5%
Ethanol

Aceton Butanol Buttersaure

Essigsaure Lsm. ges.

132 auf 1,6-15,8% Weizennachmehl in GM nach 72 h
1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25
0,00

1,6% 3,1% 45% 58% 7,2% 8,6% 99% 11,1% 12,3% 13,5% 14,7% 15,8%

Ethanol

Aceton Butanol Buttersaure

Essigsaure Lsm. ges.
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Anhang XX: Fermentationsprodukte (%) fiir Stamm 2, 7, 129 und 132 in Grundmedium und 6, 7, 41
und 132 in Leitungswasser supplementiert mit 25 mg/L Fe(ll)SO, auf steigenden Substratkonzentrati-
onen WNM nach 72 Stunden bei 34°C.

. _ o, H .
002: 7,2 - 14,7% WNM in GM; 72h 007: 7,2 - 14,7% WNM in GM; 72h

% 2 _2

Y S

3 X /

a3 — 21

c S

3 / £ /

B S

£ — 3

E O T T T T T T 1 E O I T T T T T T 1
7,2% 9,9% 12,3% 14,7% & 7,2% 9,9% 12,3% 14,7%

Aceton = Ethanol Butanol
Aceton  ———Ethanol Butanol Essigsaure Buttersiure == Lsm. ges.

129: 7,2 - 14,7% WNM in GM; 72h 132:7,2 - 14,7% WNM in GM; 72h

N
N

] ]

S S

- h-]

] 1 , o 1 /

A — :

w "

s 5 /

K=l .0

£ —_— - P—

g 0 T T T T ; ; 1 g 0 T T T T T T

& 7,2% 9,9% 12,3% 14,7% & 7,2% 9,9% 12,3% 14,7%
Aceton = Ethanol Butanol Aceton = Ethanol Butanol
Essigsaure Buttersdure e Lsm. ges. Essigsaure Buttersdure e Lsm. ges.

006: 7,2 - 14,7% WNM in Wasser; 72h 007: 7,2 - 14,7% WNM in Wasser; 72h

-2 X2

Y g

e ]

-g 1 81 _~

Qo / c

2 - S

2 ®

] o

g 0 T T T T T T 1 E 0 T T T T ; | —

o 7.2% 9,9% 12,3% 14,7% & 7,2% 9,9% 12,3% 14,7%

w ceton = Ethanol Butanol Aceton e Ethanol Butanol
Essigsdure Buttersdure == Lsm. ges. Essigsaure Buttersdure == Lsm. ges.

. - o, H .
041: 7,2 - 14,7% WNM in Wasser; 72h 132:7,2 - 14,7% WNM in Wasser; 72h

N
N

] ]

- -

X X

ol o1l —

y S

2 3

" w

c c

S - — g

- -

S s _

5 0 L | | | | | 1 5 O T I T T 1 1

E ,2% 9,9% 12,3% 14,7% E 2% 9,9% 12,3% 14,7%

2 Aceton = Ethanol ~—— Butanol K Aceton e Ethanol —— Butanol
Essigsdure Buttersaure e Lsm. ges. Essigsdure Buttersdure == Lsm. ges.

148



Anhang XXI: Zusammenfassung der Fermentationsprodukte von C. tetanomorphum GT6:

C. tetanomorphum GT6 auf unterschiedlichen Substraten: in 50 ml RCM auf jeweils 2,5 % Kohlenhydra-
ten, 7 mg/l FeSO, und 90 mM Ammoniumacetat bei 34°C; n=2 + SD; Ethanol (dunkelgrau), Butanol
(schwarz), Essigsdure (mittelgrau), und Buttersdure (weill) sind angegeben;

6,0
5,0
4,0
3,0

2,0

concentration [g/L]

1,0

0,0

C. tetanomorphum GT6 auf Glycerin: in 250 ml RCM auf 3 % Glycerin, 7 mg/l FeSO, und 90 mM Ammo-
niumacetat bei 34°C; n=2+SD

1,00

Fermentationsprodukte [%]

