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Zusammenfassung

Durch die Energiewende liegt ein Fokus auf einer effizienteren Abfallverwertung und der
Vermeidung von Energieverschwendung. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob ein aus Ge-
muUseabfallen gewonnenes Fermentat ein potentielles Substrat fiir ein bioelektrochemisches
System darstellt. Dieses System sollte es ermdglichen, die Oxidation organischer Reststoffe
mit der Produktion von Strom zu koppeln. Es wurde gezeigt, dass das Fermentat ein geeig-
netes Substrat darstellt, und die enthaltenen organischen Sauren von Mikroorganismen im
bioelektrochemischen System zu CO, oxidiert werden kénnen. Dabei wurden anfallende
Elektronen des Stoffwechsels auf die Anode des Systems Ubertragen und es konnte ein
Strom gemessen werden. AuBBerdem wurde gezeigt, dass die organischen Sauren Acetat
und Butyrat nahezu vollstandig abgebaut werden, wahrend die Saure Propionat zunachst
nicht oder nur im geringen MaBe abgebaut wird und daher im Fermentat verbleibt, bis Acetat
und Butyrat vollstdndig oxidiert sind. Erst wenn kein anderes Substrat mehr zur Verfligung
steht, wird auch Propionat abgebaut. Durch Einsatz eines Inhibitors konnte gezeigt werden,
dass der GroBteil des Acetat-Abbaus sowie ein Teil des Butyrat-Abbaus durch Methanoge-
nese bedingt ist. Der Verdacht auf Beteiligung methanogener Organismen wurde zudem
tber eine 16S rRNA- sowie eine Metatranskriptomanalyse bestétigt.

Um die Produktionskette abzuschlieBen, wurden bakterielle Produktionsstamme entwickelt,
die in der Lage sind, Propionat zu Platformchemikalien umzusetzen und so auch diese
eher reaktionstrage Saure zu einem wertvollen Endprodukt umzusetzen. Hierflr wurden
zudem Filtrationsprozesse in die Kette integriert, um das Fermentat nach der Behandlung
im bioelektrochemischen System von Schwebstoffen zu befreien und eine Aufkonzen-
trierung des Propionats zu erreichen. Insgesamt konnten so aus Gemiiseabfallfermentat
190,83 + 52,40 uA/cm? Strom gewonnen werden. Bei der Veredelung zu Platformchemikalien
konnten aus Propionat 494,30 mg/I Acetoin mit einer Umsetzungsrate von 45,53 % und
456,68 mg/l 1-Propanol mit einer Umsetzungsrate von 97,97 % produziert werden.

Durch die Aneinanderreihung von biotechnologischen Prozessen bietet diese Arbeit einen
innovativen Lésungsansatz fir die Verwertung von Bioabfallen sowie eine Mdglichkeit zur
nachhaltigen Energiegewinnung.



Abstract

The energy revolution relies to a huge extent on efficient waste management and prevention
of energy loss. In this work, a fermenate obtained from vegetable biowaste was used as
substrate for a bioelectrochemical system. The working hypothesis was that the microbial
community of the system would catalyse a direct conversion of chemical energy stored in the
organic compounds into electrical enegy. It could be shown that the vegetable fermentate
is a suitable substrate for the system and that the organic acids acetate and butyrate can
be degraded to CO.,. This was accompanied by a transfer of respiratory electrons onto the
anode of the system. Further, it was shown that the organic acids acetate and butyrate are
nearly completely degraded, while propionate was not or only poorly degraded until acetate
and butyrate were depleted. From the timepoint where only propionate was available to the
community, also this organic acid was oxidised completely. By addition of an inhibitor, it was
shown that the major part of acetate degradation as well as one part of butyrate degradation
was performed by methanogenic organisms. The suspicion of methanogenesis in the system
was further affirmed by a 16S rRNA as well as a metatranscriptomic analysis.

To complete the production chain, bacterial production strains were developed to transform
propionate to platform chemicals. For this purpose, filtration processes were integrated in the
chain to clean the treated fermentate from suspended matter and to reach a concentration of
propionate. All in all, 190,83 + 52,40 pA/cm? current could be measured in the bioelectroche-
mical system fed with vegetable fermentate. For refinement from propionate, 494,30 mg/I
acetoin with a conversion rate of 45,53% as well as 456,68 mg/| 1-propanol with a conversion
rate of 97,97% could be produced. With this concatenation of biotechnological processes,
this work provides a innovative solution approach for the utilization of biowaste as well as a
clean alternative for energy production.
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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung: Aktueller Stand der Bioabfallentsorgung

Weltweit werden jahrlich etwa 1,3 Milliarden Tonnen Nahrungsmittel weggeworfen. Das
bedeutet, dass etwa ein Drittel aller Nahrungsmittel nicht fir den Konsum verwendet werden
(FAQ, |2011). Diese Nahrungsmittelabfélle werden in vielen Landern haufig in Malldeponien
entsorgt, was zu Grundwasserverschmutzung, Freisetzung von Treibhausgasen sowie zur
Verbreitung von pathogenen Mikroorganismen flhren kann (Kjeldsen et al., 2002; Gollapalli
und Kota, |2018). In Deutschland sammelten im Jahr 2006 mehr als die Halfte aller Einwohner
ihre Bioabfalle nicht separat (Kern,|[2014). Seit Januar 2015 besteht die gesetzliche Pflicht
zur getrennten Sammlung von Bioabféllen fiir alle Landkreise und kreisfreien Stadte in
Deutschland. Dennoch wird fast in jedem flnften Kreis noch immer nicht flachendeckend die
Biotonne angeboten, was zur gemischten Sammlung von Rest- und Bioabfall fihrt. Dieser
Mischabfall wird nach Sortierung und mechanischer Trennung haufig verbrannt, obwohl
der enthaltene Bioabfall viel mehr Potential bietet und fir die Verbrennung auch zu viel
Feuchtigkeit enthalt.

Ein GroBteil des tatsachlich getrennt gesammelten Bioabfalls wird in Deutschland tber
Kompostierung entsorgt. Im Jahr 2009 wurden in Deutschland 225 Kompostierungsanlagen
untersucht. In diesen Anlagen wurden hauptséchlich Bioabfélle aus getrennter Sammlung
sowie Grinabfalle verarbeitet. Dabei handelt es sich in den meisten Fallen um kleine An-
lagen, die unter 10.000 Tonnen pro Jahr Material umsetzen, wobei der GroBteil Griinabfall
darstellt. Bei gréBeren Anlagen, die 10.000 bis 30.000 Tonnen Material pro Jahr umsetzen,
ist im Schnitt mehr Bioabfall verwendet worden. Als Hauptendprodukt der Kompostierung
wird zu Uber 75 % Kompost gewonnen, unabhangig von der AnlagengréBe. Andere Produkte
sind Brennstoffe, Storstoffe, Prozessabwasser und Rickgut. Zwischen 40 % und 60 %
des Komposts wird in der Landwirtschaft eingesetzt, der Rest flieBt in Landschaftsbau,
Gartenbau und an Privatverbraucher.

Insbesondere in groBeren Anlagen muss der Rottekdrper aktiv bellftet werden. Dies ge-
schieht durch Saug- oder Druckbellftung. Durch die Belliftung werden aerobe Bedingungen
beibehalten und so die Entstehung von Treibhausgasen wie Methan verhindert. Zusatzlich
muss jedoch die entstehende Abluft behandelt werden, um Gase und Gerlche zu entfer-
nen. Dies erfolgt zumeist durch sogenannte Biofilter, die durch enthaltene Mikroorganismen
gasférmige organische Materialien abbauen (Rettenberger et al., 2012). Zuvor wird das
Rohgas durch einen Befeuchter geleitet, der zur Kihlung, Befeuchtung und Abreinigung von
Staubpartikeln dient. Beim Kompostierungsprozess kann der Rottekdrper eine Temperatur



von ca. 70 °C erreichen (Kern, [2014), welche zur teilweisen Abtétung der Organismen flhrt,
jedoch eine vollstandige Entfernung aller pathogenen Organismen nicht garantieren kann.
Schritte wie die oben beschriebene Beluftung und Abluftoehandlung fallen gerade bei groBen
Anlagen an und fihren zu steigenden Kosten. Unter Gesichtspunkten der Energiegewinnung
hat daher der anaerobe Vergarungsprozess einige Vorteile. Dieser wird in Deutschland in
Biogasanlagen eingesetzt, um aus Biomasse Biogas zu gewinnen.

1.2 Biogasproduktion
1.2.1 Daten und Fakten zur Biogasproduktion in Deutschland

Deutschland ist derzeit Vorreiter im Bereich Biogas. So stieg die Anzahl der Biogasanlagen
kontinuierlich bis auf einen Stand von 9300 im Jahre 2017 (vgl. Abb.[{) (Fachverband Biogas,

2018).
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Abbildung 1: Entwicklung der Anzahl an Biogasanlagen in Deutschland seit 1992. Nach Fachverband
Biogas (2018).

Davon sind 196 Biomethan-Anlagen mit einer Produktionsrate von 122.000 m®- h'! Biome-
than. In diesen Anlagen wird Biogas fiir die Einspeisung ins Erdgasnetz aufbereitet und zum
direkten Ersatz fur Erdgas zur Verfigung gestellt. Damit ist Deutschland auch im Bereich
Biomethanproduktion fithrend in Europa (Horschig et al.,2019).

Im Bezug auf die Vermeidung von Treibhausgas-Emissionen stellten im Jahr 2017 War-
me und Strom aus Biomasse neben Windkraft den zweitgréBten Anteil der Erneuerbaren

Energien (vgl. Abb. [2) (BMWi,[2018).
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Abbildung 2: Netto-Bilanz der vermiedenen Treibhausgas-Emissionen durch die Nutzung erneuer-
barer Energien im Jahr 2017. Nach BMWi (2018).

Warme und Strom aus Biomasse stellen daher weiterhin eines der Hauptstandbeine far
die Einhaltung des Pariser Ubereinkommens zur Einddmmung des globalen Klimawandels
dar. Die umfassendere Verwendung organischen Abfalls fir die Biogasproduktion ist daher
unabdingbar fur die Zukunft.

Ein weiterer Vorteil ist die simultane Reduktion von Treibhausgasemissionen und Abfallge-
rlichen, sowie eine kontrollierte Abfallentsorgung (Angelidaki et al.,[2011). Gemise- und
tierische Nebenprodukte (z.B. Dung), industrielle und kommerzielle Abfélle, sowie Bioabfalle
aus Haushalten und Energiepflanzen eignen sich als Substrat fir Biogasanlagen (Wilken et
al.,[2017). Das entstehende Roh-Biogas besteht zu ca. 50 - 70 Vol.-% aus Methan, abhéngig
vom verwendeten Ausgangsmaterial. Der GroBteil des verbleibenden Gas-Anteils besteht
aus CO; (30 - 45 Vol.-%), wahrend auBerdem geringe Mengen Wasser, Sauerstoff, Schwefel-
wasserstoff (H>S), Ammoniak (NH3) und andere Spurengase enthalten sein kénnen. Zumeist
wird das entstandene Gas mit einer Elektrizitatseffizienz von 33 % und einer Warmeeffizienz
von 45 % in Blockheizkraftwerke eingeschleust (Appels et al.,[2011). Das enthaltene Wasser
und insbesondere der Schwefelwasserstoff kbnnen jedoch zu Korrosion und Schéaden in
der Anlage fuhren. Daher ist eine Entschwefelung und Trocknung des Rohgases vor der
Einschleusung in ein Blockheizkraftwerk nétig.

Fir die Entfernung von Schwefelwasserstoff stehen verschiedene Strategien zur Verfligung,
die je nach H,S-Menge ausgewahlt werden (Wilken et al.,2017). AnschlieBend wird das Roh-
biogas getrocknet, ebenfalls um Korrosion zu verhindern. Um eine Trocknung zu erreichen,
muss dem Biogas Wasserdampf entzogen werden. Dies gelingt in der Regel durch eine



Kuhlung des Gases durch Kompressorkalte. Mithilfe eines Kondensatabscheiders wird das
kondensierte Wasser gesammelt und abgeleitet. Da Ammoniak gut wasserléslich ist, kann
er in diesem Schritt ebenfalls abgereinigt werden. Eine weitere Mdglichkeit ist der Einsatz
von Adsorptionstrocknern wie Silicagelen oder Aluminiumoxiden (Wilken et al.,[2017). Der
nach der Biogasproduktion zurlickbleibende Garrest bzw -schlamm ist zumeist reich an
Stickstoff und kann daher als Dlnger fir die Landwirtschaft eingesetzt werden und ersetzt
so synthetische Dlinger (Angelidaki et al., 2011 Appels et al., 2011).

1.2.2 Ablauf der Biogasproduktion

Der mikrobiell katalysierte, anaerobe Abbau von Biomasse, wie er in einem Biogasfermenter
ablauft, 1asst sich in vier Schritte einteilen (vgl. Abb.[3).

Komplexe Biomasse (Kohlenhydrate, Proteine, Lipide)
Hydrolyse
Y
Grundmonomere
""""""""""""" (Monosaccharide, Aminosauren, langkettige Fettsduren)
Acidogenese
Fettsduren
------------------------------------ (Propionat, Butyrat, Valerat, etc.)
Acetogenese
\4 Y
H2
------------------------- Acetat co,
Y Y
Methanogenese
Methan, CO,

Abbildung 3: Prozess der Biogasentstehung, unterteilt in die vier Schritte Hydrolyse, Acidogenese,
Acetogenese und Methanogenese. Nach Ersahin et al. (2011).

Im ersten Schritt, der Hydrolyse, wird komplexe Biomasse, die zumeist aus Kohlenhydraten,
Proteinen, Fetten, Cellulose und Hemicellulosen besteht, zersetzt (Ramaraj und Dussadee,



2015). Dieser Schritt wird von hydrolytischen Bakteriengruppen wie Acetivibrio, Clostridium
und Bacteroides katalysiert (Goswami et al., 2016). Dabei werden Enzyme sekretiert bzw.
sogenannte Cellulosomen gebildet, groBe Multi-Enzymkomplexe auf der Zelloberflache zum
Abbau von Cellulose (Goswami et al.,|[2016). Hierdurch entstehen kleinere Bausteine wie
Aminosauren, Zucker, Alkohole und Fettsduren. In der anschlieBenden Acidogenese setzen
Bakteriengattungen wie Campylobacter und Peptococcus diese Monomere zu Fettsauren
wie Acetat, Propionat, Butyrat, Valerat, Laktat und Succinat, Wasserstoff und CO, um (Er-
sahin et al., 2011, Goswami et al., 2016). Die organischen S&uren werden im nachsten
Schritt, der Acetogenese, von Gattungen wie Syntrophomonas, Syntrophus, Clostridium und
Syntrobacter zu Acetat, CO, und Wasserstoff oxidiert. Uber diese Gattungen ist bekannt,
dass sie diesen Schritt in Syntrophie mit H,-verstoffwechselnden Organismen durchflihren
(Mclnerney et al.,1981). Solche Organismen finden sich im letzten Schritt, der Methanoge-
nese. Hier verwenden methanogene Archaea das entstandene Acetat, Wasserstoff sowie
CO, zur Produktion von Methan. Es existieren sechs Arten der Methanogenese mit den
Hauptsubstraten CO,, Formiat, Acetat, Methanol, Methylamin und Dimethylsulfat. Diese
lassen sich in drei Hauptwege der Methanproduktion kategorisieren:

» Methylotrophe Methanogenese (Decarboxylierung von Methylalkoholen, Methylaminen
oder Methylsulfiden)

» Hydrogenotrophe Methanogenese (Reduktion von CO, mit Hy)

» Acetoklastische Methanogenese (Decarboxylierung von Acetat).

Es wurde gezeigt, dass in einem anaeroben Vergarungsprozess von Maissilage die Ordnung
Methanobacteriales die wichtigste Gruppe der methanogenen Organismen darstellt, wah-
rend an zweiter Stelle die Familie Methanosarcinaceae zu finden war (Bauer et al.,|2008).
Die Ordnung der Methanobacteriales sind hydrogenotroph, wahrend Methanosarcinaceae
als acetoklastische Gruppe mit weitem Substratspektrum bekannt sind. Eine steigende
Acetat-Konzentration im Reaktor kann das Vorkommen von Organismen der Familie Me-
thanosarcinaceae begunstigen (Bauer et al., 2008). Der biotechnologische Prozess der
Biogasproduktion kann zum Einen unter mesophilen (37-43 °C) und zum Anderen unter ther-
mophilen Bedingungen (50-60 °C) ablaufen (Onen, Nsair und Kuchta, [2018). Schwankungen
in den Bedingungen, wie zum Beispiel eine Substratiberlastung, kann zu einer Ansduerung
des Reaktors durch eine Ansammlung von organischen Sauren fihren (Akuzawa et al.,
2011). Diese Ubersduerung kann zu einer Hemmung der Methanogenese filhren. Besitzt der
Reaktor wenig Pufferkapazitat, sind pH und organische Sauren Anzeichen fir Prozessun-
gleichgewichte. Besteht eine hohe Pufferkapazitat, ergeben sich durch Ungleichgewichte nur
kleine pH-Anderungen und nur die Konzentration an organischen Sauren kann verlasslich
fur die ProzessUberwachung herangezogen werden (Murto, Bjérnsson und Mattiasson,



2004). Die Pufferkapazitat des Reaktors wird dabei maBgeblich durch die Konzentrationen
an Bicarbonat, Fettsauren und Ammonium bestimmt (Jantsch und Mattiasson, 2004). Es
konnte gezeigt werden, dass insbesondere eine hohe Propionat-Konzentration zu einer
Inhibierung der methanogenen Organismen fuhren kann (Wang et al., 2009). Zudem wurde
beschrieben, dass am verlasslichsten Propionat als Indikator fir den gesamten Prozess
herangezogen werden kann, da eine erhdhte Propionatkonzentration bereits mehrere Tage
vor einem Einbruch der Methanproduktion beobachtet werden konnte (Nielsen, Uellendahl
und Ahring, [2007).

1.2.3 Zweiphasige Fermentation

Eine Zweistufige Fermentation unterteilt sich in die zwei Teilschritte Azidifikation und Metha-
nisierung. Hierbei teilt man die bei der Biogasproduktion auftretenden Schritte entsprechend
der Aktivitat und BedUrfnisse der dort vorkommenden Mikroorganismen auf. Es werden
Hydrolyse und Acidogenese zur Azidifikation und Acetogenese und Methanogenese zur
Methanisierung zusammengefasst. Das Ziel ist hierbei, die fir die jeweiligen Prozesse bzw.
dort vorhandenen Mikroorganismen besten Bedingungen zu erreichen (Ravi et al., 2018).
FiUr die Azidifikation konnte gezeigt werden, dass der pH-Wert eine wichtige Rolle spielt,
da ein leicht saurer pH (5.2 bis 6.5) das Wachstum von saurebildenden Mikroorganismen
beglnstigt (Demirer und S. Chen, 2004). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass bei pH 6
mehr organische S&uren produziert wurden als bei pH 5.5 (Ravi et al.,[2018). Zudem zeigt die
Literatur, dass nicht nur eine pH-Kontrolle, sondern auch die organische Beladungsrate des
Reaktors, sprich, die definierte Menge des zugegebenen Substrats, einen groBen Einfluss
auf die Performance des Prozesses nimmt. Ein Vorteil der Trennung der Teilschritte ist, dass
fur die spatere Methanogenese eine stabilere Umgebung geschaffen werden kann (Zuo
et al., 2013), da der pH auf diese Organismen auch einen groBen Einfluss nimmt, wie bereits
unter [1.2.2|beschrieben. Hierbei wiirde ein niedrigerer pH, wie er flr die Azidifikation von
Vorteil ist, eher zu einer Hemmung der methanogenen Organismen und so zum Erliegen des
Prozesses und folglich einer niedrigen Effizienz fiihren. Wie bereits gezeigt, eignet sich der
Zweistufige Prozess auch flr die Fermentation von Obst- und Gemuseabfall gut und stellt
eine hocheffiziente Technologie zur Verfliigung (Bouallagui et al., [2005). Daher wurde auch
fir diese Arbeit ein Fermentationseffluent aus einem zweistufigen Fermentationsprozess als
Substrat eingesetzt.

1.3 Propionsaure

Propionsédure ist eine in der Natur haufig auftretende Fettsdure und kommt als Produkt
von Fermentationen vor. Beispielsweise im Verdauungstrakt von Saugern wird sie unter
Anderem von Bakterien der Ordnungen Clostridiales und Bacteroidales gebildet (Shimizu



et al., [2018). Es handelt sich dabei um einen C3-Kérper, der in der Industrie als Baustein
fir die Synthese von Kunststoffen, Herbiziden, Arzneimitteln und Duftstoffen genutzt wird
(Samel et al., 2011). Das US-Energieministerium stufte Propionsaure im Jahr 2004 als
eine der Top 30 aus Biomasse zu gewinnenden Basischemikalien ein (Werpy und Petersen,
2004). Nicht nur in der Biogasproduktion, sondern auch in anderen Systemen wurde bereits
mehrfach beschrieben, dass Propionat sich wahrend anaerober Fermentationsprozesse
akkumuliert und der Abbau langsamer vonstatten geht als bei geradzahligen organischen
Sauren wie Acetat und Butyrat (H. S. Shin et al., [2001). Dies kann zum Einen darauf zu-
rickgeflhrt werden, dass der anaerobe Abbau organischer Sauren nur bei einem niedrigen
Wasserstoffpartialdruck (<10 Pa) exergon ist (Frigon und Guiot, |[1995). Die Gleichungen a.
und b. zeigen die anaerobe Propionatoxidation und die freie Gibbs-Energie (AGy).

a. Propionat + 2 H,O — Acetat + CO, + 3 H, AGy = +76,0 kd/mol
b. Propionat + 2 H,O + 2 CO, — Acetat” + 3 Formiat + 3 H* AGy’ = +65,3 kd/mol

Da flr beide Reaktionen die Gibbs-Energie positiv ist, ist die Reaktion endergon. Daher
kann die Reaktion nur ablaufen, wenn die Produkte stetig aus der Reaktion abgezogen
werden. Der Abbau funktioniert deshalb nur in Syntrophie mit Organismen, die Wasserstoff,
Acetat und/oder Formiat verbrauchen, wie die innerhalb eines Biogasreaktors vorhandenen
methanogenen Archaeae (N. Miller et al.,[2010}; A. J. M. Stams et al.,[1992).

Ist das Gleichgewicht gestért, wie z.B. durch einen pH-Abfall aufgrund vermehrter Sauren-
produktion, wird die Methanogenese gehemmt und Propionat akkumuliert weiter, da der
Abbau durch steigenden Wasserstoffpartialdruck thermodynamisch ungtnstig wird. Dies
kann zum kompletten Erliegen des Prozesses fuhren.

Zusatzlich zu den unglinstigen Abbaubedingungen wirken Propionat oder abgeleitete Inter-
mediate (wie z.B. 2-Methylcitrat) antimikrobiell bzw. toxisch (Dolan et al.,2018). Grundlegend
sind in einer prokaryotischen Zelle drei Verwendungsmaoglichkeiten flr Propionat bekannt:

» 2-Methylcitratzyklus (Enterobakterien, Mycobakterien (Limenitakis et al., 2013))
» Methylmalonyl-CoA-Weg (Mesophile, syntrophe Bakterien (Kosaka et al., 2006))
» Einlagerung in Zellwandlipiden (Dolan et al., 2018).

Im Folgenden werden die beiden fiir diese Arbeit wichtigen Stoffwechselwege beschrieben.



1.3.1 2-Methylcitratzyklus

Der 2-Methylcitratzyklus wurde unter Anderem bereits in Salmonella enterica und Escherichia
coli nachgewiesen (Horswill und Escalante-Semerena, |1999; London et al., 1999). Das
zugehdrige prp-Operon kodiert fur fiinf Enzyme, welche fir die Umsetzung von Propionat zu
Pyruvat und Succinat verantwortlich sind (siehe Abb. [4).

A
{ prpR prpB prpC > E prpE >
B
Propionat 7T» Propionyl-CoA 7—T2-Methylcitrat 2-Methylisocitrat i» Pyruvat
ATP AMP+ Oxal- CoA-SH Succinat
CoA-SH PPi acetat

Abbildung 4: A. Aufbau des prp-Operons im Genom von E. coli K-12 mit den repetitiven, nichtkodie-
renden, palindromischen Elementen REP25 und REP26. B. Ablauf des 2-Methylcitratzyklus in E. coli
K-12. Nach Simonte et al. (2017).

Das Operon wird aus zwei divergenten Transkriptionseinheiten gebildet (Suvorova, Ravcheev
und Gelfand, |2012). Die erste Einheit besteht aus dem Gen prpR, das fur den Transkriptions-
regulator PrpR aus der o°*-Familie kodiert und 2-Methylcitrat als Co-Aktivator benétigt (Dolan
et al.,2018). Das Cluster aus den Genen prpB, prpC, prpD und prpE bildet die zweite Einheit.
Diese vier Gene kodieren fir die Enzyme, die die Umsetzung von Propionat zu Pyruvat und
Succinat katalysieren. Der Aufbau des Operons sowie der Ablauf des Abbaus von Propionat
ist Abb. [4] zu entnehmen. Der erste Schritt von Propionat zu Propionyl-CoA wird durch die
Propionyl-CoA-Synthetase katalysiert (prpE) . Fir den ersten Teilschritt wird Pyrophosphat
von ATP abgespalten und mit der freiwerdenden Energie wird zwischen der Thiolgruppe
des Conzym A und der Carboxylgruppe (-COOH) des Propionats eine Thioesterverbindung
gebildet. Es konnte fir E. coli gezeigt werden, dass auch die Acetyl-CoA Synthetase Pro-
pionat zu Propionyl-CoA umsetzen kann. Diese Aktivitat scheint einen Einfluss auf den
Propionat-Abbau zu nehmen, da fur die Aktivierung des Promoters des prpBCDE Ope-
rons, wie oben bereits genannt, PrpR und 2-Methylcitrat bendtigt werden. Da 2-Methylcitrat
aus Propionyl-CoA hergestellt wird, muss zunachst Propionat zu Propionyl-CoA umgesetzt
werden, um den Promoter aktivieren zu kénnen. Fir die Synthese dieses anfanglichen
Propionyl-CoA ist daher vermutlich die Acetyl-CoA Synthetase verantwortlich (F. Liu et al.,
2014). Das entstandene Propionyl-CoA wird mit Oxalacetat in einer Aldolkondensation zu
2-Methylcitrat umgesetzt. Diese Reaktion wird von der Methylcitrat-Synthase, kodiert von



prpC, durchgefuhrt. 2-Methylcitrat stellt nicht nur den Co-Aktivator des Operons dar, son-
dern wirkt nach Akkumulation auch toxisch bzw. inhibierend auf das Zellwachstum (Rocco
und Escalante-Semerena, |2010). Durch Isomerisierung durch die Methylcitrat-Dehydratase
(prpD) wird 2-Methylcitrat zu 2-Methylisocitrat umgesetzt und im Anschluss in Pyruvat und
Succinat gespalten. Dieser letzte Schritt erfolgt durch die 2-Methylisocitrat-Lyase, kodiert
durch prpB. Succinat kann wieder in den Citratzyklus einflieBen und das benétigte Oxalacetat
wird regeneriert (Textor et al., [1997). Zur transkriptionellen Aktivierung des prp-Operons wer-
den nicht nur PrpR und 2-Methylcitrat benétigt, sondern auch der 0°*-Faktor RpoN sowie der
globale Regulationsfaktor IHF (integration host factor) (Horswill und Escalante-Semerena,
1997|; Arimori et al., 2002).

Die genomische Struktur des prp-Operons in E. coli (vgl. Abb. [4) weist zwei langere nicht-
codierende Regionen auf, zum Einen zwischen prpB und prpC und zum Anderen down-
stream von prpE. Diese Regionen enthalten repetitive palindromische Elemente, REP25 und
REP26, die mdglicherweise zu der Bildung von Sekundarstrukturen in der mRNA fiihren kén-
nen. Es wurde gezeigt, dass das prp-Operon zumindest teilweise auf posttranskriptioneller
Ebene reguliert wird. Dabei wurde insbesondere der RNase R eine direkte Rolle zugespro-
chen, fir die gezeigt wurde, dass sie unter anaeroben Bedingungen hochreguliert ist. Zudem
bietet die Struktur des Operons mit dem REP26-Bereich nach prpE einen Angriffspunkt
fur 3’-5’-Hydrolyse. Das dadurch zuerst betroffene Gen prpE kodiert fir das Enzym, das
den ersten Schritt des Stoffwechsels katalysiert. Daher wird der Abbau direkt am Anfang
unterbunden. Da dieser erste Schritt bereits ATP-abhangig ist, macht es Sinn, bereits hier
zu unterbrechen, um einen nutzlosen Einsatz von Energie zu vermeiden. Zudem ist eine
Anh&ufung von CoA-Estern und wie bereits genannt des Intermediats 2-Methylcitrat toxisch
fur die Zelle (Simonte et al., 2017).