0,20

B Ethanol M Butanol Essigsaure B Buttersdure
Zeit [h] 0 4 8 12 18 26 32 36 40
Ethanol 0,0000 | 0,0000 0,0043 | 0,0099 0,0343 |0,0292 0,0537 |0,1235 0,1473
Butanol 0,0000 0,0000 0,0000 |0,0023 0,0953 |0,1413 0,2384 |0,5320 0,6200

Essigsdure 0,5354 |0,5775 0,6118 |0,5906 [0,439%0 [0,4091 |[0,3062 |0,2768 |0,2834
Buttersdure 0,0000 |0,0049 0,0421 |0,0932 |0,3019 [0,3029 |[0,2577 |0,2723 |0,2012

SDO SD4 SD8 SD12 SD18 SD 26 SD 32 SD36 SD40
Ethanol 0,0000 | 0,0000 0,0061 |0,0028 0,0260 |0,0001 0,0021 |0,0041 0,0064
Butanol 0,0000 | 0,0000 0,0000 |0,0010 0,1162 |0,0261 0,0056 | 0,0000 0,0044

Essigsdure 0,0355 |0,0021 0,0178 |0,0046 0,1103 |0,0011 0,0011 |0,0105 0,0158
Buttersdure 0,0000 | 0,0003 0,0151 |0,0087 0,0789 |0,0371 0,0003 |0,0057 0,0148

Zeit [h] 50 54 60 76 90 98 130

Ethanol 0,1483 |0,1676 0,2218 |0,1957 0,2357 [0,2103 0,2417
Butanol 0,7254 |0,7785 0,8136 |0,8119 0,8549 [0,8917 0,8572
Essigsdure 0,2170 |0,2119 0,1985 |0,1979 0,1977 10,1782 0,1966
Buttersdure 0,2212 |0,1705 0,1067 |0,1349 0,0953 ]0,1389 0,1051
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SD50 SD54 SD60 SD76 SD90 SD98 SD130
Ethanol 0,0077 | 0,0082 0,0086 |0,0129 0,0004 |0,0085 0,0065
Butanol 0,0007 | 0,0085 0,0092 [0,0256 |0,0462 |0,0018 |0,0180
Essigsdure 0,0006 |0,0076 0,0030 |0,0084 |0,0263 |0,0087 |0,0139
Buttersdure 0,0181 | 0,0266 0,0152 ]0,0229 0,0127 10,0225 0,0005

C. tetanomorphum GT6 auf Glucose: in 250 ml RCM auf 3 % Glucose, 7 mg/l FeSO, und 90 mM Ammo-
niumacetat bei 34°C; n=2 + SD.

1,4

=
)1
b
3
2
2
8
g
E
&

0 4 8 12 18 26 32 36 40 50 54 60 76 90 120 140

® Ethanol ™ Butanol Essigsdure ® Buttersdure

0 4 8 12 18 26 32 36 40
Ethanol 0,00000 |0,00000 |0,09425 |0,34225 |0,47525 |0,27125 |0,30225 |0,68975 |0,72200
Butanol 0,00000 |0,00000 |0,00300 |0,05150 |0,10875 |0,06925 |0,09225 |0,42875 |0,44875
Essigsaure |8,50975 |7,79250 |6,72500 |7,05675 |6,22600 |5,52650 |4,41975 |4,94225 |4,29950
Buttersaure | 0,00000 |0,00000 |0,35975 |[1,95900 |[3,40925 |4,52950 |5,25300 |6,94650 |7,47125

SD 0 SD4 SD 8 SD 12 SD18 SD 26 SD 32 SD 36 SD40
Ethanol 0,00000 |0,00000 |0,00350 |0,00124 |0,00152 |0,00407 |0,00258 |0,00350 |0,00523
Butanol 0,00000 |0,00000 |0,00000 |0,00000 |0,00025 |0,00138 |0,00173 |0,00237 |0,00400
Essigsdaure |0,03956 |0,07198 |0,01018 |0,03490 |0,02807 |0,01407 |0,03228 |0,05106 |0,06300
Buttersaure | 0,00000 |0,00000 |0,00329 |0,00460 |0,00711 |0,02970 |0,01294 |0,04117 |0,14188

50 54 60 76 90 130 140
Ethanol 0,04008 0,04288 |0,08588 |0,04813 |0,08993 |0,09013 |0,05600
Butanol 0,02785 0,03950 |0,07485 |0,05498 |0,09440 |0,12268 |0,12340
Essigsdure 0,64980 0,33573 ]0,23995 |0,24165 |0,17658 |0,14195 |0,19575
Buttersaure 1,08725 0,89888 |0,98015 |[1,04285 |1,13210 |1,19448 |1,13703

SD50 SD54 SD60 SD76 SD90 SD130 SD140
Ethanol 0,00513 0,00230 |0,00194 |0,00004 |0,00110 |0,00329 |0,00410
Butanol 0,00318 0,00163 |0,00134 |0,00520 |0,00035 |0,00887 |0,01117
Essigsaure 0,04052 0,02174 |0,01768 |0,01428 |0,00958 |0,00424 |0,00325
Buttersdure 0,14453 0,00774 |0,03118 |0,07205 |0,03804 |0,01453 |0,05314
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Wachstumskurve und pH-Analyse von C. tetanomorphum GT6 auf 3 % Glycerin (schwarz) und 3 %

Glucose (grau); n=3 + SD.
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cell density [ODgq]

N W A OO0 O N O ©

0 24 48 72 96 120 144
time [h]

Vergleich der Butanol- und Gesamtalkohol-Produktion von C. tetanomorphum GT6 auf unterschied-
lichen Substraten (nach 72 h Fermentation, n=2; aufsteigend geordnet nach Gesamtalkohol-Produktion)

Substrat Gesamt-Alkohol Butanol

5 % Xylose 0,192 0,151
5 % Glucose + 2xSL + 30mM AS 0,400 0,241
5 % Glucose + 2xSL + 30mM AAc 0,422 0,224
5 % Glucose + 2xSL 0,467 0,269
5 % Glucose 0,548 0,299
5 % Glycerin + 0,5 % Glucose 0,607 0,373
5 % Glycerin + 2xSL + 30mM AS 0,645 0,303
5 % Glycerin 0,665 0,327
5 % Glycerin + 2xSL 0,672 0,292
5 % Glycerin + 2,5 % Xylose 0,722 0,503
5 % Glycerin + 1 % Xylose 0,802 0,618
7,5 % Glycerin + 30mM AAc 0,809 0,607
5 % Glycerin + 30mM NaAc 0,859 0,661
5 % Glycerin + 0,5 % Glu + 30mM AAc 0,868 0,680
7,5 % Glycerin + 0,5 % Glu + 30mM AAc 0,907 0,727
5 % Glycerin + 2xSL + 30mM AAc 0,917 0,54
5 % Glycerin + 30mM AAc 0,919 0,687
7,5 % Glycerin + 1 % Xylose+ 30mM AAc 0,929 0,723
5 % Glycerin + 1 % Xylose + 30mM AAc 0,982 0,756
7,5 % Glycerin + 0,5 % Glu + 30mM AAc + FeSO, 0,997 0,688
5 % Glycerin + 0,5 % Glu + 30mM AAc + FeSO, 1,056 0,721
7,5 % Glycerin + 30mM AAc + FeSO, 1,071 0,690
7,5 % Glycerin + 1 %Xylose + 30mM AAc + FeSO4 1,144 0,762
5 % Glycerin + 30mM AAc + FeSO, 1,150 0,709
5 % Glycerin + 1 % Xylose + 30mM AAc + FeSO, 1,232 0,829
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Anhang XXII: Vergleich der Aminosduresequenz von C. tetanomorphum GT6, C. tetanomorphum DSM
4474" und C. acetobutylicum DSM 824T; das BCS-Operon von GT6 besteht aus den Genen hbd (Hbd; EC
1.1.1.157), crt (Crt; EC 4.2.1.17) und bcd (Bcd; EC 1.3.8.1) in Kombination mit etfA/B flr die Untereinhei-
ten eines Elektronentransfer-Flavoproteins (EtfA/B).