1.3.2 Methylmalonyl-CoA Weg

Der Methylmalonyl-CoA Weg ist unter anderem eine Mdéglichkeit fir die syntrophe Propionat-
Oxidation (Kosaka et al., 2006). Dabei wird entstehender Wasserstoff von Methanogenen
aus der Reaktion entfernt und so die Propionat-Oxdiation erst ermdglicht (Plugge, Dijkema
und A. J. Stams, [1993), wie unter [1.3] bereits beschrieben.

Der Ablauf des Methylmalonyl-CoA-Weges ist Abb. [5zu entnehmen. Hierbei wird Succinat
zu Succinyl-CoA umgesetzt, hierflr dient Propionyl-CoA als CoA-Donor. Dieser Schritt
wird durch das Enzym YgfH (oder ScpC), einer Propionyl-CoA:Succinat-CoA Transferase
katalysiert. Das Succinyl-CoA, das jedoch auch aus dem Citratzyklus stammen kann, wird
durch das Enzym Sbm (ScpA), einer Methylmalonyl-CoA Mutase, zu Methylmalonyl-CoA
umgesetzt. Dieser Schritt ist Coenzym-B;,-abhangig (Aldor et al., 2002). Im Anschluss kann
eine Methylmalonyl-CoA Decarboxylase (YgfG oder ScpB) das entstandene Methylmalonyl-
CoA dann zu Propionyl-CoA umsetzen. Die CoA-Gruppe des Propionyl-CoA kann dann



durch YgfH/ScpC wieder auf Succinat libertragen werden, wodurch Propionat entsteht. Uber
diesen Weg ist auch eine Propionat-Produktion méglich (Haller et al., [2000).

Citratzyklus

I i

C4 C4
Succinat Succinyl-CoA

a g

ScpB

/

Propionat  Propionyl-CoA

ScpA

ScpC L-methylmalonyl-CoA

Abbildung 5: Ablauf des Methylmalonyl-CoA-Weges.

1.4 Bioelektrochemisches System

Es gibt viele Publikationen, die bioelektrochemische Systeme mit Abwasser oder Abfall als
Substrat beschreiben, teilweise in Kombination mit vorgeschalteten fermentativen Methoden.
Es wurde Haushalts- und Industrieabwasser aus der Lebensmittelverarbeitung (Brown
et al., 2015; Oh und Logan, 2005), GemUseabfalle (Du und F. Li, 2016; Venkata Mohan,
Mohanakrishna und Sarma, 2010) oder Papier- und Zellstoffabfall genutzt (Krishna, Sarkar
und Venkata Mohan, 2014). Es wurden Stromdichten von 2,8 pA/cm? bis 175 uA/cm? erreicht
(Krishna, Sarkar und Venkata Mohan, 2014; Dhiman et al., 2018). Auch in dieser Arbeit
wurde ein Fermentationseffluent aus der Fermentation von Gemuseabfallen als Substrat
fur ein bioelektrochemisches System verwendet. Im Folgenden wird zunachst das System
erklart. Hierzu ist in Abbildung [6]der Aufbau eines solchen Systems abgebildet.
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1.4.1 Aufbau eines bioelektrochemischen Systems

0 mV vs. SHE

i Protonen-
i austausch-
: membran

i (PEM)

Abbildung 6: Schematischer Aufbau des bioelektrochemischen Systems, bestehend aus zwei
Kammern (Anodenkammer und Kathodenkammer) mit einem Drei-Elektroden-Setup und einer Proto-
nenaustauschmembran. Das angelegte Potential von 0 mV vs. SHE wird Uber einen Potentiostaten
kontrolliert, dieser wird auch zur Stromaufzeichnung genutzt.

Eine normale Brennstoffzelle nutzt Metallkatalysatoren an der Anode, an denen die Oxidation
des Substrates stattfindet, um elektrochemisch Strom zu produzieren. Das Besondere an
einem mikrobiellen System ist daher, dass die Metallkatalysatoren durch Mikroorganismen
ersetzt werden, die als Biokatalysator fungieren und Elektronen auf die Anode Ubertragen
(Logan, 2009). Der Elektronentransfer von den Mikroorganismen zur Anode ist Giber eine
direkte Ubertragung, sowie eine indirekte Ubertragung durch Shuttles oder Mediatoren
moglich (siehe[1.4.2) (Logan et al.,[2006). Die Ubertragenen Elektronen flieBen durch einen
Stromkreis auf die Kathode, wo sie sich mit Protonen und einem Katholyten wie zum Beispiel
Sauerstoff aus Luft verbinden und Wasser bilden (Logan, [2009; Logan et al., [2006). Die
Reduktion des Katholyten wird meist durch ein Edelmetall wie Platin katalysiert, kann aber
auch an einem Nicht-Edelmetall stattfinden (Cheng, H. Liu und Logan, [2006]; Zhao et al.,
2005). Die Reaktion im Anodenraum stellt bei Mikroorganismen im chemischen Sinne keine
richtige Katalyse-Reaktion dar, da die Mikroorganismen durch die Oxidation des Substra-
tes Energie gewinnen (Logan, 2009). Nahezu jede Quelle organischen Materials kann als
Substrat fiir das System eingesetzt werden, wie bereits oben genannt, auch Abfallstréme,
da hier zumeist viele organische Substanzen wie zum Beispiel Kohlenhydrate und Proteine
enthalten sind (Takeuchi et al., 2017} Yu et al., [2015]; Srikanth, Kumar und Puri, [2018;;
Mogsud et al.,[2013). Eine mikrobielle Brennstoffzelle bzw. ein bioelektrochemisches System
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besitzt einen definierten Aufbau. In der Regel handelt es sich um ein Zweikammersystem,
da fir beide Elektroden je ein Kompartiment bendtigt wird. Die beiden Kammern werden
zumeist von einer Membran getrennt. Wie bereits beschrieben, flieBen die Elektronen von
Anode zu Kathode, wo der Katholyt reduziert wird. Ist beispielsweise Sauerstoff der Katholyt,
der reduziert werden soll, ist es wichtig, dass beide Kompartimente getrennt bleiben, da der
Sauerstoff die Elektronenibertragung inhibieren wiirde, da er als Elektronenakzeptor mit
hohem Oxidationspotential (Ucar, Zhang und Angelidaki, [2017) mit der Anode kompetitiert
(Ringeisen, Ray und Little, 2007). Daher wird als Trennungsmembran haufig eine Protonen-
Austausch-Membran genutzt, sodass Protonen (H*) vom Anodenraum in den Kathodenraum
wandern kdnnen, jedoch kein Sauerstoff. Im Anodenraum befindet sich die Anode, auf die
Elektronen des Stoffwechsels der Mikroorganismen tbertragen werden. Fir die Elektroden,
insbesondere die Anode, werden meist Materialien verwendet, die biokompatibel, leitfahig
sowie (bio)chemisch stabil sind (Mathuriya, Jadhav und Ghangrekar, 2018). Daflir kommen
beispielsweise Graphitplatten oder Graphitvlies, verschiedene Kohlenstoffmaterialien, rost-
freier Edelstahl oder Titan in Frage (Choudhury et al.,2017). Auch in dieser Arbeit wurde
ein Graphitvlies verwendet, da es eine hohe Porositat und gréBere Oberflache aufweist als
beispielsweise Graphitstabe (Chaudhuri und Lovley, 2003). Als Kathode wurde ein Platinnetz
verwendet, da Platin gute katalytische Eigeschaften zeigt (Daubinger et al., 2014). Um
die Elektrodenpotentiale zu kontrollieren, wird neben Anode und Kathode eine Referenz-
elektrode im System eingesetzt, tiber die das Potential der Arbeitselektrode (hier Anode)
bestimmt werden kann. Die Standard-Wasserstoff-Elektrode (standard hydrogen electrode,
SHE) hat ein Potential von 0 mV, wird jedoch aus praktischen Griinden in experimentellen
Aufbauten nicht genutzt. Hier werden h&ufig Silber-/Silberchlorid-Elektroden eingesetzt, da
sie einfach und stabil im Umgang und nicht toxisch fir die Organismen sind. Zur Kontrolle
eines solchen Drei-Elektroden-Setups wird ein sogenannter Potentiostat verwendet, um das
Potential einzustellen und den Strom aufzuzeichnen (Logan et al., [2006).

1.4.2 Elektronenubertragung

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten fur Mikroorganismen, Elektronen aus der Zelle heraus-
zutransportieren und auf einen externen Elektronenakzeptor zu tGbertragen. Exoelektrogene
Organismen besitzen bestimmte Proteine in der duBeren Membran (direkter Elektronentrans-
fer), wahrend andere Organismen die Elektronen nur durch ein Iésliches Redox-Shuttle oder
einen Primarmetaboliten an die externe Anode abgeben kdnnen (vermittelter Elektronen-
transfer) (Schréder, 2007). Modellorganismen der dissimilatorischen Eisenreduktion, also
der Reduktion von Eisen als terminalen Elektronenakzeptor flr katabole Reaktionen der
Zelle, wie beispielsweise Geobacter spp. und Shewanella spp. (Dolch, Wuske und Gescher,
2015) haben ein Set an Proteinen zur Verfligung, mit denen sie die Elektronen bis zur
Zelloberflache transportieren kénnen. Sie lagern sich daher in der Regel als Biofilm auf dem
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Elektronenakzeptor (wie z.B. einer Anode) an und geben die Elekironen direkt an ihn ab. In
Abb. [7] sind die moglichen Wege der Elektroneniibertragung aufgezeigt.

A Membran-
| Cytochrom
organisches K

Substrat .

Direkter
Elektronentransfer

Mikro-
organismus

Nanowire
(Pilus)

organisches

Substrat .

H+
Mikro-
organismus

reduziertes

organisches Shuttle

Substrat .
(

Vermittelter
Elektronentransfer

Mikro- oxidiertes
organismus Shuttle

Abbildung 7: Mechanismen der Elektronenibertragung auf einen externen Elektronenakzeptor
bei Mikroorganismen. A. Es ist ein direkter Transfer tGber &uBere Membrancytochrome oder Uber
sogenannte Nanowires méglich. B. Ein vermittelter Elektronentransfer inkludiert ein Shuttle, das Elek-
tronen in der Zelle aufnimmt und zum Elektronenakzeptor, wie zum Beispiel der Anode, transportiert.
Nach Sayed und Abdelkareem (2017).

Durch die Expression von duBeren Membranproteinen sind Mikroorganismen in der Lage,
einen direkten Kontakt zur Anode herzustellen. Solche Membranproteine sind sogenannte
Cytochrome, die als prosthetische Gruppe c-Hamgruppen enthalten. C-Hame bestehen
aus dem organischen Pigment Protoporphyrin IX, das mit einem Eisen-lon gekoppelt ist.
Multi-Ham-Cytochrome enthalten zwei oder mehr c-Hamgruppen und ermdglichen einen
schnellen Elektronentransfer durch Protein-interne Transferschritte, die das Eisen-Redoxpaar
involvieren. In S. oneidensis durchspannt der MtrABC-Komplex die &uBere Membran. Dabei
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bildet das [3-Fass-Protein MtrB eine Pore, durch die die beiden Cytochrome MtrA und MtrC
interagieren und Elektronen transportieren kénnen. Uber das Decahdm-Cytochrom MtrC
werden die Elektronen auf den terminalen Elektronenakzeptor Ubertragen, wie zum Beispiel
auf unlésliche Metalloxide von Eisen(lll) oder Mangan(lll/IV) (Breuer et al., 2015). Dabei
werden die Elektronen tber den Quinon-Pool in der Periplasma-Membran auf im Periplasma
befindliche Cytochrome verteilt, die die Elektronen an MtrA weiterleiten und so die Verbin-
dung nach auBen herstellen (Barchinger et al., 2016)).

Eine weitere Mdglichkeit des direkten Elektronentransfers ist die Ubertragung lber soge-
nannte Nanowires. Diese Strukturen werden als Ausstllpungen der duBeren Membran
gebildet und enthalten die Cytochrome MtrC und OmcA. Sie entstehen vermutlich durch das
Zusammenschmelzen von einzelnen Membranvesikeln (Pirbadian et al., 2014). Nanowires
fihren zu einer vergréBerten Zelloberflache, die fir den Elektronentransfer bereit ist, sobald
ein moglicher Elekironenakzeptor in Berihrungsndhe kommt (Barchinger et al., [2016). Zu-
dem scheinen diese Strukturen auch in Biofilmen von exoelektrogenen Bakterien eine Rolle
zu spielen, da sie im Biofilm dazu flhren, dass auch weiter entfernte Zellen von der Anode
noch in der Lage sind, ihre Eletronen Gber Nanowires abzugeben. Eine Deletionsmutante
von G. sulfurreducens, die keine Pili bzw. Nanowires mehr ausbilden kann, bildete auf einer
Anode einen dinneren Biofilm und erreichte auch eine niedrigere maximale Stromdichte
(Strycharz-Glaven et al., 2011).

Die zweite Mdglichkeit des Elektronentransfers ist der vermittelte Transfer. Hierzu wird zu-
satzlich ein Shuttle benétigt, das Elektronen vom Mikroorganismus aufnimmt und an der
Anode wieder abgeben kann. Dabei handelt es sich um Redoxmolekile. Zum Beispiel
sind endogene Elektronen-Shuttles wie Wasserstoff oder Formiat wichtig fir Interspezies-
Elektronentransfer, wie zum Beispiel bereits flir Syntrophien von Mikroorganismen beschrie-
ben (Hattori et al.,|2001; Rotaru, Shrestha, F. Liu, Ueki, et al., 2012). Fir Shewanella-Spezies
ist bekannt, dass sie selbst Flavine produzieren, um sie als endogene Elektronenshuttles
zu nutzen, insbesondere wenn kein direkter Kontakt zum Elektronakzeptor méglich ist (Von
Canstein et al., 2008). Auch Organismen in der Umgebung kdnnen von diesen Shuttles
profitieren. Weitere Shuttles kénnen Enzyme, Quinone oder Schwefelverbindungen sein.
Quinone kommen beispielsweise in Huminstoffen in der Umwelt vor (B. Huang et al., |[2018).
Roller et al. (2008) testeten verschiedene Redox-Mediatoren wie Thionin, Methylenblau
und Benzyl-Viologen mit verschiedenen Organismen und konnten zeigen, dass E. coli am
schnellsten Methylenblau reduziert. Dies wurde in anderen Studien genutzt, um Elektronen
aus dem Stoffwechsel von E. coli zu einer Anode zu Ubertragen (Sturm-Richter et al., 2015;
Forster et al., 2017). Es gibt also auch die Méglichkeit, exogene Mediatoren einzusetzen,
um den Elektronentransfer zu erméglichen oder auch zu verbessern.
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1.5 Produktion von Plattformchemikalien

Plattformchemikalien sind der grundlegende Ausgangsstoff flir die Herstellung von che-
mischen Intermediaten, Basischemikalien und Polymeren (J. H. Shin et al., 2012). Viele
kommerzielle Plattformchemikalien werden noch immer mithilfe petrochemischer Prozesse
aus Erddl als Ausgangsmaterial hergestellt. Aufgrund der Limitierung fossiler Ressourcen
und steigenden Preisen gewann die biobasierte Herstellung von Plattformchemikalien deut-
lich an Interesse (Lee, H. U. Kim, et al., 2011}, Lee, T. Y. Kim, et al.,2011). Hierfir werden
erneuerbare Ressourcen genutzt, wie zum Beispiel Agrarprodukte, Lignocellulose oder mari-
ne Biomasse (Hatti-Kaul et al., 2007). Eine groBe Herausforderung bleibt die Entwicklung
von effizienten Mikroorganismen, die in der Lage sind, das gewiinschte Produkt in méglichst
groBen Mengen zu produzieren (J. H. Shin et al., 2012). Beispiele fur Plattformchemikalien
sind Carboxylsauren, Hydroxysauren, Aminocarboxysauren, Alkohole, Amine und Aromaten.
Darunter befinden sich auch einwertige und zweiwertige Alkohole wie Ethanol, Propanol oder
auch Butandiol (J. H. Shin et al.,2012). Auch in dieser Arbeit sollten Plattformchemikalien
hergestellt werden. Aufgrund des Ausgangsstoffes Propionat wurde zum einen Acetoin, ein
Vorlaufer von 2,3-Butandiol, und zum anderen 1-Propanol gewéhlt. Beide Stoffe befinden
sich, wie auch Propionat, unter den Top 30 Chemikalien, die aus Biomasse produziert wer-
den kdénnen (Werpy und Petersen, 2004). 1-Propanol wurde als potentieller Biokraftstoff
vorgeschlagen und ist unter anderem ein Vorlaufer fir Polypropylen, ein thermoplastisches
Polymer (Jain et al., 2015, Matsubara et al., 2016). Acetoin wurde bisher in einer Vielzahl
an Industriezweigen wie zum Beispiel Kosmetik, Kraftstoffe, Pharmazeutika und Lebens-
mittelproduktion eingesetzt (Xu et al., 2017). Zudem stellt es den direkten Vorlaufer fir die
2,3-Butandiol-Synthese dar (T. Chen et al.,[2013). In Abb. [8]sind die stoffwechselbezogenen
Zusammenhange fir die Produktion der beiden genannten Chemikalien abgebildet. Es
werden zwei verschiedene, teilweise synthetische Produktionswege bendtigt, um 1-Propanol
und Acetoin herzustellen. Beide sollen aus Propionat als Ausgangsstoff hergestellt werden.
Far die Produktion von 1-Propanol wird neben Propionat zuséatzlich ein Co-Substrat bené-
tigt, um ATP fir die Umsetzung von Propionat zu Propionyl-CoA bereitzustellen. Dieses
Co-Substrat flieBt in die Glykolyse und den Citratzyklus ein, wahrend ATP und Coenzym
A zur Aktivierung von Propionat zu Propionyl-CoA eingesetzt werden. Im Anschluss kann
eine Alkohol-Dehydrogenase Propionyl-CoA Uber Propionaldehyd zu 1-Propanol umsetzen,
woflr Reduktionsadquivalente (NADH/H*) bendtigt werden. Als Co-Substrat sollte ein Stoff
gewahlt werden, der in seiner Gewinnung gunstig und méglichst ebenfalls auf Biomasse-
Basis hergestellt wurde. Es bietet sich daher Glycerin an, das als Nebenprodukt bei der
Biodiesel-Herstellung anféllt (Milazzo et al., [2013). Es gibt diverse Studien, die Glycerin
als Ausgangsstoff flir die Produktion von verschiedenen Metaboliten nutzen (Blankschien,
Clomburg und Gonzalez, 2010; Zhong et al.,[2014; J. Chen et al., 2010).
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Abbildung 8: Zusammenfassung der fir die Produktion der Plattformchemikalien Acetoin bzw. 2,3-
Butandiol (gelb) und 1-Propanol (griin) relevanten Stoffwechselwege. Diese stehen in Zusammenhang
mit Glykolyse (blau), Citratzyklus (lila), 2-Methylcitratzyklus (orange) und Methylmalonyl-CoA-Weg

(braun).

Die Produktion von Acetoin funktioniert Gber die Umsetzung von Propionat tber den 2-
Methylcitratzyklus und greift erst am Ende des Zyklus an einem der beiden Endprodukte,
Pyruvat, an, daher ist hier keine Zugabe eines Co-Substrates nétig. Die Umsetzung erfolgt
Uber die zwei Enzyme Acetolaktat-Synthase (AlsS) und Acetolaktat-Decarboxylase (AlsD).
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Das erst genannte Enzym katalysiert hierbei die Reaktion von Pyruvat zu 2-Acetolaktat,
wéhrend die Decarboxylierung zu Acetoin von AlsD durchgefihrt wird (T. Chen et al., 2013).
Die Umsetzung von Propionat zu Pyruvat erfolgt hierfir Gber den 2-Methylcitatzyklus (vgl.
[1.3.1). Eine Umsetzung von Acetoin zu 2,3-Butandiol ist durch das Enzym Acetoin-Reduktase
(BudC) méglich (T. H. Yang et al.,[2014), welches in dieser Arbeit jedoch nicht eingesetzt
wurde.

1.6 Ziele der Arbeit

Gemiiseabfall Effluent
Karotten, Kartoffeln, Propionat
Kohl, Sellerie :
0 mV vs. SHE
l I_ T- Potentiostat Filtration
. H—2H*' [ o

Fermentation ; Fermentat Anode SRS IESREREENG -S5SSR AU 0 S W
3 : Acetat r £ | || Produktions-
pH 5,5 - 6 und 60 °C Butyrat CHO, co, B =] || stamme '
Propionat e I R I

Referenz-

elektrode Acetoin

Pyruvate

- - 1-Propanol 2,3-Butanediol
Bioelektrochemisches

System

Abbildung 9: Graphische Zusammenfassung des Projekts. Die Schritte, die nicht in dieser Arbeit
durchgefliihrt wurden, sind abgetrennt und ausgeblendet.

Diese Arbeit befasst sich mit der Verwendung eines Effluenten einer zweiphasigen Fermen-
tation von GemUseabfallen als Substrat fir ein bioelektrochemisches System. Es wurde ein
Effluent der Azidifikation genutzt, der von einem Kooperationspartner aus Gemiseabfallen
hergestellt wurde. In Abb.[9sind die Schritte der Fermentation daher transparent dargestellt.
Im bioelektrochemischen System sollen die enthaltenen organische Sauren, durch das
Mikrobiom oxidiert werden und anfallende Elektronen auf die Anode des Systems (ber-
tragen werden, um einen messbaren Strom zu erzeugen. Dieser Prozess soll durch das
Uberwachen der Konzentrationen an organischen Sauren sowie des gesamten organischen
Kohlenstoffs Uberprift werden. Die Erzeugung des Stroms soll Gber einen angeschlossenen
Potentiostaten Uber den Zeitverlauf des Prozesses verfolgt werden. Anhand der Veranderung
der Konzentrationen der geldsten Stoffe sollen Aussagen Uber Stoffwechselprozesse im
System getroffen werden kénnen. Durch die Isolation von genomischer DNA sowie RNA aus
dem Biofilm auf der Anode sollen durch Sequenziermethoden Aussagen Uber das Mikrobiom
getroffen und mit den Daten zu den Stoffwechselprozessen korreliert werden. Im Anschluss
an das bioelektrochemische System sollen im Fermentat verbleibende Stoffe flr die Produk-
tion von Plattformchemikalien genutzt werden. Hierflr werden zun&chst Filtrationsmethoden
implementiert, um den Effluenten des Systems von Schwebstoffen und Mikroorganismen
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zu befreien. Da gezeigt werden konnte, dass Propionat im System zuriickbleibt, wahrend
andere organische S&uren bereits oxidiert sind, soll dieses fiir die Herstellung der Plattform-
chemikalien 1-Propanol und Acetoin als Ausgangsstoff verwendet werden. Insgesamt soll
durch die Implementierung dieser Arbeit eine Produktionskette entwickelt werden, mit der
eine Verwertung und Veredelung von Gemiseabfallen unter Generierung von Strom erreicht
werden kann.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Chemikalien sowie Biochemikalien wurden von Sigma-Aldrich (Minchen), Roth (Karlsruhe)
und Promega (Mannheim) bezogen. Enzyme wurden bei New England Biolabs (Frankfurt
am Main) erworben.

2.2 Bakterienstamme und Plasmide

In Tab.[1]sind alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sowie Plasmide fir die
biochemischen Transformationen aufgelistet.

Tabelle 1: Verwendete Bakterienstimme und Plasmide.

Bakterienstamme Quelle

Stdmme fiir das Bioelektrochemische System

Geobacter sulfurreducens barcode Dolch, Wuske und Gescher (2015)
Shewanella oneidensis barcode Dolch, Wuske und Gescher (2015)
Escherichia coli Brunner et al. (2019)
Enterococcus feacium unveroéffentlicht
Shewanella putrefaciens unverdffentlicht

Stdmme fiir die biochemischen Transformationen

Escherichia coli K12 Arnr Baba et al. (2006)
Escherichia coli K12 Arnr AprpC diese Arbeit
Escherichia coli K12 Arnr AscpC diese Arbeit
Escherichia coli K12 Arnr AprpC AscpC diese Arbeit
Corynebacterium glutamicum ATCC® 13032™

Shewanella oneidensis A A\ AackApta Bursac, Gralnick und Gescher (2017)
Plasmide fir die biochemischen Transformationen

pMAL-alsS-alsD Forster et al. (2017)
pBAD-prpE-adhE diese Arbeit
pBAD-prpE™!-adhE diese Arbeit
PBAD-prpE-adhE™! diese Arbeit
PBAD-proE™!-adhE™ ! diese Arbeit
pBAD-atoDA-adhE™! diese Arbeit
pBAD-acs-adhE™! diese Arbeit
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2.3 Medien und Puffer

Alle Medien und Puffer wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt und durch Autoklavie-
ren sterilisiert. Hitzeempfindliche Lésungen wurden mithilfe eines Sterilfilters (& = 0,2 um)
sterilisiert.

In Tab. [2|ist die Zusammensetzung des LB-Mediums dargestellt, das fiir alle Ubernachtkultu-
ren verwendet wurde.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Lysogeny Broth-Mediums (LB, Lennox). Durch Zugabe von 2 %
Agar wurde LB-Agar hergestellt.

Substanz Menge
Trypton 109/l
Hefeextrakt 59/l
NaCl 59/l

pH Wert 7,0 + 0,2.

In Tab. [3] findet sich die Zusammensetzung des SOB-Mediums, das zum Anziehen der
Zellen fur die Elektroporation eingesetzt wurde.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Super Optimal Broth (SOB)-Mediums.

Substanz Menge
Trypton 209/l
Hefeextrakt 59/l
NaCl 0,589/l
KCI 0,19 g/l

Tab. [4] gibt die Zusammensetzung des SOC-Mediums wieder, das zum Aufnehmen der
Zellen nach der Elektroporation eingesetzt wurde.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Super Optimal Broth with Catabolite Repression (SOC)-Mediums.

Substanz Menge
SOB-Medium 47,2 mi
MgCl,-Lésung (1M) 1ml
Glucoselésung (19 %) 1 ml

Alle Lésungen steril verwenden.
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In Tab. [5]findet sich die Zusammensetzung des Geobacter-Mediums, das zur Kultivierung
von Geobacter sulfurreducens sowie fir die Isolationsstudie eingesetzt wurde.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Geobacter-Mediums.

Substanz Menge
KH,PO, 0,42 g/l
KoHPO, 0,22 g/l
NH,4CI 0,2 g/l
KCI 0,38 g/l
NaCl 0,36 g/l
NaHCO;3 1,8 g/l
N3.2003 0,5 g/l
Dinatrium-Fumarat 6,4 g/l
Natrium-Acetat 0,82 g/l
NB-Spurenelemente 10 ml/I
Selenit-Wolframat 1 ml/l

Auf 1 | auffillen, anaerobisieren und autoklavieren. Danach sterile Zugabe von:

Vitaminlésung 10 ml/l
10 % Hefeextrakt 10 ml/I
Cystein (0,5 M) 2 ml/l
Natrium-Ascorbat (200 mM) 1 ml/l
CaCl,-2 H,0O (0,4 M) 1 ml/
MgCl,-6 H,O (1 M) 1 ml/
2 % Casiton 10 ml/l

pH-Wert auf 7 einstellen.
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Tab. [6] gibt die Zusammensetzung des R2A-Mediums wieder, das fur die Isolationsstudie
eingesetzt wurde. Bei Bedarf wurden 15 g/l Agar zugeflgt.

Tabelle 6: Zusammensetzung des R2A-Mediums.

Substanz Menge
Hefeextrakt 0,5 g/l
Pepton 0,5
Caseinhydrolysat 0,5
Glucose 0,5¢/1
Starke (l6slich) 0,5 g/l
Pyruvat 0,3 g/l
KoHPO, 0,3 g/

pH-Wert auf 7,2 einstellen.

Tab. [7] gibt die Zusammensetzung des DM630-Mediums wieder. Bei Bedarf wurden 15 g/I
Agar zugeflgt.

Tabelle 7: Zusammensetzung des DM630-Mediums.

Substanz Menge
Peptongemisch 23 g/l
Hefeextrakt 59/l
Starke (léslich) 39/l
Glucose 0,59/
K>HPO, 10 g/l
KH,PO,4 19/
MgSO4 19/l
NaCl 0,2 g/l
Cystein-HCI 0,06 g/l
FeSO, 0,01 g/l

pH-Wert auf 7,2 einstellen.
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In Tab. [g]ist die Zusammensetzung des M9-Mediums zu finden, das fiir die Biotransformatio-

nen eingesetzt wurde.

Tabelle 8: Zusammensetzung des M9 Mediums.

Substanz Menge
Na,HPO, 69/
KH,PO, 39/
NH,4CI 19/l
NaCl 0,59/
Spurenelemente 10 ml/l
Vitamine 10 ml/l

pH Wert auf 7,0 einstellen.

Tab.[9zeigt die Zusammensetzung der Selenit-Wolframat-Lésung, die zur Komplementierung

anderer Medien bendtigt wurde.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Selenit-Wolframat-Ldsung.

Substanz Menge
NaOH 0,5 g/l
Na,SeOj (17 uM) 0,003 g/I
Na,WO,-2 H,O (12 pM) 0,004 g/I

Tab. [10| zeigt die Zusammensetzung der Spurenelementlésung, die zur Komplementierung

anderer Medien genutzt wurde.

Tabelle 10: Zusammensetzung der Spurenelementlésung (100x).

Substanz Menge
CoCl, 64,5 mg/l
Fe(ll)Cl-4 H,O 107,4 mg/l
H3BO; 350 mg/I
MnSO,-H,O 22 mg/Il
Na,EDTA 2,59/l
NaQMOO4'2 HQO 94,4 mg/l
Na,SeQ,-6 H,O 39,5mg/l
NaCl 58,4 mg/l
NiCl,-6 H,O 118,9 mg/l
ZnS0,-7 H,0O 28,8 mg/l
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Tab. zeigt die Zusammensetzung der NB-Spurenelementlésung, die dem Geobacter-
Medium zugesetzt wurde.

Tabelle 11: Zusammensetzung der NB-Spurenelementlésung (100x).

Substanz Menge
Nitrilotriessigsaure 2,14 g/l
pH Wert mit KOH auf 6,5 einstellen. Dann Zugabe von:
MnCl,-4 H,O 0,1 g/l
FeSO4-7 Hgo 0,3 g/l
CoCly-6 H20 0,17 g/l
ZnS0,4-7 H,O 0,2 g/l
CuCl,-2 H,O 0,3 g/l
AIK(SOy4)2-12 H,O 0,005 g/l
H;BO3 0,005 g/l
NaQMOO4'2 Hgo 0,11 g/l
NiSO4-6 H,O 0,11 g/l
N3.2WO4'2 HZO 0,2 g/l

Tab. zeigt die Zusammensetzung der Vitaminlésung, die fir die Komplementierung
anderer Medien eingesetzt wurde.

Tabelle 12: Zusammensetzung der Vitaminlésung (100x).

Substanz Menge
Biotin 2mg/I
Folsaure 2mg/l
Pyridoxin-HCI 10 mg/I
Thiamin-HCI 5mg/l
Riboflavin 5mg/l
Nicotinsaure 5mg/l
DL-Ca-Pantothenat 5mg/l
Vitamin B4, 0,1 mg/l
P-Aminobenzoesaure 5mg/I
Liponsaure 5mgl/l
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2.4 Substrat fur das Bioelektrochemische System

Far Experimente mit dem bioelektrochemischen System wurde ein GemUisehydrolysat als
Substrat eingesetzt. Dieses wurde von einem Kooperationspartner zur Verfigung gestellt. Es
wurde aus einer sauren Hydrolyse von Kartoffeln, Kohl, Sellerie, Karotten und Karottenmous-
se gewonnen und wies einen pH von 5,5 bis 6 auf (Ravi et al., 2018). Aus dem Reaktor wurde
es durch einen 100 um Filter entnommen, um grobe Partikel zurickzuhalten. Die relevanten
organischen Hauptkomponenten des Hydrolysats waren Essigsaure (47,35- 114,41 mM),
Propionséaure (8,38 - 20,20 mM) sowie Buttersaure (9,14 -25,93 mM).

Vor Verwendung fir das bioelektrochemische System wurde der pH des Hydrolysats mithilfe
von Natriumhydroxidlésung auf 7 eingestellt. AnschlieBend wurde das Hydrolysat mit Stick-
stoff begast, um eine anoxische Atmosphare zu generieren und in einer Anaerobkammer in
die bioelektrochemischen Reaktoren eingeflllt. Nach Start des Experimentes wurde eine
Begasung mit Stickstoff-Kohlendioxid-Gemisch angeschlossen und die Reaktoren Uber
die gesamte Experimentlaufzeit begast, um die anoxische Atmosphére beizubehalten. Die
Probennahme an den Reaktoren erfolgte alle zwei bis drei Tage. Wahrend des Experiments
wurde der pH gemessen, jedoch nicht mehr eingestellt. Nach Ende des Experimentlaufes
wurden die Reaktoren vom Potentiostaten abgenommen und in der Anaerobkammer ent-
leert. Frisches Substrat, das wie oben beschrieben vorbereitet wurde, wurde anschlieBend
eingeflllt und die Reaktoren verschlossen, bevor sie aus der Anaerobkammer entnommen
und wieder an den Potentiostaten angeschlossen wurden.

3 Methoden

3.1 Molekular- und Mikrobiologische Methoden
3.1.1 Kultivierung von Bakterienstammen

Falls nicht anders angegeben, wurden die Bakterienstdmme in LB-Medium (Lennox) kultiviert
(siehe Tabelle [2). Aus Kryokulturen wurden Bakterienstdmme zunachst auf LB-Agarplatten
(gegebenenfalls mit zugesetztem Antibiotikum) ausgestrichen, um sie fur Flussigkulturen
weiterverwenden zu kdnnen. Fir die Kultivierung wurde entsprechend Zellmaterial von der
Agarplatte in 5 ml flissigem LB-Medium resuspendiert. Bei Bedarf, beispielsweise wenn die
Kultur zur Plasmidextraktion verwendet werde sollte, wurde auch hier ein entsprechendes
Antibiotikum hinzugefigt, um den Selektionsdruck zu erhalten. Die Flissigkultur wurde in der
Regel tber Nacht bei 37 °C im Schittler bei 180 rpm inkubiert, die Agarplatten im Inkubator,
ebenfalls bei 37 °C.
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3.1.2 Konservierung von Bakterienstammen

Alle verwendeten und hergestellten Bakterienstdmme wurden als Gefrier- oder Kryokulturen
konserviert. Hierflr wurde der entsprechende Stamm in LB-Medium Uber Nacht kultiviert.
Am néachsten Tag wurde die Kultur mit 10 % sterilen Glycerin versetzt und in Kryoréhrchen
dberfihrt. AnschlieBend wurde das Réhrchen verschlossen und in flissigem Stickstoff
gefroren. Gelagert wurden die Kryokulturen bei -80°C. Zur Wiederverwendung dieser
Kryokulturen wurde steril gefrorenes Zellmaterial aus dem Réhrchen entnommen und auf
eine Agarplatte ausgestrichen, die dann bei 37 °C inkubiert wurden.

3.1.3 DNA-Gewinnung und -aufreinigung

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus einer Bakterienkultur wurde das Kit ,Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System” von Promega verwendet. Die Aufreinigung von PCR-
Produkten oder DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel erfolgte mit dem Kit ,Wizard SV
Gel and PCR Clean-up System“ des gleichen Herstellers. Die Konzentration von DNA
wurde mithilfe eines Nanodrop-Spektrometers (Thermo Scientific, Nano Drop 2000 Spectro-
photometer) durchgefihrt. Hierbei wurden 1,5 ul Probe eingesetzt, nachdem mit gleichen
Volumen an deionisiertem Wasser der Leerwert gemessen wurde. Uber die Messung der
Absorption bei 230, 260 und 280 nm kénnen Aussagen Uber die DNA bzw. Verunreinigungen
getroffen werden. RNA und einzel- oder doppelstrangige DNA absorbieren bei einer Wellen-
lange von 260 nm, wahrend Verunreinigungen wie Proteine und Phenole bei 280 nm und
EDTA oder Kohlenhydrate bei 230 nm absorbieren. Uber das Verhéltnis der Absorptionen
260/280 nm und 260/230 nm wird die Reinheit der Probe bestimmt: Reine DNA zeigt einen
A260/A280-Quotienten von etwa 1,8 und einen A260/230-Quotienten von 2,0 - 2,2.

3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mithilfe der PCR kénnen DNA-Sequenzen vervielfaltigt werden. Dazu wird die gewlinschte
DNA mit kurzen Oligonukleotiden, die am Anfang und am Ende der DNA-Sequenz komple-
mentar binden, versehen. Diese kurzen Oligonukleotide, die sogenannten Primer, bilden den
Startpunkt flr die Reaktion. Als erstes wird die DNA denaturiert, das heiBt in ihre Einzelstran-
ge gespalten. Im nachsten Schritt wird die Schmelztemperatur der Primer angelegt, sodass
diese an die DNA-Sequenz binden kénnen. Im Anschluss erfolgt das Aufflllen des Stran-
ges durch eine DNA-Polymerase mit zugeflgten Desoxyribonukleotiden. Es handelt sich
dabei um eine Kettenreaktion, da auch die neu gebildeten Sequenzen im nachsten Zyklus
als Vorlage verwendet werden. Praparative PCR-Reaktionen, deren Produkte fir weitere
Klonierungen verwendet werden sollten, wurden mit dem Enzym PCRBIO HiFi-Polymerase
(PCRBiosystems, London) durchgeflhrt, da dieses Enzym eine 3’-5’-Proofreading-Aktivitat
besitzt und daher weniger fehleranfallig ist wie beispielsweise die Tag-Polymerase. Diese
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wurde daher nur flr analytische Zwecke eingesetzt (Kontrolle von Fragmenten oder Plasmi-

den). Der Ansatz fiir eine praparative sowie eine analytische PCR, das Temperaturprotokoll
sowie die verwendeten Primer sind in Tab.[13]-[15 angegeben.

Tabelle 13: Zusammensetzung eines praparativen sowie eines analytischen Ansatzes fir eine PCR.
Der analytische Ansatz wurde fiir Kolonie-PCRs genutzt, daher wurde hier keine DNA-L&sung,
sondern Zellmaterial des zu testenden Stammes zugegeben.

Substanz

Menge

Praparativer Ansatz (50 pl)

5x PCRBIO HiFi Puffer
Forward Primer (2 uM)
Reverse Primer (2 uM)
Template DNA

PCRBIO HiFi Polyermase (2 u/ pl)

ddH,O

10 ul

10ul

10l

<100 ng cDNA oder <500 ng gDNA
0,5ul

Auffallen auf 50 pl

Analytischer Ansatz (15 pl)

MangoMix™ (Bioline)
Forward Primer (2 uM)
Reverse Primer (2 uM)

7,5 pl
3,75 pl
3,75 pl

Tabelle 14: Temperaturprotokoll einer PCR. Schritte 2 bis 4 wurden im Thermocycler 30 mal wieder-

holt.
Schritt Temperatur Dauer Funktion

1 95°C 2:30 min Inititale  Denaturierung
der DNA

2 95°C 0:30 min Denaturierung der DNA

3 55-75°C 0:30 min Anlagern der Primer
(Temperatur abhéanig von
der Sequenz)

4 72°C 1 kb/min Synthese der DNA-
Stréange

5 72°C 10:00 min Finale Elongation der
DNA-Strénge

6 12°C 00 Abkuhlen der Reaktion
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Tabelle 15: In dieser Arbeit verwendete Primer.

Nummer Name Sequenz (5° — 3’)
1 pMAL _for CAGTCCGTTTAGGTGTTTTC
2 pMAL_rev GACGTTGTAAAACGACGGC
3 pBAD_test_for GATTAGCGGATCCTACCTGAC
4 pBAD test rev CTCTCATCCGCCAAAACAGC
5 prpB_U1_for ACAACCTGTTTGCCCGTAGC
6 prpD_U2_rev CATTTCGCCCGTTTTCGCCA
7 prpC_H1_P1_for CCGACAACAATCTCGACCCT-
ACAAATGATAACAATGACG-
AGGACAACATGATTCCGGG-
GATCCGTCGACC
8 prpC_H2 P2 rev TACGTTTCCTTATTGTTATT-
CGTAGAGGTTTACTGGCG-
CTTATCCAGCGCTGTAGGC-
TGGAGCTGCTTCG
9 prpC_in-gene_for TCCACCTTTACCAGTCGGGT
10 scpB_U1_for ACTATCAACAAAGTGGCGGT
11 ygfl_U2 rev TATCTCCCCACAGCATGTAT
12 scpC_P1_H1_for AAACCTAATTTCGTTGGTCA-
TTAATCCCTGCGAACGAAGG-
AGTAAAAATGATTCCGGGG-
ATCCGTCGACC
13 scpC_P2_H2 rev ATTGCTGAAGATCGTGACG-
GGACGAGTCATTAACCCAG-
CATCGAGCCGGTTGTAGGC-
TGGAGCTGCTTCG
14 scpC_in-gene_for GTCACGTTCTTATTGCAGGA
15 pFLP3_flp_for GTGTTTATGCTTAAATGCGT
16 pFLP3_flp_rev TGCATGTACTAAGGAGGTT
17 kan1_for ATAGCGTTGGCTACCCGTGA
18 kan2_rev TCAGAGCAGCCGATTGTCTG
19 prp-K12_pBAD_OH_for NEU TTTGGGCTAGAAATAATTTT-
GTTTAACTTTAAGAAGGAG-
ATATACATACCATGTCTTTT-
AGCGAATTTTA
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Nummer Name Sequenz

20 pBAD_prpE_rev CTCCTTTTATTTAGTGCTGT-
TCATAAAACAGTGTCGTGA-
TGCGCAGAGTGCTACTCTT-
CCATCGCCTGGC

21 pBAD_adhE_for TCACGACACTGTTTTATGAA-
CAGCACTAAATAAAAGGAG-
TGAAGGGAAATATGGCTGT-
TACTAATGTCGC

22 pBAD_adhE-K12_rev GGCTGAAAATCTTCTCTCAT-
CCGCCAAAACAGCCAAGCT-
GGAGACCGTTTTTAAGCGG-
ATTTTTTCGCTT

23 atoDA_for_OH_pBAD TTTGGGCTAGAAATAATTTT-
GTTTAACTTTAAGAAGGAG-
ATATACATACCATGAAAACA-
AAATTGATGAC

24 atoDA_rev_OH_pBAD CTCCTTTTATTTAGTGCTGTT-
CATAAAACAGTGTCGTGATG-
CGCAGAGTGTCATAAATCA-
CCCCGTTGCG

25 acs_pBAD_OH_for GTTTAACTTTAAGAAGGAG-
ATATACATACCATGAGCCA-
AATTCACAAACA

26 acs_pBAD_OH_rev TCATAAAACAGTGTCGTGAT-
GCGCAGAGTGTTACGATGG-
CATCGCGATAG

27 seq0.2 GTGCTGGTGTATATGCCGAT

28 prpE-K12-Seq1 CTGGCTGGAGAACCGCTGGA

29 prpE-K12-Seq2 ACGACCATTGATGATCCTGC

30 adhE_K12_seq1 AAACTGCTGATATCAAACGT

31 adhE_K12_seq2 TCATCGTGACTGACCGCTTC

32 adhE_K12_seq3 TCCATATTCCGCACGGTCTG

33 adhE-aerob-Punktmut-for GAAACTCACTTCGAAAAGCTG

34 adhE-aerob-Punktmut-rev AGCGCAGCGCCAGCTTTTCGA
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Nummer Name Sequenz

35 atoDA_OH_pBAD_for TTTGGGCTAGAAATAATTTT-
GTTTAACTTTAAGAAGGAG-
ATATACATACCATGAAAACA-
AAATTGATGAC

36 atoDA_OH_pBAD_rev CTCCTTTTATTTAGTGCTGT-
TCATAAAACAGTGTCGTGA-
TGCGCAGAGTGTCATAAAT-
CACCCCGTTGCG

37 prpE-PM-for TTACTCTGCTGGCCGCCGCGC

38 prpE-PM-rev GCGCCAATGCGCGCGGCGGCC

39 atoDA_seq1 GCGCCGTGTGGCGCAAGAGC

40 atoDA-adhEmut_seq2 TAAAAGGAGTGAAGGGAAAT

41 adhE - PM(aerob)_for AACTCACTTCGAAGAGCTGG

42 adhE - PM(aerob)_rev AGCGCAGCGCCAGCTCTTCG

43 Bacteria 27F degeneriert AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

44 Bacteria 1525R degeneriert AGAAAGGAGGTGWTCCARCC

45 Arch 915 F AGGAATTGGCGGGGGAG

46 Arch 915 R CTCCCCCGCCAATTCCT

3.1.5 Isothermale in vitro Ligation

Die isothermale in vitro Ligation nach Gibson (Gibson et al., [2009) dient der einfachen
Integration eines oder mehrerer Fragmente in einen Vektor. Dies erreicht man, in dem das
Insert mithilfe einer PCR mit Uberhéngen versehen wird, die komplementar zu den Enden
des Vektors sind. Durch die Aktivitat der T5 Exonuklease werden die Einzelstrange der
Doppelstrang-DNA in 5’-3’-Richtung abgebaut. Dadurch entstehen Einzelstranglberhange
beim Insert, sowie beim Vektor, die homolog sind und sich deshalb aneinander anlagern
kénnen. Eine DNA-Polymerase, die ebenfalls im Ansatz enthalten ist, fullt Licken an den
homologen Bereichen auf und eine DNA-Ligase versiegelt anschlieBend den Strangbruch.
Tabelle [16] zeigt den Ansatz fir den Reaktionspuffer, Tabelle [17]ist die Zusammensetzung
fir den Mastermix der in vitro Ligation zu entnehmen. Der Mastermix wurde in 15 pl-Aliquots
bei -20 °C aufbewahrt und erst kurz vor Verwendung zum Auftauen auf Eis gestellt. Insert(s)
und Vektor werden in aquimolarer Konzentration und in einem Gesamtvolumen von 5 pl dem
fertigen Reaktionsansatz zugegeben und der Ansatz bei 50 °C fur 1,5 Stunden inkubiert.
Der Ansatz wurde anschlieBend direkt zur Transformation in kompetente Zellen verwendet
werden.
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Tabelle 16: Zusammensetzung des Reaktionspuffers flr die isothermale in vitro Ligation.

Substanz Konzentration
TRIS (pH 7,5) 500 mM

MgCl, 50mM

dNTPs 1 mM

DTT 50 mM

NAD 5mM
PEG-8000 25 % (w/v)
ddH,O 250 ul

Tabelle 17: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fir die isothermale in vitro Ligation.

Substanz Menge
Reaktionspuffer (5x) 80 pl
Phusion Polymerase (2 U/ul) 5ul
Tag DNA-Ligase (40 U/ul) 40 ul
T5 Exonuklease (0,1 U/ul) 16 ul
ddH,O 239 ul

3.1.6 Herstellung elektrokompetenter Zellen und Elektroporation

Um Bakterienstamme mit Plasmid-DNA zu transformieren, missen die Zellen zun&chst vor-
bereitet werden. Sie wurden elektrokompetent gemacht, indem alle Salze im Flissigmedium
entfernt wurden. Dies erreicht man durch mehrfaches Waschen mit kaltem, sterilen und
doppelt destillierten Wasser. Eine Ubernachtkultur wurde am Morgen in SOB-Medium (siehe
Tabelle [3) Gberimpft und bis zu einer ODgyo von etwa 0,6 herangezogen. AnschlieBend wurde
ca. 1 ml der Kultur abzentrifugiert und anschlieBend in 500 ul kaltem Wasser resuspendiert.
Dieser Prozess wurde drei bis viermal wiederholt. AnschlieBend wurden die Zellen in ca.
100 ul kaltem, doppelt destilliertem Wasser aufgenommen. Diese Menge Zellen reicht far
einen Transformationsansatz, bei dem ca. 100 ng DNA eingesetzt wurden. Die eingesetzte
DNA sollte zuvor ebenfalls von Salzen befreit werden, insbesondere wenn es sich um einen
Ansatz der isothermalen in vitro Ligation nach Gibson handelt, da diese mit salzhaltigem
Puffer angesetzt wird. Dazu wurde der Ansatz auf eine Filtrationsmembran mit einem Poren-
durchmesser von 0,025 um pipettiert, die auf ddH,O aufgelegt wurde, und flir mindestens
eine Stunde dialysiert. Fertige Plasmide, die bereits in Wasser vorliegen, kénnen direkt in
die Trafo eingesetzt werden. 100 pl Zellen wurden in eine gekihlte Kivette pipettiert und
die vorbereitete DNA wurde zugegeben. AnschlieBend wurde mithilfe eines MicroPulsers™
(BioRad Laboratories GmbH, Mlinchen) die Elektroporation durchgefiihrt. Dabei wurde
durch das angelegte elektrische Feld die Zellmembran permeabilisiert und so die Aufnahme
von DNA-Molekilen ermdglicht. Dabei muss das elektrische Feld fir eine bestimmte Zeit
aufrecht erhalten werden (zwischen 3 und 5 ms), damit die Transformationseffizienz hoch
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genug ist. Im Anschluss wurden die Zellen sofort in vorgewarmtem SOC-Medium (Tabelle [4)
aufgenommen und fir mindestens eine Stunde darin geschittelt. Erst danach wurden sie
auf ein entsprechendes Selektionsmedium ausplattiert.

3.1.7 Gen-Inaktivierung nach Datsenko und Wanner

Um gezielt Gene im Genom von Escherichia coli str. K-12 auszuschalten, wurde die Methode
von Datsenko und Wanner verwendet (Datsenko und Wanner, 2000). Fir diese Arbeit wurde
hierflr ein fertiger Deletionsstamm der Keio Collection als Ausgangsstamm verwendet (E.
coli str. K-12 Arnr) (Baba et al.,[2006). Die weiteren Schritte erfolgten wie bei Datsenko und
Wanner (2000). Zun&chst wurde der Ausgangsstamm mit dem Plasmid pKD46 transformiert.
Dieses Plasmid tragt die Gene des Red Rekombinase Systems <y, 3 und exo aus dem
Bakteriophagen Lambda, die fir die Rekombination im Genom verwendet werden kénnen.
Der Stamm wurde mit diesem Plasmid vorinkubiert, wobei Ampicillin zur Selektion sowie
Arabinose (1 mM) zur Induktion der Red-Gene zugegeben wurde. Sobald eine ODgg von
etwa 0,6 erreicht war, wurden die Zellen fir ca. 10 min auf Eis gestellt und anschlieBend
drei- bis viermal mit kaltem, doppelt destilliertem H,O gewaschen. AnschlieBend wurde
das PCR-Produkt zugegeben und die Zellen in einem Elektroporator transformiert. Nach
Inkubation wurde die Zellsuspension auf Kanamycin-Platten ausplattiert. Sofern die Rekom-
bination erfolgreich war, besitzen die Zellen eine Kanamycin-Resistenz statt des Gens, das
ausgeschaltet werden sollte. Kolonien wurden anschlieBend fiir eine Kolonie-PCR verwendet.
Dabei wurden die Kolonien auf Kanamycin- und auf Ampicillinplatten ausgestrichen, um auf
das pkD46-Plasmid zu testen. Klone, die auf Kanamycin, aber nicht auf Ampicillin wuchsen,
und in der PCR positiv fir die GréBe der Kanamycin-Resistenz waren, wurden weiterverwen-
det. Diese wurden mit dem pFLP3-Plasmid transformiert, das das Enzym Flp Rekombinase
tragt. Dieses erkennt die sogenannten FLP sites, die die Kanamycin-Resistenz flankieren,
und hydrolysiert den DNA-Strang vor diesen FLP sites. Dadurch wird die Resistenz aus dem
Genom entfernt. Klone, die das Plasmid besaBen, wurden in LB-Medium resuspendiert und
Uber Nacht bei 43 °C inkubiert, um das pFLP3-Plasmid zu induzieren. Am néachsten Tag
wurde die Suspension 1:108 verdiinnt und auf LB-Platten ausgestrichen. Klone wurden auf
Kanamycin-, Ampicillin- und LB-Platten ausgestrichen, bevor sie als Template in eine weitere
Kolonie-PCR eingesetzt wurden. Hierdurch kann nachvollzogen werden, ob sie zum Einen
noch die Kanamycin-Resistenz, und zum Anderen noch das pFLP3-Plasmid besitzen. Waren
die Klone auf beide Antibiotika negativ, und zeigten in der PCR eine entsprechend kleine
Bande, hatte der Knockout funktioniert und das gewtnschte Gen war ausgeschnitten. Die
entsprechenden Bereiche wurden nochmals amplifiziert und zur Sequenzierung gegeben,
um den Knockout zu Uberprufen.
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3.1.8 Sequenzierung

Zur Uberpriifung der Klonierungsarbeiten wurden Plasmide und Genomabschnitte sequen-
ziert. Daflr wurden die zu Uberprifenden Bereiche mithilfe der PCRBIO HiFi-Polymerase
in einer PCR amplifiziert. Die amplifizierte DNA wurde mithilfe des ,Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System” Kits (Promega) aus dem Agarosegel aufgereinigt und anschlieBend
mit den passenden Primern zur Sequenzierung bei MWG Eurofins Genomics gegeben.
Plasmide wurden mithilfe des Kit ,Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System“ von
Promega aus den Zellen aufgereinigt und ebenfalls bei MWG Eurofins sequenziert.

3.1.9 Crossflow-Filtration und Nanofiltration

Um das Fermentat von Partikeln zu befreien, wurde es abzentrifugiert und anschlieBend
mithilfe einer Crossflow-Apparatur filtriert. Dabei wird das Filtriergut nicht wie bei einer Dead-
End-Filtration auf die Filtrationsmembran gepresst, sondern an ihr vorbeigeschert, so dass
sich Partikel nicht oder nur schwer in der Membran festsetzen kénnen. Das Fermentat wurde
bei ca. 30.000 g fiir eine Stunde abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und fir
die Crossflow-Filtration eingesetzt. Das Pellet wurde verworfen. Fur die Filtration wurde ein
System von SpectrumLabs (KrosFlo Research Ili TFF System) mit einem Crossflow-Modul
mit einer PorengréBe von 0,2 um oder 1 kDa verwendet (D02-E20U-05-N oder D02-E001-
05-S).

Die Nanofiltration wurde in einer 350 ml Riihrzelle durchgefihrt, in die eine Nanofiltrations-
membran (NF90 oder NF270, Dow Filmtec, Sterlitech, USA) eingesetzt wurde. Die Filtration
erfolgte unter Stickstoffbegasung mit 4 - 4,5 bar, bis die Halfte des Volumens abfiltriert war.
Im Ausgangsfermentat sowie im Uberstand (iber der Membran nach der Filtration wurde die
Konzentration an Propionat mithilfe der HPLC bestimmt.

3.1.10 Zellsuspensionsassay zur Produktion von Plattformchemikalien

Fir die Produktion von bestimmten Substanzen wurde ein Zellsuspensionsassay verwendet.
Das Prinzip eines Zellsuspensionsassays ist, dass durch eine hohe Zelldichte des Produkti-
onsstammes die Produktionsrate gesteigert bzw. beschleunigt werden soll. Zunachst wird
der entsprechende Produktionsstamm Uber Nacht vorgezogen. Hier wurde als Anzuchtsme-
dium fur die Vorkultur ebenfalls LB-Medium (siehe Tabelle [2) verwendet, welches mit dem
entsprechenden Antibiotikum sowie dem Induktor versetzt wurde. Durch diese Vorinduktion
sollte erreicht werden, dass die Zellen die gewilnschten Proteine bereits in der Vorkultur
produzieren und so bereits mit dem Set an bendétigten Enzymen in den Zellsuspensionsassay
starten, um eine moégliche Verzégerung zu vermeiden. Es wurde die ODgyo bestimmt und
berechnet, wieviel der Vorkultur eingesetzt werden muss, um die gewtinschte ODgyo im
Zielvolumen zu erhalten. Um eine moglichst hohe Produktivitat zu erreichen, wurde eine
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Ziel-ODggo von 2,5 bis 5 gewéhlt. AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert und mit
Minimalmedium mindestens einmal gewaschen, bevor der Assay gestartet wurde. Es wurde
zum Waschen und fiir den Assay M9-Minimalmedium (siehe Tabelle [8) verwendet. Fir die
Produktion von Acetoin wurde dem Medium nur Propionat (30 mM) zugegeben, wahrend
fur die Produktion von 1-Propanol zusatzlich Glycerin (50 mM) als Energiequelle zugesetzt
wurde. Wahrend des Zellsuspensionsassays wurden alle zwei Stunden Proben genommen,
die Zellen abzentrifugiert und die Fllssigphase mit einem Membranfilter (0,2 um) filtriert.
Die Analyse der Proben erfolgte mithilfe von HPLC und GC zur Messung der produzierten
Substanzen.

3.2 Elektrochemische Methoden
3.2.1 Bioelektrochemisches System

Das bioelektrochemische System basiert auf einem Zweikammerreaktor mit 280 ml Volumen
und einem Drei-Elektroden-Setup, wie zuvor entwickelt und beschrieben (Golitsch, |[2016).
Der schematische Aufbau ist Abb. [0 zu entnehmen.