Crotonase / 3-Hydroxybutyryl-CoA Dehydratase (Crt):

GAG/1-262 Tufliunyi c@vavyT i nNEPEsLnansHlT L EEVEY vl EnBsByLav i LT aclBsF vac Al sEvERyn T (BefBrc i conByrRRCE CB®F v 100
Gtet/1-261 TMEFRNL | L GIE I AVLT INBPIBALNALNSHL LESHL YA | RCL A VLAVVLTGAG - lAFVACAR GRIMEEEL TV SHEC RN cVLGNEVFEISLINT L EP Y oo
Mgt &/1-260 1 llF R oL GMIAIWT INBPNALNALNSETLICEUE vVETLAN VLAVVLTGAG - BAFVAGARN | THMEKRL NTVAGRKFG I LGNEVF LETLREP Y oo
Conservation I I .J I
- - 55+ 4 E
I i L
|

Consensus
MDF KNV ILEKDGKIAVWT INRP - ALNALNSETLKELDYVID- LANDDEVLAVVLTGAG - KAFVAGAD | - EMKDLNT-EGRKFGILGNKVFRKLETLEKPY

cacr-z62 101 1 AAVNGFALGGG O amscll Hiassuafrcarfuers i TrerceTafiLsfLvememafaL 1rraon | Ball= fioovilyvlrsBomn T~ ER Anf 1 v 200
cev-261 100 1 AAVNGEALGGGCM I SmaclliR 1 AsHRAKrcorlvore i TrerooTa PRLveravAREL 1Y TAN o aBMaLR oL NK v oy £} I RS
nigters-zé0 100 1aavNGEALGGGClI swaclli R asolaldr corlve e iTrereeTaRL sl vememalar 1vT Al (v lla R 6 v iy vIlle I C o W 2 ) 2 100

Conservation I I

Quality

Consensus

IAAVNGFALGGGCEISMACD IRIAS - KAKFGQPEVGLG ITPGFGGTAQRL - RLVEMEMAKQLIYTA- || - AEEALRIGLYNKWVWVEP - ELMD - AKEMANK | A

cacr1-262 201 SNAPvAvELsEoa I nEemocll AL arlsParcfcrsT] AMTAF | 262
Gret/1-261 200 NNAP 1A KLCKsA  NRevocll lTe  Arallveclcr s T KBcMTAF L N 261
Ng#&/1-260 200 NNAP IAWVSLCHVA I NEGMOCHE TG | AVIMARYVFGEICF A THENO KEIGMAAF v N 280

Canservation

Quality

Consensus

NNAPIAVKLCK- AINRGMOCD IDTG | AFEAEVFGECFSTEDOKEGMTAF - EKRKDKCF KNRX

Butyryl-CoA-Dehydrogenase (Bcd):

CAG/1-280 1l n TR vBo v Bl Al B Re 2ol R B P BRBuc o ve e 1P r sEllvec acovi sy ravli sBycetTeviLsanTsLoasL | N 100
Cret/1-380 1MNFALTRECEF vRomvRRF ARTRVER 1 2AB R TERF Pulin B sBLcuwe 1P PEBYecacclvisy i avilll sSEveeTTew I VSAHTSLCASL | Y@ 100
Mgte1-380 1unr AL TREcEF vowvREr AEuEvER AR BB TEEF P oy BE AR s uve 1P rrklives accllvi sy Lavill sveesTev i LsanTsLecasL vl 100
Conservation I l

Quality

I I -
fomen m

MNFALTREQEFVROMVREFAENEWVKP | AAE IDETERFPMENVEKMAKLGWMMG | PFPKEYGGAGGDVLSY | IAVEELSKVCGTTGW ILSAHTSLOASL I YE

CAG/-380 101 He TR BoByLve L ARcR s aveL TRrnacTscrcatvavi By inesBiFiTneovalltrviFauTlTRe TRe 1 sar | (JRcrBsrs  cBvfa 200
Ceat/1-380 101 He TRMo KoKy LvPLARGlE cArcLTRPNAG THAAGOQS 1A | MVGEHYLLNGSKIFITNGevARVAYVVFAMTERSKGTRG | 5AF | LEKGWMPGF S ve Kyl 200
amgterr-3s0 101 He THMo KoKy Lve L AclE s areL TlPnac Tllarcaos  avlvelHvi Lnesi i FiTheeaslli Fuvr amTlEsKe viKe | TaF | e wlls F s 1 o villl 200