/ Schrauben
Glaszylinder

Riihrstab

Dichtung
Bodenplatte

"~ Bodenplatte

Abbildung 10: Aufbau des bioelektrochemischen Systems, bestehend aus zwei Kammern (Anoden-
kammer und Kathodenkammer) mit einem Drei-Elektroden-Setup. Nach Golitsch (2016).

Ein Graphitvlies (SIGRACELL®Carbon, GFD 2,5 EA, SGL Group; Wiesbaden) mit einer
Flache von 35cm? wurde als Arbeitselekirode eingesetzt und auf ein Potential von 0 mV
gegen Standardwasserstoffelektrode eingestellt. Ein Platinnetz mit einer Flache von 1,25 cm?
diente als Gegenelektrode, wahrend eine Silber-Silberchlorid-Elektrode als Referenzelek-
trode (Sensortechnik Meinsberg GmbH; Ziegra-Knobelsdorf) genutzt wurde. Arbeits- und
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Gegenelektrode wurden im System durch eine Protonenaustauschmembran (Fumapem
F-950, Fumatech) getrennt. Der produzierte elektrische Strom im System wurde Uber eine
chronoamperometrische Messung mithilfe eines Potentiostaten gemessen (PG8850RM,
uniscan instruments). Das Gemusefermentat wurde als Substrat fir das bioelektroche-
mische System genutzt. Fir das repetitive Chronoamperometrie-Experiment wurde ein
Starter-Biofilm auf der Anode entwickelt, bevor das Fermentat zugegeben wurde. Hier-
fr wurden die Stamme fiir das bioelektrochemische System, wie in Tab. 1] beschrieben,
eingesetzt. Alle Stamme, bis auf G. sulfurreducens, wurden in LB-Medium Gber Nacht vorin-
kubiert. G. sulfurreducens wurde in Geobacter-Medium (vgl. Tab. |5) fur 2 -3 Tage bei 30 °C
kultiviert. Die Zellen aller Stamme wurden gewaschen und mit einer ODggg von je 0,1 in
Geobacter-Medium ohne Elektronenakzeptor (Natrium-Fumarat) im bioelektrochemischen
System inokuliert (Gesamt-ODggo = 0,5). Nach 4 Tagen Inkubation in Medium wurde dieses
gegen Gemusefermentat getauscht. Nachdem im Fermentat kein Acetat und Butyrat mehr
gemessen werden konnte und die Strommessung absank, wurde es unter strikt anoxischen
Bedingungen in einer Anaerobkammer gegen frisches Fermentat ausgetauscht. Hierflr
wurde das Fermentat gegebenenfalls aufgetaut, der pH auf 7 eingestellt, und anschlieBend
anaerobisiert. Dabei wurde durch Zyklen von Vakuum und Begasung der Austausch der Gas-
phase durch Stickstoff erreicht. AnschlieBend wurden die Systeme in einer Anaerobkammer
entleert und mit dem vorbereiteten Fermentat befullt. Im Inkubator wurden die Reaktoren
auf Magnetriihrern platziert, um eine konstante Durchmischung zu erreichen. Uber Kandilen
wurden Schlauche flr die Begasung angeschlossen, um das System sauerstofffrei zu halten.
Hierflr wurde ein Gasgemisch aus Stickstoff (80 %) und Kohlendioxid (20 %) verwendet.

3.2.2 Coulomb’sche Effizienz (CE)

Um zu bestimmen, wieviele Elektronen des Stoffwechsels durch die Bakterien auf die Anode
des bioelektrochemischen Systems lbertragen wurden, wurde die Coulomb’sche Effizienz
berechnet. Diese gibt das Verhélinis der aus dem Substrat verfligbaren Elekironen zu
den im gemessenen Strom vorhandenen Elektronen an. Fir alle Versuche wurde mangels
genauerer Informationen bezlglich der spezifischen Stoffwechselreaktionen als Substrat der
gesamte organische Kohlenstoff (TOC) gewahlt. Dieser wurde Uber die gesamte Laufzeit
des Systems bei jeder Probennahme gemessen (siehe [3.3.4). Die Anzahl Elektronen wurde
aus der Differenz von Start- und Endwert des TOC berechnet (TOCy - TOCgng = ATOC).
Aus Gleichung[1]geht daher die Berechnung der Elektronen aus dem TOC hervor:

ATOC - Vg

n[TOC] = M

Ec (1)
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VR = Reaktorvolumen [l]
Mc = molare Masse von Kohlenstoff [g/mol]
Ec = Elektronenanzahl, die pro Mol Kohlenstoff verfligbar ist (4 Elektronen)

Um die Coulomb’sche Effizienz zu berechnen, muss berechnet werden, wieviele Elektronen
auf die Anode Ubertragen wurden. Dies bestimmt man, indem man den Strom in Ampere
Uber die Zeit in Sekunden integriert (Coulomb). Gleichung [2 wurde zur Berechnung der auf
die Anode Ubertragene Stoffmenge an Elektronen genutzt:

[7I(t)dt

n[C] = o N,

| = Strom [A]

t = Zeit [s]

e = Elementarladung (1,6021766208 x 10°'°)

Na = Avogadro-Konstante (6,022140857 x 1022 mol ')

Die Coulomb’sche Effizienz wurde schlieBlich mithilfe von Gleichung [3|aus den Werten der
zuvor genannten Gleichungen wie folgt errechnet:

n [TOC]

CE[] =" g

-100 (3)
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3.3 Analytische Methoden
3.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung von Restriktionsreaktionen oder PCR-Amplifikationen wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefihrt. Die vernetzte Struktur der Agarose wird hierbei ausgenutzt,
um DNA-Fragmente nach ihrer GréBe aufzutrennen. Daflir wird eine Spannung angelegt,
welche die negativ geladene DNA zum Pluspol wandern I&sst. Dabei bewegen sich kleine
DNA-Stlcke schneller durch die Gelstruktur als groBe. Sie sind daher als Bande weiter
unten im Gel zu erkennen. Es wurde Agarose eingewogen und in TAE-Puffer (vgl. Tab. 13)
aufgekocht. Je nach GréBe der aufzutrennenden DNA-Stlicke wurden entweder 1 %ige
oder 1.5%ige Gele verwendet. Zur Visualisierung der DNA wurde der Agaroselésung
vor dem GieBen Midori Green (Nippon Genetics, Duren), ein DNA-Farbstoff, zugesetzt.
Nach dem Auftrennen wurde das Gel unter einer UV-Lampe Uberprift und Banden flr
die Gelaufreinigung ausgeschnitten, oder die Gele wurden mithilfe des Molecularlmager
ChemiDoc XRS+ mit der Software ImageLab fotografiert.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Tris-Acetat EDTA (TAE) Puffers.

Substanz Menge
TRIS 4,859/l
EDTA 0,379/l

pH Wert mit Essigsaure auf 8,0 einstellen.

3.3.2 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Bestimmung von diversen Metaboliten in Fermentat und Medien wurde eine Hochlei-
stungsflissigkeitschromatographie (HPLC) durchgeflihrt. Dieses System beruht auf einem
chromatographischen Trennverfahren. Proben werden zusammen mit einem Laufmittel,
in diesem Fall Schwefelsdure, durch eine S&ule mit einer selektiven stationaren Phase
gepumpt. Die Molekile in der Probe interagieren unterschiedlich stark mit der stationéren
Phase der Saule, dabei spielen ionische sowie polare Wechselwirkungen sowie die GréBe
des Molekils eine Rolle. Je nach Starke der Interaktion ergibt sich eine spezifische Zeit,
die das Molekil in der Saule gehalten wird. Diese Zeit, nach der das Molekil die Trenn-
saule verlasst und detektiert werden kann, nennt man Retentionszeit, und wird in Minuten
angegeben. Fir diese Arbeit wurde ein HPLC System von Thermo Fisher Scientific mit
einer Aminex HPX-87H Sé&ule (300 x 7,8 mm, Bio-Rad, Miinchen) verwendet. Die Trennung
erfolgte mit 5 mM Schwefelsdure als Laufmittel bei einer Flussrate von 0,6 ml/min und 60 °C.
Zur Probenvorbereitung wurden die Proben tber einen Membranfilter (0,2 um) filtriert, und
anschlieBend 150 ul Probe mit 15ul 0,5M H,SO,4 angesauert. Auf die Sdule wurden als
Probenvolumen 50 pl injiziert.
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3.3.3 Gaschromatographie (GC)

Bestimmte Substanzen konnten mittels HPLC-Analyse nicht bestimmt beziehungsweise
nicht chromatographisch voneinander getrennt werden. Fir diese Substanzen wurde die
Gaschromatographieanalyse verwendet. Je nach Struktur des zu messenden Stoffes liegt
eine bestimmte Bindungsaffinitat zur Saule vor. Diese bestimmt die Zeit, in der dieser
Stoff von der Saule abgewaschen wird (Retentionszeit). Verhalten sich zwei Stoffe durch
verschiedene Eigenschaften in ihrer Bindungsaffinitat &hnlich, kann sich eine Gberlappende
bis Uberdeckende Retentionszeit ergeben. In dieser Arbeit war es nicht moglich, Acetoin
und Propionat mittels HPLC-Analyse voneinander zu trennen. Flr diese beiden Stoffe sowie
2,3-Butandiol wurde die GC verwendet. Bei der Gaschromatographie wird die Probe vor
Einspritzung auf die Sdule verdampft und als Gas injiziert. Hierfir wird als mobile Phase
ein Inertgas verwendet, in diesem Fall Helium. Anhand der verschiedenen Siedepunkte der
enthaltenen Stoffe werden diese nacheinander aufgetrennt.

3.3.4 Bestimmung des gesamten organischen Kohlenstoffs (TOC)

Um einen Uberblick iiber die grobe Zusammensetzung des Gemiisefermentats zu bekom-
men und die Konzentrationen an organischen S&uren, die per HPLC-Analyse gemessen
wurden, in Relation setzen kénnen, wurde zusatzlich der gesamte organische Kohlenstoff
(total organic carbon, TOC) bestimmt. Dieser Wert ist auch im Bezug auf organische Bela-
stung von Abwassern ein wichtiger Kennwert. Bestimmen lasst sich dieser Wert aus der
Subtraktion der Messung des gesamten Kohlenstoffs (total carbon, TC) und des gesamten
anorganischen Kohlenstoffs (total irorganic carbon, TIC) einer Probe:

TOC = TC — TIC (4)

Anorganischer Kohlenstoff kann zum Beispiel in Form von Carbonaten in der Probe ent-
halten sein. Dieser wird durch Ansauerung mit ortho-Posphorsaure bestimmt. Hierbei wird
anorganischer Kohlenstoff zu CO, umgesetzt und ausgetrieben. Das entstehende CO, wird
mit einem NDIR-Detektor (Nichtdispersive Infrarot-Detektion) gemessen und kann nach der
Gesamtmessung des TC abgezogen werden. Die Messung des TC erfolgt durch thermische
Oxidation einer Probe bei 800 °C mit Sauerstoff und Platin als Katalysator. Das hierbei
entstehende CO, wird ebenfalls mit dem NDIR-Detektor gemessen. Es wurde der multi
N/C 2100S und der TOC-Gas-Generator TG 600 (Analytik Jena, Jena) fiir die Messungen
verwendet. Die Proben wurden mit Reinstwasser 1:100 verdinnt und 2 ml fr die Analyse
eingesetzt.
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3.3.5 Bioinformatische Analyse

Genomische DNA sowie Gesamt-RNA wurden aus dem Biofilm auf der Anode isoliert, um
zum Einen eine 16S-Analyse und zum Anderen ein Metatranskriptom zu erstellen. Genomi-
sche DNA wurde mithilfe des Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Mannheim)
isoliert, wahrend RNA mit dem RNA PowerSoil® Total RNA Isolation Kit (MoBio/Qiagen,
Hilden) gewonnen wurde. Mit der genomischen DNA wurde eine PCR auf die 16S rRNA-
Sequenz durchgeflihrt, um zu tberprifen, ob das Material fir die Sequenzierung geeignet ist.
Sowohl genomische DNA als auch die totale RNA wurde fir die Durchfiihrung der Sequen-
zierungen zu IMGM (Martinsried) gegeben. Fur die Amplikonsequenzierung der 16S rRNA
wurde eine lllumina MiSeq Sequenzierung (paired-end, 2 x 250 bp Reads) durchgefihrt,
wahrend fir das Metatranskriptom eine lllumina RNA TruSeq Sequenzierung (paired-end, 2 x
150 bp) genutzt wurde. Die genutzten Primer fir die Sequenzierungen sowie deren Sequen-
zen sind Tabelle [I9)zu entnehmen. Die Rohdaten der Sequenzierungen wurden von IMGM
zur Verfligung gestellt. Die 16S rRNA-Datenanalyse erfolgte anschlieBend mit dem Pro-
gramm CLC Genomic Workbench (Qiagen, Hilden). Die Metatranskriptom-Rohdaten wurden
mithilfe der Software Diamond v0.9.10.111 analysiert (Buchfink, Xie und Huson, |2014). Ins-
gesamt wurden 192 Millionen Reads aus der Sequenzierung von acht Lanes gewonnen. Das
Alignment der paired-end lllumina reads wurde mithilfe des BLASTX Algorithmus mit einem
E-value Schwellenwert von 10 durchgefiihrt. 18 Millionen Reads konnten Sequenzen aus
der NCBI nr-Datenbank zugeordnet werden. mRNAs, zugehdrig zu den Genen fir die Enzy-
me Acetat Kinase, Phosphat-Acetyltransferase und Acetyl-CoA Synthetase wurden genutzt,
um die Transkriptomdaten vermeintlichen Acetat-oxidierenden Mikroorganismen zuzuordnen.
Das gleiche Prinzip wurde fur Butyrat-Oxidierer genutzt, und hierfir wurden die Gene der
Enzyme Butyrat Kinase und Butyryl-CoA:Acetate-CoA-Transferase als Reprasentanten flr
den Butyrat-Stoffwechsel gewahlt. Transkripte, die c-Typ Cytochromen zugeordnet werden
konnten, wurden zur ldentifizierung von potentiellen Anodenreduzierenden Mikroorganismen
genutzt.

Tabelle 19: Sequenzierungsprimer.

Name Sequenz AmplikongréBe

Bacteria Primer

Bakt_341F forward CCTACGGGNGGCWGCAG 464 bp
Bakt_805R reverse GACTACHVGGGTATCTAATCC 464 bp
Archeae Primer

A519F forward CAGCMGCCGCGGTAA 387 bp
A906R reverse CAATTCMTTTAAGTTTC 387 bp
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4 Ergebnisse

4.1 Repetitiver Chronoamperometrie-Versuch (Rep-CHR)
4.1.1 Stromentwicklung im Bioelektrochemischen System

Untersucht wurde die anaerobe Oxidation der organischen Sauren des Gemusefermentats
im bioelektrochemischen System. Das Substrat wurde nach Ende eines Experimentlaufes
gegen frisches Substrat ausgetauscht, was 10 Mal wiederholt wurde. Hierdurch entstanden
11 eigenstandige Experimentlaufe, diese wurden alle mit demselben System durchgefihrt.
Daraus resultiert die Bezeichnung "repetitiver Chronometrie-Versuch" (Rep-CHR).

Die Strommessung aller Laufe erfolgte mit Hilfe eines Potentiostaten Gber die Zeit. Als
Beispielkurven wurden der zweite sowie der elfte Experimentlauf ausgewahlt, um den beob-
achteten Prozess zu veranschaulichen (vgl. Abb.[1T]und[12). Die Stromwerte aller Experi-
mentlaufe sind in Tabelle [20]zusammengefasst. Gegeben ist in beiden Fallen die Stromdichte
des Systems in pA/cm?. Es wurden zum Einen die Experimentlaufe 1 -9 zusammengefasst,
sowie separat die beiden Laufe 10 und 11, da diese beiden Gruppen Unterschiede im
Stromverlauf sowie den Konzentrationen der organischen S&uren aufweisen.

Tabelle 20: Durchschnitt, Maxima und Minima im Stromverlauf im bioelektrochemischen System,
gegeben in pA/cm?.

Experiment Stromdichte

[MA/cm?]

Durchschnitt Maximum Minimum
1 71,84 +39,45 189,65 +82,59 16,18 +1,57
2 119,92+ 19,31 261,46+0,77 50,00+61,71
3 82,17 +50,07 158,54 +47,28 27,07 +35,68
4 94,82+48,70 252,24 +86,03 53,65+27,25
5 116,06 + 75,99 151,16 +4,68 69,47 +71,02
6 84,04 £40,89 106,12+59,49 52,40+2,27
7 117,46 +39,13 151,14 +4,67 50,92+7,16
8 96,81+22,13 225,72+ 30,41 37,50+3,54
9 106,05+27,60 139,00 + 34,69 59,30+9,56
10 135,48 +29,22 228,11 +50,63 91,50+18,68
11 119,34 + 39,31 235,97+34,18 22,41+31,58
o 104,00+ 19,64 190,83 +£52,40 48,22 +21,82
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Wie Tabelle 20| entnommen werden kann, konnte im Schnitt eine Stromdichte von 104,00 +
19,64 uA/cm? gemessen werden. Der Maximalwert lag im Schnitt bei 190,83 + 52,40 pA/cm?,
wahrend der niedrigste gemessene Stromwert durchschnittlich 48,22 +21,82 uA/cm? betrug.
Zur besseren Veranschaulichung des Prozesses wurden die Stromverlaufe von Lauf 2 und
11 zusammen mit den Konzentrationen an organischen Sauren sowie des TOC Uber die
Zeit aufgetragen (siehe Abb.[T1]und[12).
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Abbildung 11: Stromdichtenentwicklung im bioelektrochemischen System, Experimentlauf 2. Strom-
dichte in uA/cm?, gegeben (iber die Zeit in Tagen. Der graue Bereich gibt die Standardabweichung
wieder. In blau sind die Konzentrationen der organischen Sauren [mM] und in rot die Konzentratonen
des TOC [g/l] aufgezeigt.

Bei néherer Betrachtung der Stromdichte des zweiten Experimentlauf ist zu beobachten,
dass das System zu Beginn eine Art Verzégerungs-, eine so genannte Lag-Phase aufwies.
Diese Phase erstreckte sich Uber etwa acht Tage und zeichnete sich dadurch aus, dass die
Stromdichte nicht signifikant zunahm. Ab Tag acht konnte eine deutliche Stromzunahme
gemessen werden, die schlieBlich zum Maximalwert von 261,46 + 0,77 pA/cm? fiihrte. An-
schlieBend sank der Strom bis zum Minimum von 50 +61,71 pA/cm? ab. Zu diesem Zeitpunkt
wurde das Experiment gestoppt und das Substrat getauscht, ehe das System wieder in
Betrieb genommen wurde. Eine wie oben beschriebene Lag-Phase trat bei den spateren
Experimentlaufen nicht mehr auf, wie bei Lauf elf zu sehen ist. Hier begann die Zunahme
des Stroms bereits ab Tag eins. Die Stromdichte erreichte dann ihren Maximalwert, ehe sie
wieder absank.
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Abbildung 12: Stromdichtenentwicklung im bioelektrochemischen System, Experimentlauf 11. Strom-
dichte in uA/cm?, gegeben iber die Zeit in Tagen. Der graue Bereich gibt die Standardabweichung
wieder. In blau sind die Konzentrationen der organischen Sauren [mM] und in rot die Konzentratonen
des TOC [g/l] aufgezeigt.

Ein weiteres Phanomen, das nur beim zehnten und elften Lauf beobachtet werden konnte,
ist eine erneute Stromdichtenzunahme nach dem ersten Abfall. Hier stieg die Stromdichte
erneut an, ehe sie auf den Minimalwert von 22,41 + 31,58 pA/cm? abfiel. Bei diesen beiden
Laufen wurde jedoch auch eine langere Laufzeit gewahlt, das bedeutet, dass die Laufzeit
nicht nach dem ersten Stromdichten-Maximum bzw. dem erneuten Abfall der Stromdichte
beendet wurde. Uber die l&ngere Laufzeit konnte festgestellt werden, dass bei Lauf 10 und
11 zwei Peaks in der Stromdichte beobachtet werden konnten (vgl. Abb.[12). Im Folgenden
wird die Stromdichte in Zusammenhang mit den Konzentrationen an organischen Sauren
sowie des gemessenen organischen Kohlenstoffs gesetzt.

4.1.2 Entwicklung der organischen Sauren und des gesamten organischen
Kohlenstoffs im Bioelektrochemischen System

Zur besseren Charakterisierung des bioelektrochemischen Systems wurde die Abnahme
der organischen Sauren Acetat, Butyrat und Propionat mittels HPLC bestimmt. In Tabelle 2]
sind die Werte flr alle Experimentlaufe gegeben. Es wird deutlich, dass flir zwei der drei
messbaren organischen Sauren, Acetat und Butyrat, eine Abnahme der Konzentration Uber
die Zeit verzeichnet werden konnte.
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Fiur Acetat lag im Schnitt zu Beginn eine Konzentration von 58,27 £ 10,08 mM vor, flir die
letzten beiden Laufe wurde ein Fermentat mit deutlich héheren Werten (durchschnittlich
104,95 + 13,36 mM) verwendet. Uber den Verlauf der Experimente nahm diese Konzentration
bis auf durchschnittlich 0,21 £ 0,25 mM ab, auch fir die letzten beiden Laufe (0,15+ 0,07 mM).
Flr Butyrat, dessen Startkonzentration im Schnitt 14,51 £4,41 mM (20,30 £ 7,92 mM bei
Lauf 10 und 11) betrug, konnte eine durchschnittliche Endkonzentration im System von
0,09+ 0,20 mM (0 mM bei Lauf 10 und 11) gemessen werden. Durch diese Werte wird veran-
schaulicht, dass diese beiden organischen Sauren nahezu komplett oxidiert wurden. Anders
verhielt es sich fur die dritte organische Saure, Propionat, deren Konzentration zu Beginn im
Schnitt 10,53 +2,91 mM (19,65 +0,78 mM bei Lauf 10 und 11) betrug. Bei allen Laufen wurde
fur diese eine durchschnittliche Endkonzentration von 13,71 £5,90 mM gemessen. Diese
Saure wurde also nicht abgebaut, sondern zusétzlich gebildet. In Lauf 10 und 11 dagegen
wurde Propionat Uber den Zeitverlauf nahezu komplett oxidiert (0,75 + 1,06 mM Endkonzen-
tration). Es wird also deutlich, dass nur in Lauf 10 und 11 alle drei organischen Sauren
vollstdndig degradiert wurden, dies korreliert mit der verlangerten Laufzeit der Experimente.
Die Laufzeit verklrzte sich in den Laufen 1 -9 mit jedem Experimentlauf. Lauf 1 dauerte
etwa 31 Tage, Lauf 9 jedoch nur noch etwa 8 Tage. Dies deutet auf eine Adaptation des
Mikrobioms im System hin, da ein Lauf erst dann beendet wurde, wenn die Messung
fir Acetat und Butyrat Konzentrationen nahe Null ergab. Uber 9 Experimentlaufe wurde
daher eine Verkirzung der Prozessdauer erreicht. In Lauf 10 und 11 wurde die Messung
nicht zu dem Zeitpunkt beendet, als Acetat und Butyrat abgebaut waren, sondern eine
langere Laufzeit ermdéglicht. Hier waren Acetat und Butyrat jedoch ebenfalls nach 7 bzw. 9
Tagen nur noch in sehr geringen Konzentrationen messbar, obwohl bei diesen Fermentaten
deutlich héhere Anfangskonzentrationen vorlagen. Die Konzentration an Propionat betrug zu
diesen Zeitpunkten noch 26,75+ 1,79 mM (Lauf 10) bzw. 28,60 £ 2,49 mM (Lauf 11). Erst nach
14 Tagen (Lauf 10) bzw. 24 Tagen (Lauf 11) war auch nahezu kein Propionat mehr messbar.
Die Laufzeit des Experimentes verlangerte sich also durch den Abbau von Propionat. Dies
lasst sich auf die Beobachtung zurtickfihren, dass der Abbau von Propionat erst zu dem
Zeitpunkt wirklich startete, als die Konzentrationen an Acetat und Butyat < 1,5 mM betrugen.
Diese Beobachtung lasst sich auch in den Konzentrationen des gesamten organischen
Kohlenstoffs (TOC) wiedererkennen. In Tabelle 22| sind die Werte fiir den TOC des Fermen-
tats im System gegeben. Der Unterschied zwischen den Laufen 1-9 und 10-11 wird auch
beim TOC deutlich. So handelte es sich bei Lauf 10 und 11 um Fermentate mit deutlich
héherem Anfangs-TOC, im Vergleich zu den vorherigen L&ufen lag dieser Gber 2,5-Mal so
hoch (3,78 g/l vs. 10,34 g/l). Dies ist ebenfalls bei den Konzentrationen der organischen
Sauren zu beobachten, im Schnitt lagen diese bei den letzten beiden Laufen etwa 1,40-
bis 1,87-Mal so hoch wie in Lauf 1-9. Insgesamt betrachtet wurde der Hauptanteil des
TOC abgebaut. Dies lasst sich anhand des prozentualen Abbaus gut erkennen. Dieser lag
zwischen 83,51 % und 93,25 %.
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Tabelle 22: Gemessener TOC im bioelektrochemischen System zu Beginn und Ende des Experi-

mentes, sowie die Abbaurate in [%)] und [g/m?*h].

Lauf-Nr. TOC [g/l] Abbau [%] Abbaurate
[9/m**h]
Start Ende
1 4,50+0,00 0,67+0,35 85,01+3,95 1,79+£0,00
2 3,64+0,18 0,39+0,22 89,32+5,47 1,61+0,62
3 4,57+0,28 0,72+0,30 84,07+7,57 1,76£0,29
4 2,99+0,04 0,67+0,06 77,55+1,65 1,95+0,26
5 4,61+0,20 0,75+0,08 83,73+£2,49 2,54+0,06
6 3,21+0,07 0,55+0,21 83,46 +5,34 2,25+0,45
7 3,65+0,02 0,30+0,14 91,66+3,87 2,00+£0,29
8 3,46+ 0,04 0,39+0,24 88,70+6,79 1,78+0,18
9 3,42+0,11 1,08+0,28 68,19+9,22 1,78+0,10
10 9,90+0,23 0,47 +0,11 95,28+0,96 6,79+0,29
11 10,78+0,15 0,53+0,02 95,10+0,29 7,08+0,13
o1-9 3,78+0,62 0,61%0,24 83,51%7,06 2,85+0,29
o 10-11 10,34+0,62 0,50+0,04 95,19+0,13 6,94 +0,21

Der héhere Wert wurde fur Lauf 10 und 11 erreicht, was darauf zurlickzufihren ist, dass,
nicht wie zuvor, Propionat zurlickgehalten wurde, sondern alle drei organischen Sduren
oxidiert wurden. Zudem lief der Abbau hier auch schneller ab als bei den Laufen 1 -9, gut
erkennbar an der héheren Abbaurate in g/m?*h. Diese liegt fir die letzten beiden Laufe
ca. 2,4-Mal héher als bei den anderen Experimentlaufen. Fir Lauf 2 (vgl. Abb. ist
zunéachst die bereits beschriebene Lag-Phase gut zu erkennen, die sich tber ca. acht Tage
erstreckte. Es wird deutlich, dass die Zunahme des Stroms erst zu dem Zeitpunkt begann,
als auch die Konzentrationen der organischen Sauren abnahmen. Nach etwa 13 Tagen war
der Maximalwert des Stroms erreicht und die Sauren Acetat und Butyrat fast vollstandig
abgebaut. Ab diesem Punkt begann der Strom zu sinken, wahrend die Konzentration an
Propionat zunahm. Ab Tag 18 war sowohl der Strom als auch die Konzentrationen konstant
und das Experiment wurde daher zu diesem Zeitpunkt gestoppt. Fir Lauf 11 verhélt es
sich zun&chst sehr ahnlich (vgl. Abb.[12). Wie bereits beschrieben, nahm der Strom ohne
erkenntliche Lag-Phase bereits von Tag 0 an zu. Auch die Abnahme der organischen S&uren
Acetat und Butyrat konnte zu diesem Zeitpunkt verzeichnet werden. Beim erstem Strom-
Maximum zwischen Tag 6 und Tag 7 waren diese beiden S&uren bereits stark dezimiert.
Propionat stieg wahrenddessen an bis zum Ende des ersten Strom-Maximums (etwa Tag 12),
ab hier konnte eine steile Abnahme verzeichnet werden. Zu diesem Zeitpunkt waren Acetat
und Butyrat bereits komplett abgebaut. Mit der weiteren Abnahme von Propionat kam es zum
zweiten Strom-Peak, der schnell wieder abflachte, wahrend auch die Propionat-Konzentration
bis auf null absank. Fir den TOC lieB sich ein sehr &hnlicher Verlauf verzeichnen wie fir
Acetat. Insgesamt startete der TOC-Abbau steil und flachte dann im spéateren Verlauf ab.
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4.2 Open Circuit Potential-Versuch (OCP)

4.2.1 Entwicklung des Potentials, der organischen Sauren und des gesamten
organischen Kohlenstoffs im bioelektrochemischen System

Zur Uberpriifung, welche Auswirkungen das an der Arbeitselektrode des bioelektrochemi-
schen Systems angelegte Potential auf die Stoffwechselvorgange im Fermentat hat, wurde
ein weiteres Experiment durchgefuhrt. Es wurde ein Triplikat an Reaktoren als Open Circuit
Potential (OCP)-Versuch mit Fermentat als Substrat gestartet. Hierbei wird ein Widerstand
angelegt, der verhindert, dass ein Strom flieBen kann. Das Potential, dass sich wéhrend des
Experimentes an der Elektrode einstellt, wird mit Hilfe eines Potentiostaten gemessen. Abb.
[13] zeigt das gemessene Potential sowie die Konzentrationen an organischen S&uren und
des TOC uber den Zeitverlauf.
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Abbildung 13: Potentialverlauf im bioelektrochemischen System, OCP. Potential in mV, gegeben
Uber die Zeit in Tagen. Der graue Bereich gibt die Standardabweichung wieder. In blau sind die
Konzentrationen der organischen Sauren [mM] und in rot die Konzentratonen des TOC [g/l] aufgezeigt.

Uber den Verlauf von ca. 30 Tagen schwankte das gemessene Potential zwischen Tag 1
und 11 zwischen -425 mV und -525 mV, ehe es sich nach etwa 12 Tagen auf ein Potential
zwischen -475 und -500 mV stabilisierte (-487.48 + 18,50 mV). Flr die organischen Sauren
und den TOC konnte eine Abnahme ab dem 6. Tag verzeichnet werden. Uber den Verlauf
von 30 Tagen wurden Acetat und Butyrat komplett oxidiert, wahrend Propionat mit einer
Endkonzentration von 5,57 mM im Fermentat verblieb. Auch der TOC nahm ab, zeigte jedoch
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zu Beginn Uberraschend groBe Schwankungen, die gut mit dem Verlauf des Potentials zu
korrelieren sind. Erst ab Tag 16 war eine klare Abnahme zu verzeichnen, bis am Ende der
Experimentlaufzeit noch 0,53 g/l TOC gemessen werden konnten. Da mit diesem Experiment
gezeigt werden konnte, dass der Abbau der organischen Saure (bzw. des TOC) unabhangig
von der Anode als Elektronenakzeptor funktioniert, wurde ein weiteres Experiment mit einer
Chronoamperometrie sowie einem OCP gestartet. Darliber sollte ein direkter Vergleich des
Prozesses mit und ohne Anode als verfigbarem Elektronenakzeptor méglich sein.

4.3 Chronoamperometrie- vs. Open Circuit Potential-Versuch
(CHR-OPC)

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen eine als Elektronenakzeptor verfigbare Elek-
trode auf die Stoffwechselprozesse nimmt, wurde je ein Triplikat mit bioelektrochemischen
Reaktoren als Chronoamperometrie (CHR)-Versuch und als Open Circuit Potential (OCP)-
Versuch betrieben. Das Experiment gibt Informationen im Vergleich von CHR und OCP und
wurde daher als CHR-OCP-Versuch bezeichnet. Alle Reaktoren wurden mit dem gleichen
Fermentat als Substrat beflllt. Auch hier konnte gezeigt werden, dass bezliglich des Abbaus
der organischen Sauren sowie des TOC keinerlei Unterschiede festgestellt werden konnten.
Die Werte sind fiir die bessere Ubersicht in Tab. [23|zusammengefasst.

Tabelle 23: Konzentrationen an Sauren und TOC im bioelektrochemischen System fir das CHR-
OCP-Experiment zu Beginn und Ende des Experimentes.

CHR OCP

Start Ende Start Ende
Acetat [mMM] 68,62+1,63 1,24 +1,91 69,41 +1,09 0,50+0,22
Propionat [mM] 13,19+0,39 25,75+0.49 13,28+0,25 25,03+1,20
Butyrat [mMM] 17,63+0,42 0,00+0,00 17,76+ 0,26 0,00+0,00
TOC [a/1] 4,6+0,19 1,11+0,03 4,43+0,13 1,04+0,04

Fir das CHR-Experiment konnte eine maximale Stromdichte von 301,92 +88,81 uA/cm?
gemessen werden. FUr das OCP-Experiment stellte sich im Schnitt ein Potential von -
466,85+7,74 mV ein, was gut vergleichbar ist mit dem Potential im ersten OCP-Versuch.
Von beiden Triplikaten (CHR und OCP) wurde ebenfalls genomische DNA isoliert, um
eine 16SrRNA-Analyse durchzufiihren und das Mikrobiom mit dem Rep-CHR-Versuch
vergleichen zu kénnen. Dazu wird zunachst das Ergebnis der 16S rRNA-Analyse des Rep-
CHR betrachtet.
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4.4 16SrRNA Sequenzierung
4.4.1 16S rRNA Sequenzierung des Rep-CHR

Zur Bestimmung der Hauptakteure des bioelektrochemischen Systems im Rep-CHR-Versuch
wurde genomische DNA aus dem Biofilm auf der Anode isoliert. Mithilfe einer PCR und
universellen 16S rRNA-Primern konnte gezeigt werden, dass DNA vorhanden ist, die zur
Sequenzierung verwendet werden kann. Die lllumina MiSeq Sequenzierung (paired-end, 2 x
250 bp) erfolgte bei IMGM. Die mit der Software CLC Genomic Workbench (Qiagen, Hilden)
erzeugten Diagramme geben Informationen lber die Zusammensetzung des Biofilms, aber
nicht seiner Aktivitat. Sie sind Abb.[14] zu entnehmen.
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Abbildung 14: Ergebnisse der 16S rRNA-Sequenzierung des Rep-CHR-Experimentes. A. Verteilung
der Familien aus der Doméne der Archaea im Anodenbiofilm. B. Verteilung der Familien aus der
Doméane der Bacteria im Anodenbiofilm.

Zunachst werden die Organismen aus der Doméne der Archaea betrachtet (Abb.[14] A.).
Hier konnten nur die drei Familien Methanocorpusculaceae, Methanosarcinaceae und Me-
thanobacteriaceae klar zugeordnet werden. Aufféllig ist, dass alle drei Familien zu den
Methanbildnern gehéren. Die Familie, die mit etwa 89 % die gréBte Gruppe darstellt, ist die
Methanocorpusculaceae. Diese Organismen sind kokkoide Zellen mit wenig Motilitat. Als
Substrate eignen sich CO,/H,, Formiat und 2-Propanol/CO, und 2-Butanol/CO, (Zellner
et al.,[1989). Die zweitgrdBte Gruppe (9,2 %) stellt die Familie Methanosarcinaceae, fur die
beschrieben wurde, dass sie im Bezug auf Substrate und Energiegewinnung die vielseitigste
Familie der methanogenen Archaea darstellen. Ublicherweise nutzen sie methylierte Amine
und Methanol, doch manche Spezies wachsen auch mit H,/CO,, Acetat, Dimethylsulfid,
Methanethiol oder sogar Kohlenstoffmonooxid. Sie bilden kokkoide Zellen, manche Spezies
auch groBe Zellaggregate, und sind in vielen anaeroben Umgebungen zu finden, wo Methan
produziert wird (Oren, 2014b). Die letzte und hier am wenigsten vertretene Gruppe (1,2%),
die Methanobacteriaceae, umfasst Zellen in diversen Formen und reduziert zumeist ebenfalls
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CO, mit H, zur Energiegewinnung. Es gibt auch Arten, die Formiat nutzen, und auch einige,
die Methanol zu Methan reduzieren (Oren, 2014a).

Weitaus diverser zeigt sich das Mikrobiom der Bacteria (Abb.[14] B.). Die hier gréBte Grup-
pe ist die Familie der Anaerolineaceae (24,2 %). Es wurde bereits in anderen Studien
beschrieben, dass Mitglieder dieser Familie haufig in anaeroben Fermentern oder Biogas-
Mikrobiomen vorkommen (Xia et al., 2016; Riviére et al., [2009]; Narihiro et al., [2012). Sie
wurden beschrieben als Cellulose-zersetzende Organismen sowie als Mitglieder von n-Alkan
abbauenden Konsortien (Liang et al.,[2015). Mitglieder der zweitgréBten Gruppe (16,9 %),
der Familie Rikenellaceae, sind beschrieben als natirliche Bewohner des Verdauungstraktes
verschiedener Tiere. Sie bilden Alkohole, Acetat, Propionat und Succinat als Endprodukte
ihres anaeroben Stoffwechsels mit Zuckern wie Glucose, Laktose, Mannose oder Melibiose
als Ausgangsstoff (Graf, [2014). Auch die Familie der Coriobacteriaceae, die mit 12,7 %
die drittgréBte Gruppe stellen, ist in Bereichen des Kérpers von Saugetieren zu finden,
wie zum Beispiel in der Mundhéhle, dem Verdauungstrakt sowie im Geschlechtstrakt. Im
Darm Ubernehmen sie wichtige Funktionen wie z.B. die Umsetzung von Gallensalzen oder
Steroiden. Viele dieser strikten Anaerobier sind asaccharolytisch, was bedeutet, dass sie
keine Zucker verwerten kénnen, besitzen jedoch eine Vielzahl an Aminopeptidasen (Clavel,
Lepage und Charrier, 2014). Die Familie Syntrophomonadaceae, die nahezu gleichauf mit
den Coriobacteriaceae an vierter Stelle auftreten (12,4 %), sind typische syntrophe Organis-
men, insbesondere fiir den Abbau von Butyrat. Sie katalysieren die 3-Oxidation von Butyrat
in Syntrophie mit Organismen, die Wasserstoff oder Formiat nutzen kénnen (Venkiteshwaran
et al., |2015; Schink und Munoz, 2014). Auch die nachste Gruppe liegt mit 11,4 % nah
bei den beiden zuvor genannten Familien. Die Porphyromonadaceae ist eine sehr diverse
Gruppe, die ebenfalls im menschlichen und tierischen Gastrointestinalen Trakt sowie in der
Mundhdhle gefunden werden kann. Auch Mitglieder dieser Familie sind beschrieben als
Zucker-fermentierende Produzenten von Acetat, Propionat, Butyrat, Isobutyrat, Phenylacetat,
Isovalerat, Succinat und Laktat (Sakamoto, 2014} Krieg et al., 2010). Die letzte Gruppe, die
hier betrachtet wird, ist die Familie der Christenellaceae. Diese Familie von Anaerobiern wur-
de insbesondere im Verdauungstrakt von Menschen mit einem niedrigen Body Mass Index
(BMI) entdeckt. Fiir den Genus Christensenella wurde beschrieben, dass diese Organismen
diverse Zucker nutzen kénnen und Fettsduren produzieren (Goodrich et al., [2014; Morotomi,
Nagai und Watanabe, 2012).

4.4.2 16S rRNA des CHR-OCP-Versuchs

Auch hier wurde genomische DNA aus dem Biofilm auf der Anode isoliert, jeweils aus allen
Reaktoren (CHR vs. OCP). Mithilfe einer PCR und universellen 16S rRNA-Primern konnte
gezeigt werden, dass DNA vorhanden ist, die zur Sequenzierung verwendet werden kann.
Die lllumina MiSeq Sequenzierung (paired-end, 2 x 250 bp) erfolgte bei IMGM. Die mit der
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Software CLC Genomic Workbench erzeugten Diagramme geben Informationen Uber die
Zusammensetzung des Biofilms, aber nicht seiner Aktivitat. Sie sind Abb. [15zu entnehmen.
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Abbildung 15: Ergebnisse der 16S rRNA-Sequenzierung des CHR-OCP-Experimentes. A. Verteilung
der Familien aus der Doméne der Archaea im Anodenbiofilm, CHR-Experiment. B. Verteilung der
Familien aus der Doméne der Archaea im Anodenbiofilm, OCP-Experiment. C. Verteilung der Familien
aus der Doméne der Bacteria im Anodenbiofilm, CHR-Experiment. D. Verteilung der Familien aus der
Domane der Bacteria im Anodenbiofilm, OCP-Experiment. Fiir nicht zuzuordnende Familien wurde
die Ordnung angegeben.

Zunachst wird die Verteilung fir die Doméne der Archaea betrachtet. Fir das CHR-Experiment
(Abb.[15] A.) zeigt sich eine sehr ahnliche Verteilung wie fir das Rep-CHR-Experiment. Den
Hauptakteur mit 85 % stellt die Familie Methanocorpusculaceae dar, an zweiter Stelle ist
auch hier die Familie Methanosarcinaceae zu finden (10,4 %). Anstelle der beim Rep-CHR
vorkommenden Methanobacteriaceae findet sich hier die Gruppe Thermoplasmatales in-
certae sedis (2,5 %), eine unklassifizierte Gruppe aus der Ordnung der Thermoplasmatales.
Diese Ordnung ist sehr divers und beinhaltet anaerobe, thermoacidophile, autotrophe oder
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heterotrophe Archaea. Ihr gehéren drei Familien an (Thermoplasmaceae, Picrophilaceae
und Ferroplasmaceae). Thermoplasmatales wurden bereits aus sehr sauren Biotopen, bei
verschiedenen Temperaturen (20 °C - 60 °C) isoliert. Organismen dieser Ordnung sind in der
Lage, molekularen Schwefel oder Eisen als Elektronenakzeptoren und teilweise Kohlendioxid
als C-Quelle zu nutzen (Huber und Stetter, 2006). Fur das OCP-Experiment (Abb. B.) ist
eine sehr ahnliche Verteilung zu finden.

Weniger &hnlich ist die Verteilung innerhalb der Bacteria. Beim CHR-Experiment stellt die
Familie Desulfuromonadaceae die gréBte Gruppe (21,12 %). Diese konnten flir die 16S rRNA-
Analyse des Rep-CHR nicht identifiziert werden. Es handelt sich um strikt anaerobe Organis-
men, die anaerob atmen oder fermentieren kénnen. Sie nutzen hauptsachlich Fettsduren
und Alkohole als Elektronendonor und Schwefel und Eisen-Komplexe als Elektronenak-
zeptoren (Greene, 2014). Die zweite Gruppe, die Familie Porphyromonadaceae, konnte
auch im Rep-CHR-Experiment bereits zugeordnet werden, auch in sehr gut vergleichbaren
Anteilen (hier 11,50 %, im Rep-CHR 11,42 %). Als drittgréBte Gruppe (9,80 %) findet sich die
Klasse der Cloacimonetes, die aus unkultivierbaren Mitgliedern dieser Gruppe zusammen-
gefasst wurde. Sie konnte im Rep-CHR nur in sehr kleinen Anteilen (0,42 %, nicht gezeigt)
nachgewiesen werden. In einem Bioreaktor, der Belebtschlamm aus einer Abwasseranlage
aufbereiten soll, wurde diese Gruppe als eines der dominanten Phyla beschrieben (Zheng
et al., 2018). Eine weitere Studie schreibt dieser Gruppe ein Aminosauren-fermentierendes,
CO,- und Hz-produzierendes Bakterium zu, das méglicherweise auch in Syntrophie mit
Methanogenen lebt (Stolze, Bremges, Maus, et al.,|[2018). Die Mollicutes, die hier ebenfalls
aus unkultivierbaren Mitgliedern dieser Gruppe zusammengefasst wurden, beinhalten einige
der kleinsten selbststéandig lebenden Mikroorganismen. Sie besitzen keine Zellwand und ein
sehr kleines Genom (Jensen, 2016)). Die nachste Gruppe, die Rikenellaceae, wurde auch
zuvor gefunden (hier 8,32 %, im Rep-CHR 16,89 %), ebenso wie die darauffolgende Familie
Syntrophomonadaceae (hier 7,73 %, im Rep-CHR 12,35 %). Weitere Gruppen, die bereits
im Rep-CHR-Experiment auftauchten, sind Christensenellaceae, Ruminococcaceae und
Lentimicrobiaceae (2,15 %, 2,07 % und 1,52 %).

Im Vergleich hierzu zeigt der OCP-Versuch eine veranderte Verteilung. Die gréBte Gruppe
ist die Familie Syntrophomonadaceae (16,50 % vs. Rep-CHR 12,35 %). Die Cloacimonetes
stellen hier mit 13,72 % die zweitgré Bte und die Porphyromonadaceae mit 12,50 % die dritt-
groBte Gruppe. Die Anaerolineaceae kamen ebenfalls im Rep-CHR vor, waren dort jedoch
deutlich starker vertreten (24,20 % vs. hier 9,36 %). Auch die Gruppen Ruminococcaceae,
Christensenellceae, Lentimicrobiaceae und Rikenellaceae finden sich im Rep-CHR wieder.
Insgesamt kann daher eine &hnliche Verteilung festgestellt werden.
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4.5 Isolierung von Organismen aus dem Fermentat

Die Isolationsversuche fur die im Perkolat befindlichen Organismen wurde sowohl mit fe-
sten Medien, als auch mit Flissigkulturen durchgefiihrt. Dabei wurde mit unterschiedlichen
Medien und teilweise verschiedenen Temperaturen gearbeitet, um eine groBe Vielfalt an
Organismen isolieren zu kdénnen. Zur Inokulation wurde Fermentat aus einem laufenen
bioelektrochemischen System entnommen. Sowohl fiir die Platten, als auch fir die FlUssig-
kulturen wurde eine Inokulatmenge von 100 ul verwendet. Die flr die Kulturen genutzten
Medien werden in Tab. [2-[6| dargestellt. Die Reinkulturen wurden als Template in einer
PCR mit den 16S rRNA-Primern 43 - 46 (siehe Tab. eingesetzt und die entstandenen
Fragmente aufgereinigt und sequenziert. AnschlieBend wurde das Nucleotide Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) des National Center for Biotechnology Information (NCBI)
genutzt, um die erhaltenen Sequenzen gegen Datenbanken abzugleichen. Die Gber BLAST
zugeordneten Organismen sind in Tab. [24] zu finden.

Fir alle Isolate wurden der Expected Value (E-Value), die Identity und die Query Coverage
angegeben. Fir alle Isolate wurde ein E-Value von 0,0 und eine ldentity von mindestens
95 % erreicht. Die Query Coverage lag fur alle Isolate zwischen 99 % und 100 %. Es
konnten hauptséchlich Vertreter der Familien Clostridiaceae und Bacillaceae isoliert werden.
Diese wurden in den 16SrRNA-Sequenzen des Rep-CHR nicht und des CHR-OCP nur
als Ordnung Clostridiales gefunden, die Familie Bacillaceae kam jedoch nicht vor. Nur im
Metatranskriptom (siehe nachstes Kapitel, sind diese Familien zu finden. Dabei findet
sich die Familie Clostridiaceae sowohl fliir den Acetat- als auch den Butyrat-Stoffwechsel,
die Familie Bacillaceae nur fir Enzyme, die mit dem Butyrat-Stoffwechsel assoziiert sind. Im
AnschlieBenden werden die Gber BLAST identifizierten Organismen beschrieben.
Lysinibacillus mangiferahumi ist ein mesophiles, aerobes Bakterium, das beféhigt ist, diverse
Zucker wie Maltose, Raffinose und Melibiose zu oxidieren. Fiir den Stoffwechsel mancher
Zucker wurde eine Saureproduktion beschrieben (L. L. Yang et al.,[2012).

Das verhéltnismaBig groBe Bakterium Bacillus megaterium ist bekannt fir seine Polyhydroxy-
butyrat-Produktion (PHB), einem natlrlichen Polyester (Lemoigne, Peaud Lenoel und Croson,
1950). Des Weiteren bildet dieses Bakterium Vitamin By, und Endosporen und nutzt ein
weites Spektrum an Kohlenstoffquellen (Vary,[1994;; Eppinger et al.,[2011). Es konnte zudem
auch aus einem Biogasreaktor isoliert werden (Baikar, Rane und Deopurkar, 2017). Das
dritte Isolat, zugeordnet dem Bakterium Tepidimicrobium xylanilyticum, zeigte eine Identi-
ty von 95 %, die niedrigste von allen Isolaten. Tepidimicrobium xylanilyticum ist ein strikt
anaerobes, proteolytisches Bakterium und nutzt unter Anderem Pepton, Trypton, Casein,
Pyruvat, Xylan, Xylose und Cellobiose als Kohlenstoffquelle. Dabei produziert es Acetat,
Ethanol, Wasserstoff und CO, und bei Wachstum auf Xylan auch Propionat. Zudem wurde
beschrieben, dass es Eisen(lll)-Citrat reduziert (Niu et al.,|2009), was flr die Befahigung zur
externen Elektronenubertragung spricht.
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Das einzige Bakterium, dessen Familie Planococcaceae weder in den anderen 16S rRNA-
Analysen, noch in der Metatranskriptomanalyse gefunden werden konnte, ist Ureibacillus
suwonensis. Es wurde unter anaeroben Bedingungen isoliert, ist in der Literatur jedoch als
aerob beschrieben. Es produziert Sduren mit den Substraten Glucose, Arabinose, Xylose,
Mannitol und Aesculin, Starke, Casein, Gelatine und Harnstoff und wurde aus einem Baum-
wollkompost isoliert (B. Y. Kim et al., [2006).

Die Familie Symbiobacteriaceae, zu der Symbiobacterium ostreiconchae gehért, wurde im
Metatranskriptom fiir das Enzym Butyrat Kinase gefunden. Der Organismus ist moderat
anaerob, thermophil und chemo-organotroph. Er verstoffwechselt Trypton und Hefeextrakt
zu Acetat, Succinat, Isovalerat und in kleinen Mengen auch Propionat (Ueda et al., [2014).
Das dritte, hier gefundene Mitglied der Bacillaceae ist Bacillus smithii, ist fakultativ anaerob,
chemoorganotroph und in der Lage, diverse Zucker aus Lignocellulose-Rohstoffen zu ver-
werten. Es bildet Sduren aus D-Fructose, D-Glucose und Trehalose und fermentiert unter
anderem Maltose und Rhamnose und nutzt zudem auch Propionat (Nakamura, Blumenstock
und Claus, 2009).

Der ebenfalls aus der Familie Clostridiaceae stammende Organismus Thermobrachium ce-
lere zeigt ein weites Temperaturspektrum von 37°C bis 75°C. Er verwertet Glucose, Sucrose,
Fructose, Galactose und Maltose in Anwesenheit von Hefeextrakt und fermentiert Glucose
zu CO,, Wasserstoff, Acetat, Formiat und Ethanol (Engle et al.,2009).

Der letzte Vertreter der Clostridiaceae, Caloramator proteoclasticus, lebt strikt anaerob und
chemoorganotroph, bei Temperaturen von 30°C bis 68°C. Dieses Bakterium fermentiert
Casein, Gelatine, Pepton und Aminosauren zu Acetat, Propionat, Butyrat und Formiat und
Wasserstoff, und verwertet auBerdem Zucker wie Glucose, Fructose, Mannose, Cellobiose,
und auch Starke und Pyruvat. Isoliert wurde der Stamm aus einem anaeroben Reaktor, in
dem Weizen fermentiert. (Tarlera et al., [2009).

4.6 Metatranskriptomanalyse
4.6.1 Metatranskriptom des Rep-CHR

Um ein genaueres Bild der Stoffwechselaktivitaten im System zu bekommen, wurde eine
Metatranskriptomanalyse durchgefihrt. Hierzu wurde die totale RNA aus dem Biofilm auf
der Anode isoliert. Die lllumina RNA TruSeq Sequenzierung (paired-end, 2 x 150 bp) er-
folgte bei IMGM. Um eine Vorstellung der Einzelprozesse zu erlangen, wurden die Reads
der Sequenzierung betrachtet, die bestimmten Enzymen zugeordnet werden konnten. Da-
her wurden die Acetat Kinase, Phosphat-Acetyltransferase und Acetyl-CoA Synthetase fur
den Acetat-Abbau betrachtet, wahrend fur den Butyrat-Abbau die Enzyme Butyrat Kinase
und Butyryl-CoA:Acetat-CoA-Transferase herangezogen wurden. Fir potentielle exoelek-
trogene Mikroorganismen wurden Transkripte, die ¢-Typ Cytochromen zugeordnet wurden,
untersucht. Die Ergebnisse sind Abb.[17|zu entnehmen.

54



100 100

[ andere

Il Ruminococcaceae
I Geobacteraceae
[ |Porphyromonadaceae | 80 -
[ Synergistaceae
[ Clostridiaceae
I Syntrophomonadaceae| ¢

[ andere

Il Geobacteraceae

[ |Lachnospiracheae
I Tannerellaceae

[ |Porphyromonadaceae
[ Synergistaceae

[ ]Desulfovibrionaceae
[ Clostridiaceae

I Syntrophomonadaceae

80

60

40 40 4

20 20

A B.
0
Acetat Kinase Phosphat-Acetyltransferase
Acetat + ATP <> Acetyl-CoA + ADP Acetyl-Phosphat + CoA «> Acetyl-CoA + Phosphat

100

[ andere

Il Bacteroidaceae
[ Prevotellaceae

[ ] Christenellaceae
Il Spirochaetaceae
I Tannerellaceae
Il Peptococcaceae
[ Clostridiaceae

[ ] Porphyromonadaceae
[ ]Eggerthellaceae
Il Ruminococcaceae
] Anaerolineaceae

80

60 +

40 4

20

C.
Acetyl-CoA Synthetase
Acetat + ATP + CoA «> Acetyl-CoA + Pyrophosphat + AMP

Abbildung 16: Ergebnisse der Metatranskriptomanalyse, Acetatabbau. A. Verteilung fir das Enzym
Acetat Kinase. B. Verteilung flir das Enzym Phosphat-Acetyltransferase. C. Verteilung fir das Enzym
Acetyl-CoA Synthetase.

Auch fur das Metatranskriptom wurden die Reads mit Familien sowohl aus der Doméne
der Archaea, als auch der Doméane der Bacteria verglichen. Nur fur die drei Enzyme, die
Acetat umsetzen, konnte eine Ubereinstimmung mit einer Familie aus der Doméne der
Archaea gefunden werden. Es gibt zwei Wege des Acetat-Katabolismus: der erste wird zu
Beginn durch die beiden Enzyme Acetat Kinase und Phosphat-Acetyltransferase katalysiert,
wahrend der andere mit der Aktiviat der Acetyl-CoA Synthetase startet (Dimou et al.,[2011).
77,84 % der Reads flr die Acetat Kinase konnten der Familie Methanosarcinaceae zugeord-
net werden, dies ist jedoch die einzige Familie der Archaea, fir die dieses Enzym gefunden
werden konnte. Die verbleibenden 22,16 % wurden bakteriellen Familien zugeschrieben. Die
entsprechende Verteilung geht aus Teil A. in Abb. [T7] hervor. 82,36 % der Reads konnten
hier der Familie Syntrophomonadaceae zugewiesen werden.
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Abbildung 17: Ergebnisse der Metatranskriptomanalyse, Butyratabbau und Elektronentransfer. A.
Verteilung fir das Enzym Butyrat Kinase. B. Verteilung fir das Enzym Phosphat-Butyryltransferase.
C. Verteilung fir das Enzym Butyryl-CoA:Acetat-CoA-Transferase. D. Verteilung fir das Enzym
Cytochrom C.

Auch flr die Phosphat-Acetyltransferase (vgl. Abb. [17] Teil B.) ergibt sich ein &hnliches
Bild. 83,48 % der Reads wurden in der Familie der Methanosarcinaceae wiedergefunden,
16,52 % in bakteriellen Familien. Bei den Bakterien ist der Hauptakteur ebenfalls die Familie
der Syntrophomonadaceae (67,60 %). Es ist bekannt, dass die beiden Enzyme reversible,
aufeinanderfolgende Reaktionen katalysieren (Anthony und Spector, [1971]; Dimou et al.,
2011). Die Mitglieder der genannten Familie wurden, wie bereits erwahnt, als Butyrat-
Oxidierer beschrieben, die Acetat produzieren (Mclnerney et al.,[1981). Daher ist bei dieser
Familie davon auszugehen, dass diese beiden Enzyme eher die Rlckreaktion zu Acetat hin
katalysieren.