Conservation ' I

EY 3

Quality

Gansznz m

HGTEEQKQKYLYPLAKGEK I GAFGLTEPNAGTDAAGQOS | AWVDMGDHYLLNGSKIFITNGGVAD - FWWVFAMTDRSKGTKG | SAF | LEKGM-GFS IGKWED

cacrr30 201 BLe I HassTT R vl vevlnm cEllcBerr i AT L lecBic i anoaie alo ar ufABA v orcRs L l®8rcs L awumalvBllv A 1 Bs ARy vy 300
Ceat/1-380 201 Bwe IRAssTTEL I FEMVEYPERNL | cKBcRGFG 1 AMETLEGGRIG 1 AS0ALG | AL BB 1 T YW oFcRELYRF oo L swumalivEy | ls ARLLVY 300
mgterr-30 201 LG 1RASSTTHEL FEBVEYPKEN L ckBlcRere 1 AT locR 61 asaaLse 1 Alle ar AN v oFciaLyEFosLawumaBvBva  lsARBLL vy 300

Conservation I I . I I I

Quality

Cansans “—_—_—_

KLG IRASSTTEL IFEDVKVPKENL IGKEGKGFG IAMKTLDGGRIG | ASQALG I AEGAFEEA - - YMKERKGFGR- LYKFQGLAWMMADM - VAIESARLLVY

cacrraso 301 BaaviBoscL ey TvllaABABLHaanvaullvT TRava L Fesvey TREN P vERVVER-R Tl vlle TsBvoBL v sel ) FRx 380
Geet/1-380 301 QAR onNEL Py sEBaAMARLHAANvAMBYT TRV VO LFesyey TKEY P vBRMUREAK TR vBlc TSQVooMy | S65LFRx 380
Mgteri-3e0 301 Maa onEmPysvllaamaBLHaaNvAMBYTTEAvOLFeevey TIEY P vBREMVREAK) TH ville TSovooL v I SN | FRxX 380

Conservation I . B I I
6 € a €

Quality

o [ |

KAAWKKONKLPYSWVDAAMAKLHAANVAMDYTTKAVOLFGGYGYTKDYPVERMMRDAKI TE I YEGTSQVOQLY | S6- | FRX
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Elektronentransfer-Flavoproteins (EtfB):

Cac/1-260 TMNIVVELEQVPRTARYE | F’\I.GTL\ GVPS | INFP NAL| ALWL NYGAHVTV | SMGPPOQAKNAL VAL AMG A AVLLT AFGGARTLATSHT 100
Cret/1-260 TMNIVVEVEQVPRTTIRVE I RPVTGTL | GVPS MNP NAL| A LRL SNGAKVTY | TMGPOQOQARSTL |A L SMG Al A 1L 1S AFAGARTLATATA 100
Mgtari-260 TMNIVVELEQVPRITNEVE MPVTGTL | GVPS | INP NAL| A LRIL NGAKVTV | SMGFPOARVAL S LAMG A A 1L 1S AF AGA TLATS.A1UU
Conservation I I l_. I I L

c 4

4

Quality

I | = | | |

MNIVVCLKQVPDT-EVKIDPYTGTL IREGVPS | INPPDKNALEEALRLED - NGAKYVTVY | SMGPPQAE- ALREALAMGADEAILISDRAFAGADTLATS - A

Cac/1-280 101 1AAG | LEVYEIVFAGRCOA IRGRTACVGPRIARHLG | POV TY V| VERVECETLEI A CYRVVEVETPVLLTAI LNVP YMS\F-IFGAF /i 200
Clet/1-260 101 LSAAL LEYE I VFAGROA | MGETAQVGPRI A NL.LPG\TY\F VIV G LEV A GYRN I RYETPVLLTAI LNEFPFRYMHVAHIFGAF | | z00
Mgteri-260 101 LAAAL LEVE I VFAGROA IMCGETACQVGPEI AMHLNLPO | TY V| VA VG| LEV A G VN | RVEMPYVLLTAI LNEPRYMOVGHIFGAF | i€ z00
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| | L