Fir die Acetyl-CoA Synthetase wurden 52,44 % der Reads Familien aus der Doméane
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der Archaea zugeordnet. Hiervon sind 95,78 % auch der Familie Methanosarcinaceae
zuzuschreiben. 47,56 % der Reads flr dieses Enzym lieBen sich demnach bei Bakterien
finden. Hier ist die Hauptgruppe (32,40 %) die der Anaerolineaceae, die auch schon in
der 16SrRNA-Analyse als starkste Gruppe aufgetreten sind. Wie bereits beschrieben,
bauen diese Organismen Cellulose ab und produzieren unter anderem Acetat, das sie
beispielsweise acetoklastischen Methanogenen zur Verfigung stellen (Liang et al., |2015).
Daher scheint auch die hier gefundene Acetyl-CoA Synthetase eher die Reaktion zu Acetat
zu katalysieren statt dessen Abbau. Die drittgréBte Gruppe, die Familie Eggerthellaceae
sind asaccharolytische Bakterien, die ebenfalls hdufig im Verdauungstrakt gefunden werden.
Mitglieder dieser Familie wurden beschrieben als Produzenten von Urolithinen, die sie
aus Ellagitanninen oder Ellagséure herstellen. Ellagitanninen oder Ellagsdure kommt in
vielen Frichten und Gemiusesorten vor (Selma et al., 2017). Die weiteren gefundenen
Gruppen, Ruminococcaceae (14,90 %) und Porphyromonadaceae (10,80 %) sind als Acetat-
produzierende Organismen bekannt (Chassard et al., 2012; Barelli et al., 2015; Sakamoto,
2014). Das Enzym Butyrat Kinase, das ebenfalls eine reversible Reaktion von Butyrat
zu Butyryl-Phosphat vollziehen kann, zeigt sich in der Verteilung der Reads sehr divers.
Es wurden nur bakterielle Familien gefunden, mit den Clostidiaceae als gréBte Gruppe
(18,45 %). Verschiedene Studien zeigten, dass diese Familie, zusammen mit Familien
wie Prevotellaceae (auch hier mit 3,22 % verteten), Ruminococcaceae (hier 7,08 %) und
Lachnospiraceae (hier 1,29 %) flr Butyrat-Produktion verantwortlich sind (Esquivel-Elizondo
et al., 2017} Vital, Howe und Tiedje, [2014; Scott et al., 2014). Die drittgréBte Gruppe (9,01 %)
stellt die Familie der Synergistaceae, fir die postuliert wurde, dass sie organische Sauren
fermentieren und H, und CO, produzieren, die von Methanogenen genutzt werden kénnen
(Lv et al., 2019; Meng et al., 2017). Fir das Enzym Phosphat-Butyryltransferase stellen
ebenfalls Synergistaceae (46,61 %) und Clostridiaceae (17,51 %) die zwei gréBten Gruppen.
Auch interessant zeigt sich die Verteilung fir das Enzym Butyryl-CoA:Acetat CoA-Transferase.
Wie bereits fur die Acetat Kinase und die Phosphat-Acetyltransferase wird die gréBte Gruppe,
hier fast die Halfte der Reads, durch die Familie Syntrophomonadaceae gestellt (45,90 %).
Dies ist nicht verwunderlich, da diese Familie, wie oben beschrieben, als die klassischen
syntrophen Butyrat-Oxidierer bekannt sind. Die beiden nachsten Gruppen wurden bereits
flr die Butyrat Kinase genannt: Ruminococcaceae (hier 18,54 %) und Lachnospiraceae
(7,63 %). Da diese Butyrat-Produzenten sind, liegt auch hier die umgekehrte Reaktion (von
Butyryl-Phosphat zu Butyrat) nahe.

Das letzte Gruppe der betrachteten Protein sind die c-Typ Cytochrome. Die Gruppe der
c-Typ Cytochrome ist wichtig fir den Elektronentransfer, da diese Proteine eine Verbindung
vom Cytoplasma zur AuBenumgebung der Zelle herstellen (Estevez-Canales et al., 2015).
Hier zeigt sich eine Uberraschende Verteilung. Mit 90,65 % wurden die Reads der Familie
Geobacteraceae zugeordnet. Dies ist nachvollziehbar im Bezug auf externen Elektronen-
transfer, da dieser Organismus hierflir bekannt ist. Diese Familie wurde jedoch bei keinem
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anderen Enzym als eine der Hauptgruppen identifiziert. Alle Mitglieder der Geobacteraceae
nutzen Acetat als Substrat (Réling, 2014). In der hier gezeigten Verteilung wurde die Familie
fir Reads der Acetat Kinase mit 1,5 %, sowie der Phosphat-Acetyltransferase mit 1,0 %
gefunden. Als zweite Gruppe wurde auBerdem die Familie Desulfovibrionaceae identifiziert
(7,19 %).

4.7 Coulomb’sche Effizienz
4.7.1 Coulomb’sche Effizienz des Rep-CHR

Um zu bestimmen, wieviele Elektronen aus dem verfligbaren Substrat tatséchlich auf die
Anode flieBen, wurde die Coulomb’sche Effizienz bestimmt. Diese gibt das Verhaltnis zwi-
schen verfligbaren Elektronen und den Uber den Potentiostaten auf der Anode gemessenen
Elektronen an. Da nicht nur die organischen Sauren als Substrat genutzt werden kdnnten,
wurde der TOC zur Berechnung herangezogen. In Abb. [18]ist die Coulomb’sche Effizienz
fur alle Laufe dargestellt.
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Abbildung 18: Coulomb’sche Effizienzen [in %] fiir alle Experimentlaufe, sowie der Durchschnitt [#]
der Coulomb’schen Effizienzen aller Laufe.

Die Werte unterscheiden sich zwischen den einzelnen Laufen stark. So wurde eine Cou-
lomb’sche Effizienz zwischen 7,05 % (Nr. 9) und 27,62 % (Nr. 2) erreicht. Im Schnitt lag sie
bei 13,5 %. Es wurde bereits beschrieben, dass Methanogenese eine Verlustméglichkeit
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fur Elektronen in einem bioelektrochemischen System sein kann (Freguia et al., 2007). Da
sowohl in der 16S rRNA- als auch in der Transkriptomanalyse gezeigt wurde, dass metha-
nogene Organismen vorhanden sind, wurde diese Mdglichkeit in Betracht gezogen. Daher
wurde ein weiteres Experiment durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob Elektronen an die
Methanogenese verloren gehen.

4.7.2 Inhibierung der Methanogenese und Coulomb’sche Effizienz

In diesem Versuch wurden wie zuvor bioelektrochemische Systeme mit Gemisefermentat
gestartet. Nach ca. 7 Tagen wurde der Inhibitor 2-Bromoethansulfonat zugegeben. Dieser
Inhibitor stellt ein Analog des Coenzym M der Methanogenen dar, dem Methyltrager im
letzten reduktiven Schritt der Methanogenese (Sparling und Daniels, |1987). Damit wird der
Prozess im letzten Schritt unterbrochen und das Wachstum gehemmt.
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Abbildung 19: Stromdichtenentwicklung im bioelektrochemischen System, Experimentlauf mit Zuga-
be von 2-Bromoethansulfonat. Stromdichte in uA/cm?, gegeben iiber die Zeit in Tagen. Der graue
Bereich gibt die Standardabweichung wieder. In blau sind die Konzentrationen der organischen
Sauren [mM] und in rot die Konzentratonen des TOC [g/l] aufgezeigt. Die Zugabe des Inhibitors nach
7,1 Tagen ist markiert durch den griinen gestrichelten Pfeil.

Um die Methanogenese zu unterbrechen, wurde eine Konzentration von 50 mM 2-Bromoethan-
sulfonat gewahlt, da Zinder, Anguish und Cardwell (1984) zeigen konnten, dass diese
Konzentration nétig ist, um die Methanogenese in einem anaeroben Fermenter komplett
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zu inhibieren. Nach der Zugabe des Inhibitors lief das Experiment noch weitere 10 Tage.
Wie zuvor wurden Uber den Zeitverlauf die Konzentrationen der organischen Sauren sowie
des TOC gemessen. Uber die Strommessung wurde zudem auch hier die Coulomb’sche
Effizienz berechnet. In Abb.[19]ist der Strom- sowie der Konzentrationsverlauf entsprechend
aufgezeigt, in Abb. [20]die Coulomb’sche Effizienz, betrachtet fiir verschiedene Substrate.
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Abbildung 20: Coulomb’sche Effizienzen (CE) [in %], berechnet vor und nach Zugabe des Inhibitors
2-Bromoethansulfonat. Die CE wurde wie in[4.7.1] beschrieben berechnet. In A. ist die CE, berechnet
aus den Elektronen aus dem TOC gezeigt. In B. findet sich die CE, berechnet aus den Elektronen
aus Acetat und Butyrat, und in C. die CE, berechnet aus Butyrat.

Aus Abb. |19 geht hervor, dass bis zur Zugabe des Inhibitors an Tag 7 bereits Acetat und
Butyrat abgebaut wurde, wéahrend wie zuvor auch, Propionat in gleicher Konzentration vor-
handen blieb. Nach Zugabe des Inhibitors war zwar weiterhin eine Abnahme von Acetat und
Butyrat zu verzeichnen, diese war jedoch deutlich geringer als bei den zuvor durchgefiihrten
Experimenten. So wurden Uber den gesamten Zeitverlauf von ca. 17 Tagen nur 20,18 %
des verflgbaren Acetats und 72,73 % des verfligbaren Butyrats abgebaut. Auch der TOC
nahm im Versuch zunéchst ab, stabilisierte sich nach Zugabe des Inhibitors jedoch auf
ein stetes Niveau. Es wurden Uber das Experiment hinweg daher nur 28,10 % des TOC
abgebaut. Propionat blieb tGber das gesamte Experiment stabil und wurde in geringem MaBe
sogar produziert. Ein Stromfluss konnte nach, sowie auch vor der Inhibitorzugabe gemessen
werden, zudem konnte kein Einbruch des Stromflusses nach der Zugabe des Inhibitors
verzeichnet werden. Insgesamt lag die maximale Stromdichte mit etwa 158,74 pA/cm? nied-
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riger als die gemittelte maximale Stromdichte im Rep-CHR (190,83 pA/cm?), bewegt sich
abber dennoch im Rahmen dessen, was Uber einige Laufe hinweg als maximale Stromdichte
gemessen wurde (vgl. Tab.[20] Lauf Nr. 3, 5, 7). Abb. [20] verdeutlicht, dass die Coulomb’sche
Effizienz nach Inhibitorzugabe um ein Vielfaches héher liegt als vor Zugabe des Inhibitors,
unabhangig davon, welches Substrat betrachtet wird. So konnte fiir die Berechnung aus
den Elektronen des TOC eine Steigerung um das 4,3-Fache erreicht werden, wahrend sich
flr die Berechnung aus den Elektronen von Acetat und Butyrat eine Steigerung um das
4,1-Fache, und aus Elektronen von Butyrat um das 4,4-Fache ergab.

4.8 Ankonzentrierung des Effluenten durch Nanofiltration

Da das Fermenat sehr viele, auch feine Schwebstoffe enthalt, sollte es filtriert werden,
um ein klares Medium flr die bakteriellen Produktionsstdmme zu erhalten. Da der Filtra-
tionsprozess mit einer sogenannten Dead-End-Filtration nicht méglich war, wurde auf ein
anderes Filtrationsverfahren zurlickgegriffen. Eine Dead-End-Filtration beschreibt einen
Filtrationsprozess, bei dem der einzige Auslass fir das Filtriergut auf der anderen Seite der
Filtrationsmembran liegt (Koros, Ma und Shimidzu, [1996). Daher muss das Filtriergut durch
die Membran gelangen, um den Filter zu verlassen, und auch enthaltene Schwebstoffe
werden auf bzw. in die Poren der Membran gedriickt, was zu deren Verstopfung und so zum
Erliegen des Filtrationsprozesses fuhren kann. Daher wurde fur diese Arbeit eine Crossflow-
Filtration gewahlt. Hierbei ist der Fluss des Filtrierguts nicht auf die Membran selbst gerichtet,
sondern parallel entlang der Membran. Schwebstoffe oder Partikel werden also nicht auf
die Filtrationsmembran gepresst und kdnnen sich daher nicht in die Poren setzen. Um den
Prozess dennoch zu vereinfachen und das Risiko eines Zusetztens der Membranporen zu
verhindern, wurde das Fermentat zunachst zentrifugiert und das entstandene Pellet aus
Feststoffen verworfen. Diese Vorbereitungen wurden getroffen, um im Anschluss an das bio-
elektrochemische System eine Ankonzentrierung des enthaltenen Propionats zu erreichen.
Hierflr sollte eine Nanofiltration durchgefuhrt werden. Da diese jedoch in einer Ruhrzelle
unter Nutzung einer Dead-End-Filtration durchgeflihrt werden musste, war der vorherige
Schritt der Crossflow-Filtration vorbereitend nétig zur Entfernung von Schwebstoffen. Bei
der Nanofiltration werden sehr dichte Membranen verwendet, wodurch das Zurtckhalten
von Stoffen erreicht werden kann. Es wurden zwei verschiedene Nanofiltrationsmembranen
aus Polyamid getestet (NF90 und NF270). Es wurde gezeigt, dass die NF90-Membran eine
PorengréBe von 0,55 nm 0,126 nm, und die NF270-Membran eine PorengréBenverteilung
von 0,47-0,99 nm (& = 0,71 nm+0,14 nm) aufweist (Hilal et al.,[2005). Auch der Herstel-
ler gibt die NF90-Membran als dichtere Membran an, sie soll eine Demineralisierung von
Wasser bewirken, wahrend durch die NF270 keine bis wenig Demineralisierung erreicht
wird. So ist flr die NF90-Membran eine NaCl-Zurtickhaltung von 90-96 %, fir die NF270
jedoch nur von 50 % angegeben. Die Nanofiltration wurde in einer 350 ml Rihrzelle unter
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Druck durch Stickstoffgas durchgefihrt (4-4,5 bar). In Tab. sind die Ergebnisse der
Nanofiltrationen gezeigt. Es wird deutlich, dass mit dem hier verwendeten Fermentat und
beiden Membranen die Filtration erfolgreich war. Die Filtration wurde durchgefiihrt, bis die
Halfte des Volumens abfiltriert war. Fir die NF90-Membran waren im Ausgangsfermentat
10,5 mM Propionat messbar, wahrend flr die Filtration mit der NF270-Membran eine andere
Charge Fermentat mit einer Ausgangskonzentrations von 7,7 mM Propionat verwendet
wurde. Nach der Filtration war im Uberstand iber der NF90-Membran eine Konzentration
von 17,8 mM Propionat zu messen, wahrend die Endkonzentration im Uberstand der NF270-
Membran 15,3 mM betrug. Das enthaltene Propionat konnte daher mit der NF90-Membran
um den Faktor 1,7 ankonzentriert werden, wahrend es durch die NF270-Membran um das
1,99-Fache ankonzentriert wurde. Damit konnte mithilfe der NF270-Membran fir dieses
Fermentat eine etwa 14,5 % hdéhere Ankonzentrierung erreicht werden als mit der dichteren
Membran NF90.

Tabelle 25: Ergebnisse des Nanofiltrationsprozesses. Untersucht wurden die beiden Membranen
NF90 und NF270, beide mit einem durch das bioelektrochemische System und durch Crossflow
Filtration vorbehandelten Fermentat. Gegeben sind Volumen in der Rihrzelle zu Beginn sowie zum
Ende des Experiments und die darin gemessene Konzentration an Propionat. Die letzte Spalte gibt
den Faktor an, um den das zu Beginn gemessene Propionat ankonzentriert wurde.

Membran Volumen Propionat Faktor
[ml] [mM]
Start Ende Fermentat Uberstand Filtrat
Filmtec™ NF90 200 100 10,54 17,76 0,104 1,7
Filmtec™ NF270 200 100 7,74 15,35 1,96 1,99

4.9 Produktion von Plattformchemikalien
4.9.1 Produktion von Acetoin

Fir die Produktion von Acetoin wurden Zellsuspensionsassays durchgefihrt. Im ersten
Versuch wurde hierfir ein E. coliK-12 Stamm verwendet, der eine Deletion des Gens
rnr tragt. Es wurde gezeigt, dass das entsprechende Enzym RNase R einen Einfluss
auf das prp-Operon nimmt, und dessen Deletion den Propionat-Abbau unter anaeroben
Bedingungen beschleunigt (Simonte et al., [2017). Diese Vermutung wurde auch hier mit
einem Wachstumsversuch bestatigt. Die Abb. [21] zeigt die Wachstumkurve des Stammes
im Vergleich zum Wildtyp und einer weiteren Mutante, die zuséatzlich eine zweite Deletion
(AscpC) tragt. Das Gen scpC kodiert flir eine Propionyl-CoA:Succinat-CoA-Transferase, die
die CoA-Gruppe von Propionyl-CoA auf Succinat Ubertragt. Das resultierende Succinyl-CoA
stellt ein Intermediat des Citratzyklus dar und kann dort auch wieder einflieBen. Die Literatur
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zeigt, dass ein Knockout von scpC zu einer héheren Verflugbarkeit von Propionyl-CoA flhrt,
hier genutzt fir die Produktion von Poly(3-Hydroxybutyrat-Co-3-Hydroxyvalerat) (PHBV) (Q.
Chen et al.,[2011}; J. E. Yang et al., 2014). Daher wurde auch fir diese Arbeit die Hypothese
postuliert, dass der Knockout von scpC einen positiven Effekt auf den 2-Methylcitratzyklus
nehmen kann, da kein Propionyl-CoA in Richtung Succinyl-CoA verloren gehen kann. Die
Wachstumskurve wurde in Minimalmedium mit Propionat als einziger Kohlenstoffquelle

durchgefihrt.
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Abbildung 21: Wachstumskurve der Stamme E. coli K-12 Wildtyp, E. coli K-12 Arnr und E. coli
K-12 ArnrAscpC in M9-Minimalmedium mit 30 mM Propionat als einziger Kohlenstoffquelle.

Zusatzlich wurde eine Wachstumskurve mit dem E. coli K-12 Arnr Stamm durchgefihrt, der
ein Plasmid fur die Acetoin-Produktion tragt (pPMAL_alsS_alsD), und bei der als Medium
steriles, gepuffertes Fermentat als einzige Kohlenstoff- und Elektronenquelle angeboten
wurde (siehe Abb. 22).

Im ersten Wachstumsversuch wird deutlich, dass die Deletionsmutante Arnr auch unter
aeroben Bedingungen deutlich schneller wachst als der Wildtyp. Sie wies eine maximale
Verdopplungszeit von 42,65 Stunden auf, wahrend der Wildtyp 153,14 Stunden brauchte, um
sich zu verdoppeln. Es wurde bereits in vorherigen Studien gezeigt, dass E. coli eine vier-
bis siebentagige Verzégerungsphase bendtigt, um sich an Propionat als einzige Kohlenstoff-
und Elektronenquelle anzupassen (Textor et al., [1997). Zudem wurde gezeigt, dass die
Doppelmutante E. coliK-12 ArnrAscpC eine noch niedrigere Verdopplungszeit zeigt als die
Einfachmutante (25,13 Stunden). In dieser Wachstumskurve konnte fiir die Arnr Mutante
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ein 3,59-Mal und fiir die ArnrAscpC Mutante ein 6,09-Mal so schnelles Wachstum wie das
des Wildtyps erreicht werden.
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Abbildung 22: Wachstumskurve des Stamms E. coli K-12 Arnr in sterilem Fermentat, das 20 mM
Propionat enthielt. Vor dem Autoklavieren wurde dem Fermentat 50 mM HEPES zugegeben und der
pH auf 7 eingestellt.

Die zweite Wachstumskurve zeigt, dass die Einfachmutante mit dem Plasmid in dem an-
gebotenen Fermentat wachsen kann. Der Stamm erreichte eine Verdopplungszeit von
6,52 Stunden, was im Vergleich zu der vorherigen Wachstumskurve etwa 2,46-Mal schneller
ist. Er verbrauchte dabei 87,5 % des angebotenen Propionats (20,3 mM) in 168 Stunden.

Um zu Uberpriifen, ob auch andere Stdmme im Fermentat wachsen kénnen, wurden zudem
zwei weitere Wachstumskurven durchgefuhrt. Hierflir wurde der Stamm S. oneidensis A A
AackApta verwendet. Die Deletion des A-Phagen im Genom fiihrte in einem anderen Projekt
zu erhdhter Stromproduktion in einem bioelektrochemischen System (Bursac, Gralnick und
Gescher, 2017), ist fir diese Arbeit jedoch zu vernachlassigen. Des Weiteren wurde der
Stamm Corynebacterium glutamicum ATCC®13032™ genutzt. Firr beide Staimme ist die
Wachstumskurve in Abb. [23|dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass das Fermentat auch
fir andere Stamme far das Wachstum dienen kann. Dabei wachst C. glutamicum mit dem
Fermentat auf eine héhere ODgog an als der S. oneidensis-Stamm. Er zeigte jedoch eine
etwas héhere Verdopplungszeit (2,10 Stunden) als der S. oneidensis-Stamm (1,61 Stunden).
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Abbildung 23: Wachstumskurve der Stamme S. oneidensis A \ AackApta mit dem Plasmid
pBAD_alsS_alsD und Corynebacterium glutamicum (ATCC 13032™)) in sterilem Fermentat, das ca.
20 mM Propionat enthielt. Vor dem Autoklavieren wurde dem Fermentat 50 mM HEPES zugegeben
und der pH auf 7 eingestellt.

Um zu untersuchen, ob die bei E. coli aufgetretene Verzégerungsphase noch weiter verklrzt
werden kann, wurden Adaptierungsexperimente durchgefihrt. Hierfir wurde die Doppel-
mutante verwendet, da diese in Minimalmedium mit Propionat das beste Wachstum zeigte
und daher die besten Vorraussetzungen fir eine weitere Wachstumsverbesserung bot.
Der Stamm wurde in LB-Medium Gber Nacht vorkultiviert, anschlieBend wurden die Zellen
gewaschen und in M9-Minimalmedium mit 30 mM Propionat mit einer Start-ODggo von 0,1 in-
okuliert. Nachdem der Stamm eine ODgog > 1 erreicht hatte, wurde er in frisches M9-Medium
Uberflhrt, erneut mit einer Start-ODgqg von 0,1. Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt.
Nach dem dritten Transfer wurde der Stamm in LB-Medium inokuliert und nach 8 Stunden
erneut in M9-Medium mit 30 mM Propionat tGberfihrt. Die Ergebnisse des Versuchs sind
Abb. 24| zu entnehmen. Es wird deutlich, dass das Wachstum des Stamms sich nach jedem
Transfer verschnellert. So betrug die Verdopplungsrate in der Startkultur 25,77 Stunden, nach
dem ersten Transfer jedoch nur noch 14,91 Stunden. Nach dem zweiten Transfer bendtigte
der Stamm nur noch 12,35 Stunden, um sich zu verdoppeln, und auch der dritte Transfer
fihrte zu einer um weitere 5,05 Stunden verminderten Verdopplungsrate von 7,29 Stunden.
Nicht Gberraschend war, dass der Stamm nach dem Transfer in LB-Medium eine sehr hohe
Wachstumsrate aufwies. Nach 8 Stunden wurde er erneut in M9-Medium Uberfuhrt.

Hier zeigt er Gberraschenderweise eine schlechtere Verdopplungsrate als zuvor: er bendtigte
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Abbildung 24: Adaptierungsversuch mit dem Stamm E. coli K-12 ArnrAscpC in Minimalmedium
M9 mit 30 mM Propionat. Der Stamm wurde immer mit einer Start-ODggo von 0,1 inokuliert und bei
einer End-ODggg > 1 in frisches Medium Uberfihrt.

10,98 Stunden, um sich zu verdoppeln, was jedoch noch immer 57,39 % schneller war als
beim nicht-adaptierten Stamm.

Um zu Uberprifen, ob sich der Adaptierungsprozess auf Veranderungen im Genom des
Stammes oder auf Anderungen auf Transkriptionsebene zurlickfilhren lasst, wurde der
Versuch mit LB-Medium wiederholt. Hierzu wurden der adaptierte sowie der unadaptierte E.
coli K-12 ArnrAscpC-Stamm auf LB-Agarplatten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde je eine Einzelkolonie in Flissig-LB-Medium Uber Nacht bei
37 °C geschittelt, und am nachsten Tag mit einer Start-ODgyo von 0,1 in M9 mit 30 mM
Propionat tberfiihrt. Abb. 25| zeigt die Ergebnisse des Versuchs. Hier wird deutlich, dass es
zwischen adaptiertem und nicht-adaptiertem E. coli K-12 ArnrAscpC keinen sehr groBen
Unterschied im Wachstumsverhalten auf Minimalmedium mit Propionat gibt. Beide erreichten
in 96 Stunden eine OD von etwa 0,12. Der adaptierte Stamm zeigte eine Verdopplungsrate
von 21,90 Stunden, wahrend der nicht-adaptierte Stamm 26,33 Stunden fir die Verdopplung
bendtigte.

In einem ersten Zellsuspensionsassay wurde der E. coli K-12 Arnr-Stamm mit dem Plasmid
pPMAL_alsS_alsD fir die Produktion von Acetoin genutzt, da fir diesen gezeigt wurde, dass
er im Fermentat wachsen kann.

Hier wurde ein Fermentat genutzt, das noch 30,7 mM Propionat enthielt. Dieses wurde zuvor
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Abbildung 25: Wachstumskurve des Stamms E. coli K-12 ArnrAscpC mit dem Plasmid
pMAL_alsS_alsD in M9-Medium mit 30 mM Propionat. Es wurde zum Einen der bereits adaptierte
und zum Anderen der nicht adaptierte Stamm von LB-Agarplatte in LB-Flissigmedium vorinkubiert,
bevor beide in M9 Medium mit 30 mM Propionat Uberflhrt wurden.

filtriert, 50 MM HEPES zugesetzt und der pH auf 7 eingestellt, ehe es autoklaviert wurde.
Der Stamm wurde mit einer Start-OD von 2,5 im vorbereiteten Medium inokuliert und mit
50 uM IPTG induziert. Start- und Endkonzentrationen von Propionat und Acetoin wurden
Uber HPLC-Messungen bestimmt. Nach 24 Stunden konnten 3,12 mM (274,90 mg/l) Acetoin
gemessen werden, wahrend 7,25 mM Propionat verbraucht waren. Damit wurden innerhalb
der 24 Stunden 23,6 % des vorhandenen Propionats (30,69 mM) verbraucht. Da aus zwei
Propionat-Molekilen ein Acetoin-Molekil gebildet wird, hatten aus 7,25 mM Propionat
maximal 3,63 mM Acetoin gebildet werden kénnen. Damit ergibt sich, dass die tatséchliche
Umsetzungsrate bei 86,01 % lag.

Als weiterer Versuch wurde zudem die Doppelmutante E. coli K-12 ArnrAscpC mit dem
PMAL_alsS alsD-Plasmid transformiert. Die Acetoin-Produktion wurde mit diesem Stamm
in Minimalmedium getestet, um zu charakterisieren, wieviel des Propionats tatsachlich zu
Acetoin umgesetzt wird. Der Stamm wurde in LB-Flissigmedium mit 100 mg/ml Ampicillin
zur Erhaltung des Plasmids und 50 uM IPTG zur Induktion des Plasmids vorgezogen. Fir
den Zellsuspensionsassay wurde M9-Medium mit 30 mM Propionat als Elektronendonor
eingesetzt, ebenfalls mit Ampicillin (100 mg/ml) und 50 um IPTG. Es wurden Proben nach 0,
4, 12 und 24 Stunden genommen und auf die Konzentrationen an Propionat und Acetoin hin
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analysiert. In Abb. [26]ist das Ergebnis zu finden.
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Abbildung 26: Produktionsergebnisse des Zellsuspensionsassays des E. coli K-12 ArnrAscpC-
PMAL_alsS_alsD in M9-Medium mit 30 mM Propionat Startkonzentration, 100 mg/ml Ampicillin und
50 uM IPTG.