44

Quality

Ponsensus _m—l_-

LAAAITKKLDYD IVFAGROAIDGDTAQVGPEIAEHL - LPQ | TYVEKVEVDPGEELKVRRAWEDGYEN |RVKTPWVLLTAIKELNEPRYM-V-HIFGAFDKE | K

csort-260 201 uwT A VERAv e LBese TRVERs s TREVEC ool | R vER~ 2 aov v sEL HY 1 % 280
cretrt-260 201 TwNARFLEVEES L Lo LBesPTRVKRS T TRBAKcMclv 1 sLTrBasccAvAlL HY | % 280
ngters-260 201 vwNABF Lo vllEs L LcLKe 5P TIVIKKS A TREAKe Kl vior AREasavavAlL HY | % 280
Conservation I in I I I I
4+4 ]
Quality I lJ
- |
ponsenaus m
CWHNADFL-WDKSLLGLKGSPTKVKKS. TKEAKGKGEWY | - - P. KEAAAYAVAKLKEKHY | X

Elektronentransfer-Flavoproteins (EtfA):

C.ae/1-337 1 BB v s Ao BlcB cBvs Lo B BB aBBLc vl Tave Lonn TR s Bl Ls o ARy A aBnEL L anr sTRe v ARy cfLvn PRiLF 100
C.te1/1-337 1 un 1 Al ile v F ABoRBlGEL olvs LB LocRE | ABELc vBLTALL LG K IlS | AL vaye AlEY I yAaoNPLLSHY TTRS Y TIRY | ClIL v Al PR Lvi00
Myter1-338 1 1 aflivBe v e alloRBllo oL olva B Lokc Rl ABK o VB Tav L LGl BovanBLvaye ABRvL Y annpL L BHF TTEAYTEY  cBLvn PH1 w00
Conservation I -_I_I I I I I
: 45604835 6 4 5 4

Quality .I I I I I IJ

fensensus w

MN | ADY KGEVWYFAEQRDGELOKVSLELLGKGRE | ADKLGVELTAVLLG . - ID- - A-ELVAYGADKVLYA - NPLL-HFTTDGYTKVICDLYVNERKPEI | LW

C.ae/1-337 101 GATF 1 G LGPRIAARLSTGLTARCTSLEI BV N-LL}\T PAFGGHNLIAT IVCSEMHRPOUMATVRPGVF LPVNEANY S| | VAIKLTASEIRTHEY200
C.tet/1-337 101 GATY | G LGPRWVAA LITGLTA CTALEV (G THNNLLMTRPAFGGNLMAT | VCGRHRPOMETVRIPGWF L A G - G| IlA LIMS 1R T 102
I L G| V] T

Mgter1-336 101 GASY | G LGPRVAARLEMTGLTARMCTSL G THNHLLMTRPAFGGNLMAT IMCTRHRPOMETVIRIPGVF N - 1 AA| MEH I W 108
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3-Hydroxybutryl-CoA Dehydrogenase (hbd):

C.ae/1-283
C.tetf1-283
Nigti/1-283

Conservation

Quality

Consensus

C.ae/1-283
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Myte/1-283

Conservation

Quality

Consensus
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Conservation
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Anhang XXIlI: Vergleich der Aminosauresequenz der Trans-2-Enoyl-CoA-Reductase von R. cellulolyti-
cum H10 mit der von Treponema denticola

GENE ID: 7310953 Ccel 2273 | trans-2-enoyl-CoA reductase [Clostridium cellulolyticum H10]

Score = 394 bits (1013), Expect = 2e-109, Method: Compositional matrix adjust. Identities = 198/394 (50 %), Positives = 271/394
(69%), Gaps = 10/394 (3 %)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1