Nach 4 Stunden hatte der Stamm bereits 6,35 mM Propionat verbraucht und 1,45 mM Acetoin
gebildet. Zu diesem Zeitpunkt entspricht das einer Umsetzungsrate von 45,69 %. Nach
12 Stunden liegt diese Rate mit 54,17 % etwas hdher. Zu diesem Zeitpunkt waren 14,58 mM
Propionat verbraucht und 3,95 mM Acetoin gebildet. Hiermit zeigt er eine etwa doppelt so
schnelle Umsetzung wie der E. coli K-12 Arnr-Stamm, der 3,12 mM Acetoin in 24 Stunden
bildete. Zum Endzeitpunkt nach 24 Stunden hatte der E. coli K-12 ArnrAscpC 24,64 mM
(77,98 %) des verfligbaren Propionats verbraucht und 5,61 mM Acetoin (494,30 mg/l) gebildet.
Dies resultiert in einer Umsetzungsrate von 45,53 %.
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4.9.2 Produktion von 1-Propanol

Far die Produktion von 1-Propanol wurden verschiedene Konstrukte entworfen. Der erste
Schritt von Propionat zu Propionyl-CoA kann von verschiedenen Enzymen durchgefihrt
werden. Es wurden daher folgende Enzyme flr diesen Schritt getestet:

* Propionyl-CoA Synthetase (prpE)
 Acetyl-CoA Synthetase (acs)

» Acetoacetyl-CoA Transferase (atoDA)

Die Schritte von Propionyl-CoA Uber Propionaldehyd zu 1-Propanol werden beide von einer
Alkohol-Dehydrogenase (adhE) katalysiert. Zudem wurden Punktmutationen in prpE und
adhE auf Verbesserung des Prozesses hin untersucht. Fir die Propionyl-CoA Synthetase
aus E. coli wurde beschrieben, dass der Austausch eines der beiden Cysteine C128 und
C315 gegen ein Alanin Auswirkungen auf die Aktivitdt des Enzyms hat. Dies ist darauf
zurtckzufihren, dass unter oxidativen Bedingungen zwischen den beiden Cysteinen (re-
versibel) eine intramolekulare Disulfidbriicke gebildet wird, die die Aktivitdt des Enzyms
kontrolliert und inhibiert (Guo und Oliver, [2012). Durch Austausch eines Cysteins wird die
Bildung der Disulfidbriicke verhindert. Fir diese Arbeit wurde daher die Stelle C128 gewahlt,
und das Cystein gegen ein Alanin ausgetauscht. Fur die Alkohol-Dehydrogenase in E. coli
wurde postuliert, dass das Enzym unter anaeroben Bedingungen hochreguliert und unter ae-
roben Bedingungen reprimiert wird (Membrillo-Hernandez et al.,[2000). Holland-Staley et al.
(2000) stellten fest, dass die aerobe Aktivitdt des Enzyms duch eine einzelne Aminosaure
bestimmt wird. Sie konnten zeigen, dass Mutanten mit einem Austausch von Glutamat zu
Lysin oder einer anderen Aminosaure an der Stelle Glu568 zu einem aerob aktiven Enzym
fuhrte. Da auch in dieser Arbeit alle Versuche unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt
wurden, sollte der Austausch von Glu zu Lys an der Stelle 568 auf eine Auswirkung auf die
1-Propanol-Produktion hin untersucht werden. Insgesamt ergaben sich sechs verschiedene
Konstrukte, die auch in Tab. [f]aufgelistet sind. Alle bestehen aus einem pBAD-Vektor, der
die entsprechenden zwei Gene tragt und wurden in den Stamm E. coli K12 Arnr AprpC
eingebracht. Mit den resultierenden sechs Stammen wurden Zellsuspensionsassays durch-
gefuhrt, um die Produktion von 1-Propanol zu testen. Fur alle wurde M9-Minimalmedium
mit 30 mM Propionat und 50 mM Glycerin genutzt, zur Plasmiderhaltung wurde 50 mg/ml
Kanamycin und zur Induktion des Plasmides 1 mM Arabinose zugegeben. Glycerin musste
als Co-Substat fir die Energiegewinnung zugegeben werden, so dass ATP fir die Aktivie-
rung von Propionat zu Propionyl-CoA zur Verfligung steht (vgl.[1.5). Fir die Vorkultur wurde
LB-Medium (siehe Tab. |2) genutzt, dem ebenfalls 50 mg/ml Kanamycin und 1 mM Arabinose
zur Vorinduktion zugegeben wurde. Die Zellsuspensionsassays wurden mit einer ODggq von
5 und fir 26 Stunden durchgefihrt. Die Ergebnisse finden sich in Tab.
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Wie Tab.[26|zu entnehmen ist, konnte mit dem Plasmid pBAD-atoDA-adhE™! die hichste
Konzentration an 1-Propanol erreicht werden. Nach 26 Stunden wurden 7,60+ 0,14 mM
1-Propanol im Medium gemessen. Dies entspricht 456,68 mg/l. Die zweith6chste gemes-
sene 1-Propanol-Konzentration lag bei 5,11 £0,38 mM (307,06 mg/l). Diese wurde mit dem
Konstrukt pBAD-acs-adhE™ erreicht. Daher wurden die beiden héchsten Konzentrationen
mit den beiden Konstrukten ohne spezifische Propionyl-CoA Synthetase erreicht. Die mit
einer Propionyl-CoA Synthetase hdchste erreichte Konzentration lag mit 3,65+0,10 mM
(219,33 mg/l) um 45,11 % niedriger als fir das Konstrukt mit atoDA und um 12,89 % niederi-
ger als fur das Konstrukt mit acs. Fir alle Konstrukte wurden sehr hohe Umsetzungsraten
von teilweise Uber 100 % erreicht.
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5 Diskussion

5.1 Repetitiver Chronoamperometrie-Versuch (Rep-CHR)

Die gezeigten Ergebnisse des repetitiven Chronoamperometrie-Versuches machen deutlich,
dass ein wie hier verwendetes Gemusefermentat gut fir eine Oxidation in einem bioelektro-
chemischen System geeignet ist. GemUsesorten wie Kartoffeln, Kohl und Karotten enthalten
Kohlenhydrate wie Starke, Cellulose, Saccharose, Glucose, Fructose, Sucrose, Mannose,
Raffinose, Melibiose und weitere andere, die in einer anaeroben Fermentation zu organi-
schen Sauren umgesetzt werden kdnnen. Insbesondere flir kohlenhydrathaltige Abfalle ist
dies daher interessant, wie zum Beispiel GroBmarktabfélle oder Abfélle aus der Lebensmittel-
industrie. Aber auch fir gemischte, organische Abfalle, die beispielsweise auch proteinhaltig
sind, konnte gezeigt werden, dass in einem bioelektrochemischen System Strom produziert
wurde und eine TOC-Abreinigungsrate von Gber 80 % erreicht wurde (Heilmann und Logan,
2006).

In dem hier angewendeten System konnte mit dem verwendeten Gemisefermentat bei
einem angelegten Potential von 0 mV gegen SHE im Schnitt eine maximale Stromdichte von
190,83 pA/cm? erreicht werden. Dies ist durchaus vergleichbar mit anderen Studien (Brown
et al., 2015; H. Liu et al.,|2008). Auch der Verlauf der Stromkurve lasst sich gut mit einer
Studie vergleichen, die ein bioelektrochemisches System mit Abwasser betrieb (Gimkiewicz
und Harnisch, 2013): Die Stromdichte stieg nach Start des Systems an, bis ein Maximum
erreicht war. Dieses zeigte bei Gimkiewicz und Harnisch (2013) mit ca. 250 pA/cm? einen
sehr vergleichbaren Wert wie auch in dieser Arbeit. Im Anschluss sank die Stromdichte
wieder auf den Anfangswert zuriick. Bei Betrachtung von Abb. [T1] (Seite [41), wird deutlich,
dass der maximale Stromdichtenwert erreicht ist, wenn Acetat und Butyrat bereits nahe-
zu vollstéandig oxidiert sind. Es gibt also eine Verzégerung von gemessenem Substrat zu
Ubertragenen Elektronen auf der Anode. Dies kann darauf zurlickzufihren sein, dass die
Substanzen nach Aufnahme aus dem Medium dort nicht mehr messbar sind, es jedoch
einige Zeit in Anspruch nimmt, bis diese vom Stoffwechsel der Organismen oxidiert sind
und die Elektronen auf die Anode Ubertragen wurden. Interessanterweise steigt die Pro-
pionatkonzentration bei den Laufen 2 und 11 an, bis Acetat und Butyrat abgebaut wurden,
so befindet sich zu diesem Zeitpunkt am meisten Propionat im Medium. Deshalb wurden
die ersten neun Experimentlaufe zu diesem Zeitpunkt abgebrochen, um mdéglichst viel
Propionat im Effluent zu behalten. In Experimentlauf 11 kann nun gezeigt werden, dass
nach diesem Punkt die Propionatkonzentration abnimmt. Das Mikrobiom nutzt zun&chst
Acetat und Butyrat, bevor der Propionat-Abbau startet. Dies ist im Einklang mit anderen
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Studien, die gezeigt haben, dass Butyrat und auch Acetat den Propionat-Abbau bzw. die
Propionat-oxidierenden Bakterien inhibieren (Lens et al.,|1996; Van Lier et al.,|1993). Dies
erklart, wieso auch hier der Abbau von Propionat erst wirklich startet, wenn nur noch sehr
niedrige Konzentrationen an Acetat und Butyrat verflgbar sind. Van Lier et al. (1993) zeigten,
dass die Inhibierung der Propionat-Oxidation von der Konzentration und dem pH abhangt
und sich auf die Propionat-oxidierenden Acetogenen bezieht, nicht auf die hydrogenotrophen
Methanogenen. Nachfolgend ist die Gibbs Freie Energie des Acetat- sowie Propionatabbaus
gezeigt (Fukuzaki et al., [1990; Van Lier et al., 1993):

Acetat” + H,O — HCOj3 + CH, AGy =-31,0 kd/mol
Propionat + 2 H,O — Acetat + CO, + 3 H, AGy’ = +76,0 kd/mol

Der Abbau von Acetat zu Methan ist mit -31 kJ exergon, der Abbau von Propionat zu Acetat
jedoch endergon, wie bereits beschrieben (siehe [1.3). Unter thermodynamischen Gesichts-
punkten ist der Acetat-Abbau daher im Vorteil gegenliber dem Propionat-Abbau. Da in dieser
Arbeit tber die 16SrRNA- sowie die Metatranskriptomanalyse und den Inhibitorversuch
gezeigt werden konnte, dass ein GroBteil des Acetats tber Methanogenese abgebaut wird,
steht Acetat auch hier in der thermodynamischen Hierachie tber Propionat. Der Propionat-
Abbau kann erst dann erfolgen, wenn die Produkte aus der Reaktion entfernt werden.
Solange Acetat also messbar ist, erfolgt kein Propionat-Abbau. Es wurde weiterhin gezeigt,
dass Butyrat die Propionat-Oxidation nur inhibiert, solange keine Butyrat-oxidierenden Orga-
nismen verflgbar sind. Nach Zugabe eines Butyrat-oxidierenden Konsortiums wurde auch
Propionat abgebaut (Van Lier et al., 1993). Mdglich ware zudem, dass der Abbau von Butyrat
zunachst zur Produktion von Acetat flhrt, was wiederum einen inhibierenden Effekt auf
den Propionat-Abbau hat. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass insbesondere hohe
Acetat-Konzentrationen (und niedrige Propionat-Konzentrationen, was auf das hier beschrie-
bene System zutrifft) einen inhibierenden Effekt auf den Propionat-Abbau nehmen. Neben
Acetat wurde auch gezeigt, dass entstehender Wasserstoff und Formiat zur Inhibierung der
Abbauprozesse von Butyrat und Propionat fiihren kann (Schmidt und Ahring, [1993).

Ein weiterer Faktor scheint die Temperatur zu sein. Es wurde beschrieben, dass der
Propionat-Abbau bei héherer Temperatur (55 °C) schneller ablauft als bei niedrigerer Tem-
peratur (38 °C) (Hegde und Pullammanappallil, 2007). Fir alle BES-Versuche in dieser
Arbeit wurde eine Temperatur von 30 °C gewahlt, da der Starter-Biofilm zu Beginn des
Rep-CHR-Versuches Organismen enthielt, deren Optimaltemperatur bei 30 °C liegt (G.
sulfurreducens, S. oneidensis). Da diese beiden Organismen zudem Modellorganismen fir
exoelektrogene Aktivitat sind, wurde die Temperatur angepasst, um die Bedingungen fur
diese beiden Organismen optimal zu halten. Dies kdnnte auch ein Grund sein, dass der
Abbau organischer Sauren langsamer von Statten ging.

Bei den Laufen 1-9 lag die Acetat-Konzentration am Ende der Experimentlaufzeit unter
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0,5mM, die Butyrat-Konzentration sogar unter 0,1 mM. Uber den Verlauf der Zeit wurden
im Schnitt 83,51 % des TOC abgebaut. In anderen Studien wurden TOC-Abbauraten von
60,78 % (Deval et al., 2017), 77 % (Chianese et al., 2016) oder 80,8 % (H. Li et al., 2016)
erreicht, was zeigt, dass die hier erreichten Raten von 83,51 % (Lauf 1-9) bzw. 93,25 %
(Lauf 10 und 11) auch in diesem Bereich oder sogar héher liegen. Es konnte mit dem System
also der GroBteil des TOC aus der Flissigphase entfernt werden. Die verbleibenden 16,49 %
(Lauf 1 -9) enthielten noch Propionat. Von den im Schnitt Gibrig gebliebenen 0,61 g/l TOC
konnten 0,48 g/l Propionat zugeordnet werden, was 79,09 % entspricht. 20,91 % (Lauf 1-9)
bzw. 4,81 % (Lauf 10und 11) des TOC wurden daher von anderen Stoffen des Fermentats
gestellt. Dies kdnnten beispielsweise Huminstoffe sein, da auch fur Obst- und Gemdiseabfall
in einem Anaeroben Fermenter gezeigt wurde, dass Humifizierung stattfand (Provenzano
et al., [2016). Huminstoffe entstehen beispielsweise bei der Kompostierung und bestehen
aus Huminséauren, Fulvinsduren und Huminen (Dores-Silva, Landgraf und Rezende, |2018).
Aufgrund ihrer komplexen Strukur und ihrer engen Interaktion mit Mineralien sind sie schwer
zersetzbar von Mikroorganismen (Trevisan et al., 2010). Sie weisen Farbvariationen von gelb,
rotbraun, dunkelbraun bis schwarzbraun auf (Kumada, [1965). Das hier genutzte Fermentat
wies ebenfalls eine braune Farbe auf. Auch nach Abzentrifugation von Partikeln und Filtration
konnte eine klare, braun bis dunkelbraun gefarbte Flissigkeit gewonnen werden, was auf
das Vorhandsein von gelésten Huminstoffen hinweist. Interessanterweise identifizierten
Lovley et al. (1996) Huminstoffe bzw. Huminsaure als mégliche Elektronenshuttles, die
die Reduktion unldslicher Eisen(lll)-Oxide in Anwesenheit von Geobacter metallireducens
stimulierten. Sie kdnnten auch als Shuttles fiir andere Organismen im Fermentat zuganglich
sein und so einen vermittelten Elektronentransfer ermdglichen (vgl. Abb. [27).

5.1.1 Coulombsche Effizienz

Die fir das Rep-CHR beschriebene Coulomb’sche Effizienz lag im Schnitt bei 13,5 %, was
durchaus vergleichbar mit Literaturwerten ist (Asai et al.,|2017; Angosto, Fernandez-Lopez
und Godinez, 2015; L. Huang und Logan, |2008). Methanogenese, die beispielsweise Acetat
und Wasserstoff als Substrat nutzt, tritt in Konkurrenz mit exoelektrogenen Bakterien und
fihrt zu einer starken Reduzierung der Coulomb’schen Effizienz (Flayac, Trably und Bernet,
2018). Durch Zugabe des Inhibitors 2-Bromoethansulfonat konnte eine Steigerung der
Coulomb’schen Effizienz um das 4,3-Fache erreicht werden. 2-Bromoethansulfonat fungiert
als kompetitives Analog zum Coenzym M (2-Mercaptoethansulfonat) und verhindert die
Bildung von Methan (Smith, |1983)). Der Stoffwechsel der Methanogenen ist also gehemmt
und Substrate sind fir andere Organismen verfligbar bzw. Elektronen, die zuvor in die
Produktion von Methan geflossen sind, kdbnnen nun auf die Anode abgegeben werden. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass insbesondere der Acetat-Abbau nach Inhibitorzugabe
stark eingeschrankt war. Beides weist auf die Aktivitat von acetoklastischen Methanogenen
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hin, die Acetat als Elektronenakzeptor fir die Produktion von Methan nutzen. Dies erkléart
die niedrige Coulomb’sche Effizienz, da die Elektronen nicht auf die Anode Ubertragen
werden, sondern in Methan flieBen. Auch fir Butyrat wurde ein verminderter Abbau im
Inhibitorversuch festgestellt, was daflir spricht, dass auch dieser teilweise abhangig von
Syntrophie mit Methanogenen ist. Fir Propionat kann keine Aussage getroffen werden,
da dessen Konzentration im Zeitverlauf des Inhibitorexperimentes konstant blieb bis das
Experiment gestoppt wurde. Bei Syntrophien greift die hydrogenotrophe Methanogenese,
die Wasserstoff zur Reduktion von CO, zu CH,4 nutzt. Hierfliir werden die Elektronen aus
dem Wasserstoff auf Ferredoxin und Coenzym B und M verteilt (Elektronenbifurkation),
die im Anschluss zur Reduktion von CO, eingesetzt werden. Die Analyse der 16S rRNA-
Sequenzierung bestéatigt mit den Familien Methanocorpusculaceae und Methanosarcinaceae
den Verdacht. Mitglieder der Methanocorpusculaceae nutzen Wasserstoff und Formiat als
Elektronendonoren flr die Reduktion von CO, zu CH,4, wahrend die Mitglieder der Familie
Methanosarcinaceae sowohl H, und CO, als auch Acetat nutzen. Dabei wird Acetat in eine
Methyl- und eine Carboxylgruppe gespalten. Die Methylgruppe wird zu Methan umgesetzt,
wahrend die Carboxylgruppe zu CO, oxidiert wird (Abbanat und Ferry, 1990).

Die Verteilung zeigt, dass die Familie Methanosarcinaceae einen deutlich kleineren Teil
ausmacht, obwohl Acetat im Fermentat stets das Substrat mit der h6chsten Konzentration
darstellte. Eine mdgliche Erklarung ist, dass Acetat nur zum Teil durch Organismen der
Methanosarcinaceae abgebaut wird. Auch fir Acetat ist bereits ein syntropher Abbau durch
Acetat-oxidierende Bakterien und hydrogenotrophe Methanogene beschrieben. Die Reak-
tion ist nur energetisch sinnvoll, wenn Methanogene den Wasserstoff zur Produktion von
Methan nutzen (Hattori, 2008). Es wére also durchaus mdglich, dass ein Teil des Acetats
Uber Syntrophien mit hydrogenotrophen Methanogenen und ein Teil Gber acetoklastische
Methanogenese abgebaut wird. Da nach Zugabe des Inhibitors dennoch etwa 20 % des
Acetats und 72,7 % des Butyrats abgebaut wurden, ist zu vermuten, dass auch andere,
Wasserstoff konsumierende Organismen vorhanden sind, die die Syntrophie ermdglichen.
Dies kénnten beispielsweise Sulfatreduzierer wie Desulfovibrio sein (Dwyer et al., [1988),
deren Familie Desulfovibrionaceae dem Protein Cytochrom ¢ im Transkriptom zugeordnet
werden konnte. Uber diese Familie kdnnte daher auch eine Verbindung zwischen Syntrophie
und externem Elektronentransfer hergestellt werden.

5.1.2 Metatranskriptom

Die Metatranskriptomanalyse gibt Aufschluss Uber die Zusammensetzung und Aktivitat des
Biofilms im bioelektrochemischen System. Fur den Acetat-Abbau konnten die meisten Reads
den Enzymen Acetat-Kinase und Phosphat-Acetyltransferase zugeordnet werden, sowohl fr
die Archaea, als auch Bacteria. Dabei war die Read-Anzahl der Archaea fir diese Enzyme
3,5- bis 5-Mal so hoch wie fir die der Bacteria und konnten zu 100 % der Familie Methano-
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sarcinaceae zugeordnet werden. Dies zeigt deutlich, dass der gréBte Teil des Acetatabbaus
Uber acetoklastische Methanogenese erfolgt. Die bakteriellen Enzyme konnten wiederum
zum GroBteil der Familie Syntrophomonadaceae zugeschrieben werden, die jedoch als
Butyrat-Abbauer beschrieben sind, die Acetat produzieren. Wie aus Abb. |2/ hervorgeht, po-
stulieren wir fur diese Arbeit, dass der Hauptweg des Acetat-Abbaus Uber die Enzyme Acetat
Kinase/Phosphat-Acetyltransferase der Familie Methanosarcinaceae erfolgt. Die zweite M4g-
lichkeit der Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA, das Enzym Acetyl-CoA Synthetase, kann
vernachlassigt werden, da hier sowohl den Archaea als auch den Bacteria bis zu 25- bzw.
8-Mal weniger Reads zugeordnet werden konnten. Mdoglicherweise kann diesem Enzym die
reversible Reaktion, von anderen Fettsduren zu Acetat hin, zugeschrieben werden. Familien
wie Anaerolineaceae, Ruminococcaceae, Porphyromonadaceae und Clostridiaceae sind
beschrieben als Acetat-Produzenten, beispielsweise aus Cellulose. Dies l&sst sich auch gut
mit einem Gemusefermentat korrelieren, da hier noch vorhandenes Zellmaterial zu Fettsau-
ren abgebaut werden kann. Zu einem Teil fand also eine Fortsetzung der Fermentierung
statt. Da im Inhibitorversuch gezeigt wurde, dass ohne Methanogenese dennoch ein kleiner
Teil Acetat abgebaut wird, kdnnte eine Syntrophie von Acetat-oxidierenden Organismen mit
Wasserstoff konsumierenden Organismen (z.B. Desulfovibrionaceae) vorhanden sein, die
den kleineren Teil der Acetat-Oxidation vollzieht. Der Wood-Ljungdahl-Weg wurde sowohl
fur die acetoklastische Methanogenese als auch als Acetat-abbauender Weg in Bakterien
beschrieben, die in Syntrophie mit Methanogenen leben (B. Miiller, Sun und Schnirer, [2013];
Worm et al., [2014).

FUr den Butyrat-Abbau befinden sich die Hauptakteure in der Doméane der Bacteria. Wie
bereits oben erwahnt, ist die Familie Syntrophomonadaceae bekannt fir Butyrat-Abbau.
Sie taucht hier fur das Enzym Butyryl-CoA:Acetate CoA-Transferase ebenfalls als stérkste
Gruppe auf. Die beiden Enzyme Butyrat Kinase und Phosphat-Butyryltransferase koén-
nen vernachlassigt werden, da hier die Readzahl etwa 7,5-Mal niedriger lag als fir die
genannte CoA-Transferase. Es wurde zudem bereits flir Syntrophomonas wolfei, einem
Vertreter der genannten Familie, gezeigt, dass eben diese Transferase flr die Aktivierung
von Butyrat verantwortlich ist (Wofford, Beaty und Mcinerney, |[1986). Wie aus Abb. 27| zu
entnehmen ist, bietet daher dieses Enzym der Familie Syntrophomonadaceae den Haupt-
weg des ersten Schrittes des Butyrat-Abbaus. Médgliche Butyrat-Produzenten, die analog
zur Acetat-Produktion aus langkettigen Kohlenhydraten oder anderen organischen S&uren
Fettsduren produzieren, sind dabei Clostridiaceae, Synergistaceae, Porphyromonadaceae,
Prevotellaceae, Ruminococcaceae und Lachnospiraceae.

Fir die Elektronenltbertragung auf die Anode wurde Cytochrom c als Indikator gewahilt.
Hier stellt mit Gber 90 % die Familie Geobacteraceae die Gruppe mit den meisten Reads
fur Cytochrom c. Wie bereits genannt, nutzt diese Familie Acetat als Elektronendonor,
wurde jedoch nur mit sehr kleinen Anteilen fir die Enzyme Acetat Kinase und Phosphat-
Acetyltransferase gefunden.
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der Hypothese fur Stoffwechselverteilungen im bioelektroche-
mischen System. Ack Acetat Kinase; Pta Phosphat Acetyltransferase; Acs Acetyl-CoA Synthetase;

Buk Butyrat Kinase; Ptb Phosphat Butyryltransferase; BcAct Butyryl-CoA:Acetat CoA-Transferase;
Cyt ¢ Cytochrom c¢; HS Huminstoffe.
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Sie stehen in der Verteilung bei diesen Enzymen an flnfter (Acetat Kinase) bzw. achter
(Phosphat-Acetyltransferse) Stelle und tragen daher vermutlich zu einem kleinen Teil zur
Acetat-Oxidation bei. Ganz offensichtlich sind sie maBgeblich fir den externen Elektro-
nentransfer verantwortlich. Vorstellbar wére auch ein Interspezies-Elektronentransfer, so
dass ein groBer Teil der Elektronen, die auf die Anode Ubertragen wurden, nicht aus dem
Stoffwechsel der Familie Geobacteraceae selbst stammt, sondern diese nur als Ubertrager
dienen und Elektronen von anderen Organismen erhalten. Es wurde bereits ein direkter
Interspezies-Elektronentransfer (DIET) beschrieben, in dem jedoch Methanogene der Fa-
milie Methanosarcinaceae Elektronen von einer Geobacter-Spezies aufnahmen, und nicht
umgekehrt (Yee et al.,[2019; Rotaru, Shrestha, F. Liu, Markovaite, et al.,|2014). Dabei wurde
festgestelllt, dass der methanogene Organismus wahrend des DIET eine héhere Expressi-
on membrangebundener, redoxaktiver Proteine zeigte, zum Beispiel S-Layer Proteine und
Elektronen-Transport-Proteine. Zudem wurde flr M. barkeri Elektroaktivitat gezeigt, indem
dieser Organismus mit einer Kathode als Elektronendonor Methan produzierte (Yee et al.,
2019). Es wurden auch c-Typ Cytochrome in diesem Organismus nachgewiesen. Es wéare
also mdéglich, dass diese Familie Elektronen von anderen Organismen aufnimmt und diese
fir die Methan-Synthese einsetzt. Dies wirde auch die eher niedrige Coulomb’sche Effizienz
erklaren.

FlOr Geobacter-Spezies in Biofilmen wurde beschrieben, dass sie eher die internen Layer
besiedeln, die nah am Elektronenakzeptor liegen. Es wurde daher die Hypothese aufgestellt,
dass Geobacter Elektronen aus dem Stoffwechsel anderer Organismen aufnehmen und
als eine Art ,biologischer Stecker” zur Anode fungieren kdnnte. Daher ware es mdglich,
indirekt einen elektrischen Strom aus komplexen Substraten wie Zuckern zu erzeugen,
die Geobacter selbst nicht nutzen kann (Tejedor-Sanz et al., 2018). Des Weiteren wurde
auch beschrieben, dass Geobacter sulfurreducens auch Wasserstoff als Elektronendonor
nutzen kann (Bond und Lovley, |2003). Dies lasst sich sehr gut in Einklang bringen mit den
hier préstentierten Ergebnissen. Wie auch in Abb.[27|gezeigt, ware dementsprechend die
Familie Geobacteraceae in der Lage, zum einen Acetat zu oxidieren und zum anderen
Elektronen oder Wasserstoff aus dem Stoffwechsel anderer Organismen aufzunehmen und
Elektronen auf die Anode zu Ubertragen. Die zweite identifizierte Gruppe fir Cytochrom c ist
die Familie Desulfovibrionaceae. Fir einen Vertreter dieser Familie wurde gezeigt, dass er
in einem mediatorlosen bioelektrochemischen System mit Laktat als Elektronendonor Strom
produzierte (Kang et al.,[2014). In dieser Arbeit wurde kein Laktat im System nachgewiesen
und die Familie Desulfovibrionaceae wurde nur in kleinen Anteilen der Acetat Kinase (0,23 %)
und der Phosphat-Acetyltransferase (3,96 %) zugeordnet. Kuever (2014) nennt flr diese
Familie Laktat, Pyruvat, Wasserstoff und Formiat sowie Primare Alkohole als typische
Elektronendonoren. Méglicherweise bietet diese Familie daher einen Partner fiir syntrophe
Butyrat- oder Propionat-Oxidierer, da er bei solchen Reaktionen entstehenden Wasserstoff
nutzen kann. Desulfovibrio-Spezies wurden bereits benannt als Teilnehmer syntropher
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Beziehungen mit Wasserstoff oder Formiat als Elektronentréager, ein DIET wurde jedoch
ausgeschlossen (Baek et al., [2018).

Der hier isolierte Organismus Tepidimicrobium xylanilyticum aus der Familie Clostridiaceae
wurde ebenfalls als Eisen(lll)-reduzierend beschrieben. Interessanterweise identifizierte eine
Studie Mitglieder der Gattung Clostridium (Familie Clostridiaceae) als exoelektrogene Spezi-
es (Jiang et al.,[2016). Da Eisen(lll) ein unlésliches Mineral ist, miissen Organismen, die es
reduzieren, in der Lage sein, ihre Elektronen lber die Zellmembran hinaus zu transportieren.
In der Literatur ist nichts Uber Tepidimicrobium xylanilyticum in Bezug zu Exoelektrogenitat
oder Wachstum in einem bioelektrochemischen System bekannt, noch wurde er sequenziert.
Daher kann kein Rickschluss auf die Proteine gezogen werden, die in diesem Organismus
fur die Exoelektrogenitat verantwortlich sein kénnten. Fir Cytochrom ¢ konnte keine Bezug
zur Familie Clostridiaceae hergestellt werden, daher wird deren Beteiligung am externen
Elektronentransfer ausgeschlossen.