241

235

299

295

NAD(P)H-binding
MIVKPMVRNNICLNAHPQGCKKGVEDQIEYTKKRITAEVKAGAKAPKNVLVLGCSNGYGL
MIV P R IC +HP GC+ V +Q+EY K + K VLV+G S GYGL
MIVTPKFRGFICTTSHPVGCEYSVMNQVEYIKN-————— QKKINGAKKVLVIGASTGYGL

ASRITAAFGYGAATIGVSFEKAGSETKYGTPGWYNNLAFDEAAKREGLYSVTIDGDAFSD
ASRITAAFG GAATIG+ FE+ GS+ K + GWYN+ AF++ AK EGLY+ +I+GDAFS+
ASRITAAFGCGAATIGIFFERPGSKNKTASAGWYNSAAFEKMAKEEGLYAKSINGDAFSN

ETKAQVIEEAKKKGIKEFDLIVYSLASPVRTDPDTGIMHKSVLKPFGKTFTGKTVDPFTGE
EIK + I+ KK K D++VYSLASP RT P TG + SV+KP + +T KTVD T
EIKQKTIDLIKKDLGKVDMVVYSLASPRRTHPVTGEVENSVIKPIREAYTSKTVDFHTQL

LKEISAEPANDEEAAATVKVMGGEDWERWIKQLSKEGLLEEGCITLAYSYIGPEATQALY
+ E + EPA+D+E T+ VMGGEDW W+ L K +LE+ +TLAYSY+GPE T ++Y
VSETTIEPASDDEIRQTIAVMGGEDWSMWMDALKKADVLEDNVMTLAYSYVGPEVTHSVY

RKGTIGKAKEHLEATAHRLNKENPSI--RAFVSVNKGLVTRASAVIPVIPLYLASLFKVM
R+GTIGKAK+ LEATA ++N+ +I +A+VS+NK +VT+ASA IPVI LY+++LFKVM
REGTIGKAKDDLEATAIKINENLRTIGGKAYVSINKAVVTQASAATIPVISLYVSALEFKVM

KEKGNHEGCIEQITRLYAERLYRKDGTIPVDEENRIRIDDWELEEDVQKAVSALMEKVTG
KEK HEGCIEQ+ R++ +RLY G + +D + RI +DD E+ +VQ V+ L +
KEKNIHEGCIEQMYRMFNDRLY--SGDLKLDSKGRICMDDLEMRPEVONEVTKLWNEANN

ENAESLTDLAGYRHDFLASNGFDVEGINYEAEVE 392
+N + +TD+ GYR +F GF+ E ++Y A+V+
DNVKDITDIEGYRREFFRLEGFEFEDVDYNADVD 386


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=7310953&RID=00GM870R013&log$=geneexplicitprot&blast_rank=3

Anhang XXIV: Fermentationsprodukte von E. coli Top10 transformiert mit p/IMP1, pHYC-BCS-thl,
pMW1, pMW2, pIMP1-thl, pIMP1-thi-ter, pIMP1-thl-ter,,,,; anaerob in GS2 mit 1 % Glucose nach 3
Tagen bei 37°C; n=2 + SD.
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pIMP1 pMW1 pMW 2 pl-thl Ter pl-thl Ter-
mut
0,02 4 Butanol
[ Buttersdure
0,01
0 T T E@mﬁj T “:n“‘ 1
pIMP1 pMW1 pMW 2 pl-thl pl-thl Ter pl-thl Ter-
mut

Anhang XXV: GC-MS Analyse von a) C. cellulolyticum DSM 5812 -pHYc-BCS-thl und b) C. thermocellum

ATCC 27405 und c) C. thermocellum ATCC 27405 "-pHYc-BCS-thl
a) C. cellulolyticum DSM 5812"-pHYc-BCS-thl

RT: 0.00 - 18.72 SM: 11G

217

N
~

NL:

7.63E7
TICF:+c
Full ms [
35.00-
300.00] MS

Extern_58_E

L e L s s s s B B
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Time (min)
RT Substanz Peak Area Area %
2.16 Ethanol 413473021 33.59
8.19 Dimethylformamid 233080389 18.94
11.34 Essigsdure 108374391 8.80
13.41 Isobutansadure 51108180 4.15
14.60 2-Methylbutansaure oder 2- 101010255 8.21
Methylhexansaure

15.79 Buttersdureethylester 34553638 2.81

155




b) C. thermocellum ATCC 27405'

RT: 0.00 - 18.72 SM: 11G

~
0
-

o
©
-
©
-
o

1.33

8.18

NL:

5.28E7
o BTICF: +c
g @ Fullms [
~ 135.00-
300.00] MS
Extern_27_E
5 1

0 L L S I I A S Y O B B B
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Time (min)
RT Substanz Peak Area Area %
2.16 Ethanol 156992648 23.31
7.29 Kohlenstoffdioxid 3975111 0.59
8.18 Dimethylformamid 235970791 35.03
11.34 Essigsaure 141588012 21.02
13.41 Isobutansaure 27246745 4.05
14.60 2-Methylbutansaure oder 2- 47843288 7.10
Methylhexansadure
15.79 Buttersaureethylester 16165131 2.40
c) C. thermocellum ATCC 27405 -pHYc-BCS-thl
RT: 0.00 - 18.74 SM: 9G
NL:
o™ 5.39E7
~ 2 @ TICF:+c
100 N ® = Full ms [
] 35.00-
. 300.00] MS
80 7 - Extern_27 _E
] 53
60-| < 2 -
] © 35
40| © ¥ R
] 2 5
7 ™ "¢} o ~
20 N >
07 T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T 1T [ T T 1 [ T T [ T T T 7]1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Time (min)
RT Substanz Peak Area Area %
2.16 Ethanol 164845437 22.00
8.18 Dimethylformamid 229207065 30.60
11.33 Essigsaure 241289574 32.21
12.95 2,3-Butandiol 10108123 1.35
13.41 Isobutansaure 6731098 0.90
13.48 2,3-Butanediol 14905340 1.99
14.61 2-Methylbutansaure oder 2- 29392172 3.92
Methylhexansaure
15.78 Buttersdureethylester 4949269 0.66
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Anhang XXVI: Zugabe von Buttersdure zu Fermentationsansatzen von C. thermocellum ATCC 27405'
und Transformanten; C. thermocellum ATCC 27405, C. thermocellum ATCC 27405" -pIMP1, -pMW1 und
-pMW2 wurden je 1:20 auf GS2 mit 1 % Whatman-Paper und 4 pg/ml Clarithromycin angeimpft und bei
60°C 16 h inkubiert, anschlieBend wurden 0 %, 0,00025 %, 0,001 %, 0,01 % und 0,05 % Buttersaure zu-
geben und bei 42°C inkubiert; n=2 + SD.
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Isobutanol 0,0286 0,0188 0,0349 0,0293 0,0811 0,0607 0,0747 0,0339
Butanol 0,0016 0,0009 0,0016 0,0016 0,0027 0,0028 0,0038 0,0038
Essigsaure 0,7642 0,6067 0,7027 0,6594 0,7158 0,6344 0,7283 0,5559
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Anhang XXVII: Zugabe von 0,1 — 1,0 % Buttersdure zu C. thermocellum 27405 WT bei gleichzeitigem
Ausgleichen des pH-Werts auf pH 7,0; C. thermocellum ATCC 27405" wurde 1:20 auf GS2 mit 1 %
Whatman-Paper angeimpft und bei 60°C 16 h inkubiert, anschliefend wurden 0,1 %, 0,5 %, 0,75 % und
1 % Buttersdure zugeben, der pH auf 7,0 eingestellt und die Ansatze bei 60°C inkubiert; n=2 + SD.
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Anhang XXVIII: Co-Kultur von C. thermocellum ATCC 27405" mit C. thermobutyricum; in GS2 mit 1 %
Cellobiose, 1 % Cellulose (Whatman-Paper) nach 1 und 3 Tagen oder 1,33 % SC-Substrat nach 3 und 6
Tagen bei 60°C
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