5.2 OCP und CHR-OCP

Bei Betrachtung des Prozesses unterschieden sich in dieser Arbeit Chronoamperometrie-
und Open Circuit Potential Versuche nicht maBgeblich in ihrem Ablauf. Bei allen Versuchen
wurde Fermentat eingesetzt, das Acetat, Butyrat und Propionat (sortiert nach Ausgangs-
konzentration) enthielt. Uber den Zeitverlauf wurden in allen Versuchen Acetat und Butyrat
abgebaut, wahrend Propionat akkumulierte, unabhangig davon, ob es sich um CHR oder
OCP handelte. Wurde ein CHR-Versuch gemacht, konnte stets eine Stromproduktion ver-
zeichnet werden, wahrend sich beim OCP ein Potential zwischen -466,85 und -487,48 mV
einstellte. Dies erklart sich dadurch, dass das gefundene Mikrobiom prinzipiell unabhangig
von der Anode als Elektronenakzeptor ist. Das oben beschriebene Modell, das zu einem
GroBteil auf Methanogenese beruht, zeigt, dass der Prozess auch ohne eine Anode funk-
tioniert, da Elektronen, Protonen und CO, in die Produktion von Methan flieBen kdnnen.
Dennoch wurden im Vergleich von Rep-CHR und CHR-OCP bzw. auch zwischen CHR und
OCP einige Unterschiede in der 16S-rRNA-Analyse festgestellt.

Ein Unterschied zum Rep-CHR stellt beim CHR-OCP-Versuch bei den Archaea die Ordnung
Thermoplasmatales dar. Diese wurde jedoch mit sehr kleinen Anteilen gefunden (2,49 %
im CHR und 2,05 % im OCP), im Rep-CHR sogar im Bereich von unter einem 1% (0,34 %,
in Abb. [14] daher nicht aufgefiihrt). Eine genaue Aussage dartber, was diese Familie fur
eine Aufgabe Ubernimmt, kann nicht getroffen werden und scheint anhand des prozentualen
Auftretens im Bezug auf das Gesamtsystem zu vernachlassigen.

Im Vergleich der Bacteria zeigen sich mehrere Unterschiede zwischen Rep-CHR und CHR-
OCP. Fur das Rep-CHR wurden vier Familien, die im CHR-OCP-Versuch mit Anteilen
gréBer 1,17 % auftraten, nicht gefunden. Dabei handelt es sich zum Einen um die Gruppe
Clostridiales, die beim CHR-OCP aus nicht kultivierbaren Organismen dieser Ordnung zu-
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sammengefasst wurde. Es wurden im Rep-CHR bereits diverse Familien dieser Ordnung
gefunden (Christensenellaceae, Lachnospiraceae, Peptococcaceae, Ruminococcacae, Syn-
trophomonadaceae), daher wird eine Aussage Uber die nicht kultivierbaren Organismen
erschwert. Es ist zu sagen, dass es sich um anaerob bis aerotolerante, endosporenbilden-
de Bakterien handelt. Ebenso wurden unkultivierbare Organismen aus der Ordnung der
Mollicutes gefunden, die im Rep-CHR nicht auftraten. In der Literatur ist wenig zu diesen
Organismen zu finden. Haufig werden Vertreter dieser Ordnung als Kontaminanten von
Saugerzellkulturen und als Pathogene beschrieben. Dies ist fiir das Fermentat auszuschlie-
Ben, da es nicht in Kontakt mit Sdugerzellen kam und auch keinen menschlichen oder
tierischen Ursprung hat. Es enthielt ausschlieBlich fermentierte Gemiseabfélle. Martini et al.
(2014) beschreibt jedoch Organismen dieser Ordnung und auch Mitglieder der zugehdérigen
Familie Acholeplasmataceae (die fir das CHR-OCP-Experiment beim CHR ebenfalls in
kleinen Anteilen gefunden wurde) auch als Pflanzenpathogene, was auch fir diese Arbeit
am wahrscheinlichsten erscheint. Aufgrund ihres kleinen Genoms sind ihre metabolischen
Mdglichkeiten eingeschrankt. Es gibt Arten, die aus Acetat gesattigte Fettsduren oder Poly-
terpene herstellen. Insgesamt kann jedoch keine Aussage Uber die Aktivitat dieser Gruppe
getroffen werden.

Ebenso wurden unkultivierbare Organismen in der Gruppe Cloacimonetes zusammengefasst.
Mitglieder dieser Ordnung wurden in anaeroben Habitaten wie z.B. Biogas-Reaktoren
identifiziert. Es wird vermutet, dass sie in den Cellulose-Abbau involviert sind und Acetat
und Wasserstoff produzieren, der auch von syntrophen Partnern weiter genutzt wird (Stolze,
Bremges, Rumming, et al.,[2016). Dies ist fiir das beschriebene System durchaus denkbar,
da Cellulose sich im Gemusefermentat findet, und bereits viele Mdglichkeiten der Syntrophie
beschrieben wurden.

Die letzte Familie, die im Rep-CHR nicht vorkam, ist die der Desulfuromonadaceae. Da
fur diese Familie Eisen(lll)-Komplexe als einer der Hauptelektronenakzeptoren genannt
wurde (Greene, 2014), ist anzunehmen, dass sie als mdgliche exoelektrogene Organismen
eingeordnet werden kénnen. Insbesondere im Vergleich zum OCP-Teil, der mit dem gleichen
Fermentat durchgefiihrt wurde, ist zu bemerken, dass diese Familie im CHR-Versuch in
deutlich héheren Anteilen zu finden ist (21,12 % im CHR, 1,17 % im OCP). Dies deutet auf
eine Anpassung des Mikrobioms an die als Elektronenakzeptor zur Verfiigung stehende
Anode hin, da exoelektrogene Organismen hierdurch im Vorteil sind. Ein weiteres Indiz
hierflr ist die Familie Syntrophomonadaceae, die dagegen beim OCP-Versuchsteil mit héhe-
ren Anteilen zugeodnet werden konnte (16,50 % beim OCP und 7,73 % beim CHR). Diese
Verteilung spricht daflir, dass ohne Anode als Elektronenakzeptor der Abbauweg der Syntro-
phie (z.B. mit Methanogenen) eher Uberwiegt, und die Elektronen eher in die Produktion
von beispielsweise Methan flieBen. Dies I&sst sich nicht mit der 16S rRNA-Analyse des
Rep-CHR korrelieren. Dort konnten keine Eisen(lll)-reduzierenden oder als exoelektrogen
bekannten Familien als Hauptakteure identifiziert werden, obwohl eine Stromproduktion zu
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beobachten war. Nur die Familie Coriobacteriaceae gibt eventuell Hinweise auf exoelektroge-
ne Organismen (diese kam jedoch in den anderen 16S rRNA-Analysen nicht vor). Eine relativ
aktuelle Studie veroffentliche das Genom eines neuen Coriobacteriaceae-Stammes, der
mdglicherweise mit einer Kathode interagierte (Kobayashi et al., 2017). In diesem Organis-
mus wurden Gene fir Hydrogenasen und Formiat Dehydrogenasen gefunden. Deutzmann,
Sahin und Spormann (2015) konnten zuvor fir ein methanogenes Archaeon zeigen, dass
diese Enzyme eine direkte Elektronenaufnahme vermitteln. Zudem wurden im Genom des
Coriobacteriaceae-Stammes 18 c-Typ Cytochrome und 24 Ferredoxine gefunden, die auf
mogliche Exoelektrogenitat hinweisen kdnnten. Insgesamt lasst sich feststellen, dass die
Zusammensetzung des Biofilms je nach Batch des GemUsefermentates variieren kann. Da-
bei ist durchaus denkbar, dass verschiedene Organismen die gleiche Aufgabe Ubernehmen
kdnnen und so unterschiedliche Mikrobiome als Ganzes gleiche oder sehr dhnliche Prozesse
vermitteln kénnen.

5.3 Nanofiltration und Produktion von Plattformchemikalien

Es konnte gezeigt werden, dass Propionat im Fermentat verbleibt, wahrend Acetat und
Butyrat abgebaut werden. Der Effluent des bioelektrochemischen Systems enthalt daher
noch Propionat, aber wenig bis keine anderen organischen Sauren. Durch Wachstumsversu-
che konnte gezeigt werden, dass es ein gutes Substrat flr Produktionsstamme wie E. coli
darstellt, wenn es mit einem Puffer versetzt wird, um zu verhindern, dass der pH zu stark
ansteigt.

Um Propionat in gréBeren Konzentrationen (> 20 mM, héchste gemessene Konzentration im
Fermentat) aus dem Effluent zu erhalten, wurde eine Nanofiltration durchgefihrt. Die zuvor
durchgefihrte Crossflow Filtration war unbedingt erforderlich, um Schwebstoffe zu entfernen
und so ein Verstopfen der Nanofiltrationsmembran und das dadurch bedingte Erliegen
des Filtrationsprozesses zu verhindern. Die Crossflow Filtration ermdglichte das Filtrieren
des Fermentats mit einer PorengréBe von 0,2 uM, was mit einer Dead-End-Filtration nicht
moglich war. Die Nanofiltration selbst war fur beide Nanofiltrationsmembranen erfolgreich,
der héhere Ankonzentrierungsfaktor wurde jedoch mit der NF270-Membran erzielt. Dies
war Uberraschend, da die NF90-Membran die dichtere Struktur aufweist und auch in der
Literatur fUr eine hdhere Rickhaltung von Salzen angegeben ist. Zudem wurde berechnet,
dass der Ruckhalt von Propionat mit dieser Membran bei 99,01 % liegt, wahrend dieser mit
der Membran NF270 nur bei 74,68 % lag. Der Filtrationsprozess dauerte mit der Membran
NF90 mehrere Stunden, was moglicherweise auch auf die sehr dichte Porenstruktur zurlick-
zufuhren ist. Die Filtration erfolgte unsteril bei Raumtemperatur. Es ware daher denkbar,
dass das Propionat im Uberstand oder auch im Filtrat wahrend des Filtrationsprozesses
durch Kontaminanten abgebaut wurde und so das Ergebnis verfélscht wurde. Weitere Filtra-
tionstests, insbesondere unter sterilen Bedingungen, wéaren nétig, um weitere Rickschlisse
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auf die Performance der Membranen zu ziehen. Insgesamt zeigt sich dennoch, dass die
Aneinanderreihung von Zentrifugation, Crossflow Filtration und Nanofiltration erfolgreich ist
und zu einem Partikelfreien und ankonzentrierten Fermentat flhrt.

Weiterhin konnte zunachst gezeigt werden, dass das Fermentat auch fir das Wachstum
eines E. coli-Stammes gut geeignet ist. Wie bereits genannt, wurde dem Fermentat HEPES
zugegeben, um eine Wachstumshemmung durch einen pH-Anstieg zu vermeiden. Dieser
Puffer besitzt gute Pufferkapazitat zwischen pH 6,8 und 8,2 und konnte so dazu beitragen,
den pH bei ca. 7 zu halten. Es konnte mit Minimalmedium gezeigt werden, dass E. coli in
der Lage ist, Propionat als Elektronendonor aerob zu nutzen. Die Deletion der RNase R
sowie der Propionyl-CoA:Succinat-CoA Transferase flhrte zu einem schnelleren Wachstum
auf Propionat. Fir die RNase R wurde bereits gezeigt, dass sie einen Einfluss auf das
prp-Operon nimmt, jedoch unter anaeroben Bedingungen. Es wird vermutet, dass diese
RNase die mMRNA des Operons destabilisiert. Mit dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass
die Deletion der RNase R nicht nur unter anaeroben Bedingungen, sondern auch in An-
wesenheit von Sauerstoff einen positiven Effekt auf den Propionat-Stoffwechsel hat. Die
Verdopplungszeit konnte um den Faktor 3,59 gesenkt werden. Die zweite Deletion fihrte zu
einer weiteren Abnahme der Verdopplungszeit, so dass diese im Vergleich zum Wildtyp um
den Faktor 6,09 reduziert war. Fir diese Deletion wurde beschrieben, dass sie dazu fuhrt,
dass die CoA-Gruppe von Propionyl-CoA nicht auf Succinat Ubertragen werden kann. So
geht Propionyl-CoA nicht durch die Kopplung an Succinyl-CoA und den Citratzyklus verloren
und kann den 2-Methylcitratzyklus weiter durchlaufen.

Durch einen Adaptationsversuch konnte die Verdopplungszeit der Doppelmutante weiter
gesenkt werden. So wurde durch drei Transfers auf Minimalmedium mit Propionat als
alleinigem Elektronendonor eine Verdopplungszeit von 7,29 Stunden erreicht, was eine
Verminderung von einem Faktor von 21,00 im Vergleich zum Wildtyp darstellt. Es handelt sich
nicht um eine stabile Mutation im Genom, da sich der Prozess umkehrt, sobald der Stamm
auf einem anderen Elektronendonor gewachsen ist und wieder Propionat ausgesetzt wird.
Diese Beobachtung beschrieb auch schon Wegener, Reeves und Ajl (1968). Daher wird eine
Regulation auf Transkriptionsebene angenommen. Mdéglicherweise kostet die volle Induktion
des Operons eingie Zeit. Es ist bekannt, dass das Intermediat 2-Methylcitrat als Co-Aktivator
flr den Transkriptionsregulator PrpR benétigt wird. Damit 2-Methylcitrat zur Verfligung steht,
muss fur das prp-Operon bereits vor der eigentlichen Induktion eine basale Transkription
erfolgen. Dies wird durch die Acetyl-CoA Synthetase initiiert, da beschrieben wurde, dass
diese auch unspezifische Aktivitat fir Propionat aufweist. Eine E. coli-Mutante mit einer
acs-Deletion zeigte auf Propionat kein Wachstum (F. Liu et al., 2014). Wegener, Reeves und
Ajl (1968) zeigte zudem, dass die Zugabe von verschiedenen Co-Substraten in niedriger
Konzentration (0,50 umol/l) die Lag-Phase beim Wachstum auf Propionat deutlich reduziert.
Es wurde postuliert, dass die Lag-Phase durch Regulation des Propionyl-CoA Carboxylase
Weges bedingt sein kdnnte. Dieses Enzym setzt Propionyl-CoA zu Methylmalonyl-CoA um,
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und fungiert daher als Alternative zum Enzym Methylmalonyl-CoA Decarboxylase. Da gezeigt
wurde, dass die simultane Zugabe von Co-Faktoren wie HCO3", Vitamin B4, und Succinat
zur erheblichen Reduktion der Lag-Phase fuhrt (Wegener, Reeves und Ajl, [1968), liegt nahe,
dass hierdurch der Methylmalonyl-CoA-Weg statt dem 2-Methylcitratzyklus stimuliert wird
und zum schnelleren Abbau von Propionat fihrt. Denkbar ware auch eine Kombination von
oder ein Umschalten zwischen beiden Stoffwechselwegen je nach Bedingungen.

Die Wachstumskurve in Fermentat zeigt, dass der E. coli-Stamm keine Lag-Phase zu Beginn
aufweist, Propionat im Fermentat jedoch erst nach Gber 80 Stunden abnimmt. Dies spricht
daflr, dass der Stamm eine andere C-Quelle im Fermentat zum Wachsen nutzt, bevor er
Propionat verstoffwechselt und erklart auch die vergleichsweise niedrige Verdopplungszeit
(6,52 Stunden).

Zusatzlich zum Wachstum konnte gezeigt werden, dass der E. coli K-12 Arnr-Stamm in der
Lage ist, in einem Zellsuspensionsassay in Fermentat Acetoin zu produzieren. Hier wurde ei-
ne hohe Umsetzungsrate von 86,01 % erreicht. Im Vergleich wurde mit der Doppelmutante in
Minimalmedium zwar in der gleichen Zeit mehr Acetoin produziert, dabei wurde jedoch eine
Umsetzungsrate von nur 45,53 % erreicht. Eine mdgliche Erklarung wére, dass das Fermen-
tat noch weitere, fir die Energiegewinnung nutzbaren Substanzen enthélt. In Minimalmedium
stand ausschlieBlich Propionat als Elektronendonor zur Verfligung. Fir den ersten Schritt
der Acetoin-Produktion muss Propionat zu Propionyl-CoA aktiviert werden, hierftr wird ATP
bendtigt. Um ATP zu generieren, muss Propionat durch den 2-Methylcitratzyklus flieBen
und anschlieBend das entstehene Pyruvat in den Citratzyklus eingehen. Hierdurch wird
ein Molekul ATP (bzw. GTP) generiert, das flr die Aktivierung von Propionat zu Propionyl-
CoA eingesetzt werden kann. Doch das entstandene Pyruvat, dass in den Citratzyklus
eingeschleust wurde, kann dementsprechend nicht mehr fir die Acetoin-Synthese genutzt
werden. Dienen andere Substanzen flir die Synthese von ATP, kann theoretisch jedes aus
Propionat Gber den 2-Methylcitratzyklus entstandene Pyruvat weiter zu Acetoin umgesetzt
werden. So kdnnten im Fermentat beispielsweise Aminosauren enthalten sein, die in den
Citratzyklus einflieBen und so ATP generieren. Aus Propionat gebildetes Pyruvat kénnte so
zur Synthese von Acetoin genutzt werden. Weitere Zellsuspensionsassays unter Zugabe
von zusatzlichen Energiequellen zum Mininmalmedium kénnten zeigen, ob hierdurch eine
héhere Umsetzungsrate erreicht werden kann.

Es konnte auch erfolgreich 1-Propanol aus Propionat produziert werden. Alle Versuche
wurden hier mit Minimalmedium duchgefthrt, um die verschiedenen Konstrukte zu testen.
Es konnte mit allen Konstrukten 1-Propanol produziert werden, die niedrigste Konzentration
(2,01 mM) wurde mit dem Konstrukt pBAD-prpE™!-adhE™" erreicht. So scheinen die Mu-
tationen in prpE und adhE hier eher einen negativen Effekt auf die 1-Propanol-Synthese
zu nehmen. Das Konstrukt mit nur einer Mutation in prpE produzierte die zweitniedrigste
Konzentration (2,96 mM), wahrend das Konstrukt mit der Mutation in adhE die nachst héhere
Konzentration (3,52 mM) erreichte. Am meisten 1-Propanol wurde mit dem Konstrukt mit
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proE und adhE ohne Mutationen produziert (3,65 mM). Dies ist unerwartet, da insbesondere
der Mutation in der adhE ein positiver Effekt zugeschrieben wurde, da die Alkohol Dehydro-
genase unter aeroben Bedingungen reprimiert wird. Erst durch die Punktmutation sollte das
Enzym aerob aktiv sein (Holland-Staley et al.,[2000). Dies kann hier nicht bestatigt werden,
da alle Experimente unter aeroben Bedingungen durchgefihrt wurden. Denkbar ware jedoch,
dass sich im Inneren der Kultur im Schttelkolben eine eher sauerstoffarme Atmosphare
gebildet hat, da in der Kultur mit ODggo 5 eine hohe Zelldichte herrscht und méglicherweise
nicht genligend Sauerstoff nachdiffundieren kann, um allen Zellen zur Verfligung zu stehen.
In diesem Fall wére Sauerstoff nicht oder nur begrenzt als Elektronenakzeptor verfligbar. Es
ist méglich, dass E. coli Glycerin fermentativ ohne Elektronenakzeptor nutzt. In diesem Fall
ware eine Umgebung vorherrschend, in der ATP gewonnen werden kann, um Propionat zu
Propionyl-CoA zu aktivieren und die Alkohol Dehydrogenase aktiv ist, um Propionyl-CoA zu
1-Propanol umzusetzen. Fir die Mutation im prpE konnte ebenfalls kein positiver, sondern
eher ein negativer Effekt auf die 1-Propanol-Synthese festgestellt werden, da alle Konstrukte
mit dieser Mutation eine niedrigere Konzentration des Alkohols produzierten. Die Theorie
der Disulfidbricke zwischen den beiden Cysteinen, die das Enzym inhibiert, scheint in
dieser Arbeit und den verwendeten Bedingungen nicht auf das Enzym zuzutreffen. Das
Wildtyp-Enzym weist hier eine hdhere Aktivitat auf als die Mutante.

Fir alle Konstrukte wurden unerwartet hohe Umsetzungsraten von Gber 100 % erreicht. Da
ATP hier aus dem Stoffwechsel von Glycerin gewonnen werden kann, wére eine theoretisch
komplette Umsetzung des Propionats zu 1-Propanol durchaus méglich. Eine Rate >100 %
spricht jedoch daflir, dass auch hier ein anderes Substrat zusatzlich in die 1-Propanol-
Synthese eingeflossen ist. Da im Minimalmedium neben Propionat nur Glycerin als Elek-
tronendonor verfligbar ist, ware nur die Nutzung von Glycerin fir die 1-Propanol-Synthese
madglich. Bisher sind in E. coli jedoch nur (zumindest teilweise) synthetische Produktionswe-
ge von Glycerin hin zu 1-Propanol beschrieben worden (Jun Choi et al., 2012; Matsubara
et al., 2016). Theoretisch mdglich ware eine Umsetzung von Glycerin zu 1-Propanol nur
Uber den Citratzyklus und den verkniipften Methylmalonyl-CoA-Weg (vgl. Abb.[5). Succinyl-
CoA aus dem Citratzyklus kénnte durch zwei Enzyme des Methylmalonyl-CoA-Weges (die
Methylmalonyl-CoA Mutase ScpA und die Methylmalonyl-CoA Decarboxylase ScpB) zu
Propionyl-CoA umgesetzt werden. Die weiteren Schritte zu 1-Propanol kénnten durch die
Alkohol-Dehydrogenase katalysiert werden. Die Methylmalonyl-CoA Mutase ScpA ist Vitamin
B12- bzw. Coenzym B;,-abhéngig, und E. coli ist in der Lage, Coenzym B;, aus Vitamin
B2 zu synthetisieren (Haller et al., 2000). Es wurde Vitamin By, im Minimalmedium Gber
die Zugabe der Vitaminldsung supplementiert. Srirangan et al. (2017) postulierten eine
Konzentration von 0,2 pM als Schwellenwert fiir Aktivitat des Enzyms. Uber die Zugabe
der Vitaminlésung wurden 0,001 mg/l zugegeben, was in etwa einer Konzentration von
0,00073 uM entspricht. Daher Iage die hier vorliegende Konzentration theoretisch zu niedrig,
so dass die Aktivitat des Enzyms nicht garantiert ist.
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Insgesamt I&sst sich die produzierte Konzentration von 456,46 mg/l an 1-Propanol (7,60 mM),
zumindest teilweise, mit Literaturwerten vergleichen. Srirangan et al. (2017) produzierten
150 mg/l 1-Propanol (2,50 mM) aus Glucose und Succinat. Hieflir nutzen sie ein Tripel-
Plasmid-System und Uberexprimierten die Succinyl-CoA Synthetase, die Enzyme des
Methylmalonyl-CoA-Weges sowie verschiedene Alkohol-Dehydrogenasen. Die Produkti-
on erfolgte unter anaeroben Bedingungen mit 20 g/l Glucose sowie 4 g/l Succinat und
einer ODgoo von 15. Mdglicherweise ist die niedrigere Ausbeute darauf zurlickzufihren,
dass Uber den Citratzyklus nicht genug Succinat zur Verfligung gestellt werden konnte
und dass auch andere Produkte gebildet wurden (Laktat, Acetat, Ethanol). Eine andere
Studien etablierte einen Threonin-Uberproduzierenden E. coli. Aus Threonin wurde Uber
andere Schritte Propionat produziert, das ebenfalls tber die Acetyl-CoA:Acetoacetyl-CoA
Synthase (AtoDA) und eine Alkohol Dehydrogenase zu 1-Propanol umgesetzt wurde. Mithilfe
eines aeroben Fed-Batch Prozesses wurden deutlich héhere 1-Propanol-Konzentrationen
von 10,8 g/l (179,73 mM) aus 100 g/l Glucose und 10,3 g/l (171,41 mM) aus 40 g/l Glycerin
erreicht (Jun Choi et al.,[2012). Dabei stellten sich auch sehr hohe ODggo-Werte von 24,5
(Glycerin) und 29,5 (Glucose) ein (Jun Choi et al., 2012). In dieser Arbeit wurde Propionat
statt Glucose als Substrat fur die 1-Propanol-Synthese genutzt. Der weitere Verlauf mit
AtoDA und der AdhE entspricht jedoch auch dem bei Jun Choi et al. (2012). Daher kénnte
auch in diesem Fall mithilfe eines vergleichbaren Fed-Batch-Verfahrens sehr wahrscheinlich
eine hdéhere 1-Propanol-Ausbeute erreicht werden, sofern Glycerin nachgefittert wird. In
diesem Fall sollte auch eine héhere ODgoo einen positiven Effekt auf die Ausbeute haben.
Ein Zellsuspensionsassay mit Fermentat kdnnte zudem Aufschluss darlber geben, ob die
1-Propanol-Produktion hier auch ohne oder mit verminderter Zugabe von Glycerin mdglich
ware. Es wurde bereits gezeigt, dass der E. coli-Stamm in Fermentat besser wéchst als
in Minimalmedium mit Propionat, daher kénnten in Fermentat andere Elektronendonoren
verfligbar sein, die fur die ATP-Synthese genutzt werden kénnen.
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6 Ausblick

Propionat ist eine Fettsaure, die haufig in der Natur und vor allem auch bei der Biogaspro-
duktion auftritt. Mit dem beschriebenen System konnte aus dem Gemisefermentat Strom
produziert werden und Propionat wurde weiter genutzt fir die Produktion von Plattform-
chemikalien. Es konnte aber auch gezeigt werden, dass sie ebenfalls im System abgebaut
werden kann. So kann mit dem System flexibel darliber entschieden werden, ob Propionat zu
Strom oder zu Plattformchemikalien umgesetzt werden soll. Im System wurde gezeigt, dass
die Coulomb’sche Effizienz eher niedrig liegt, was auf Methanogenese zurlickzufliihren ist.
Uber Veranderung des angelegten Potentials kénnte méglicherweise eine Verbesserung des
Prozesses erreicht werden. Aelterman et al. (2008) und Sleutels et al. (2011) zeigten, dass
Werte des Potentials im Bereich zwischen -200 mV und -250 mV (vs. Ag/AgCl) eine héhere
Coulomb’sche Effizienz errreichten als niedrigere (-450 mV vs Ag/AgCl). In dieser Arbeit
wurde ein Potential von 0 mV vs. SHE angelegt, was -199 mV vs. Ag/AgCl entspricht. Damit
liegt dieses System auch in dem beschriebenen Rahmen. Weitere Versuche mit anderen Po-
tentialen kénnten Aufschluss darliber geben, ob sich der Prozess diesbezlglich verbessern
lasst. Uber eine VergréBerung der Anode kdnnte ein besseres Anodenoberflachen:Volumen-
Verhaltnis erreicht und so Anoden-atmende Reaktionen bevorzugt werden. Auch durch
andere Materialien oder eine Oberflachenfunktionalisierung/-modifikation kénnte die Zu-
ganglichkeit der Anode fir die entsprechenden Mikroorganismen verbessert werden. So
wurde bereits gezeigt, dass eine Behandlung mit Ammoniumgas zu einer héheren Ober-
flachenladung und so zu einer verbesserten Performance der verwendeten Mikrobiellen
Brennstoffzelle fihrte (Cheng und Logan, |2007). In Anbetracht dessen, dass sich mit diesem
Projekt ein Energie-effizientes System entwickelt werden sollte, muss im Zusammenhang
betrachtet werden, ob derartige, zusatzliche Verbesserungen des System eher Energie- bzw.
Kostenminimierungen oder -maximierungen flr die Gesamtenergiebilanz darstellen. Ein
interessanter Ansatz ist daher die erst vor Kurzem beschriebene Verwendung von Biomasse,
wie z.B. Kuhdung, als Material fir die Carbonisierung und anschlieBender Nutzung als
Anodenmatieral (Feng et al., 2018).

Fur die Produktion von Plattformchemikalien ist ebenso eine Verbesserung des Prozes-
ses moglich. Da gezeigt wurde, dass E. coli mit Propionat als einziger Kohlenstoffquelle
recht langsam wachst, besteht die Méglichkeit, andere Stamme fir die Biotransformation
zu nutzen. In der Literatur ist wenig beschrieben bezlglich der Produktion von Plattform-
chemikalien aus Propionat. Es wurde jedoch gezeigt, dass beispielsweise C. glutamicum
und Ralstonia eutropha Propionat als alleinige Kohlenstoffquelle nutzen kénnen (Claes,
Pihler und Kalinowski, 2002; Bramer und Steinbilchel, |2001). In dieser Arbeit wurde auch
gezeigt, dass C. glutamicum in vom bioelektrochemischen System behandelten Fermentat
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schneller wachsen kann als der E. coli-Stamm. Weitere Untersuchungen und genetische
Modifikationen kénnten mit diesen Stdmmen durchgefiihrt werden, um Acetoin, 1-Propanol
oder andere Plattformchemikalien herzustellen.
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