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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Energieproblem

Die Verknappung der fossilen Brennstoffe sowie deohlendioxidanstieg in der
Erdatmosphéare mit der globalen Folge des Treiblifakées fordern neue LOsungsansatze
zur Deckung des Energiebedarfs der MenschheitViDetenergieverbrauch lag im Jahr 2003
bei ca. 4,46 * 18 MJ, und bis zum Jahr 2030 wird ein Anstieg auf 2is6,91 * 16* MJ
angenommen (RONYM 2004). Die Anteile der verschiedenen Energieformam
Weltjahresverbrauch sind in Abb. 1 wiedergegebeallteS der Verbrauch der fossilen
Energietrager konstant bleiben, so werden die ve#itwermuteten Ressourcen an Kohle
(2,36 * 13° MJ) in 218 Jahren, die an Erdol (0,63 *AMJ) in 41 Jahren und die an Erdgas
(0,6 * 10'® MJ) in 62 Jahren aufgebraucht seiZ@\ym 2004). Wie ergiebig die Kernenergie
zukulnftig sein wird, ist unklar, denn durch dendatz neuer Techniken in Kernkraftwerken
sind Effizienzsteigerungen mdglich. Jedoch ist adab in der Kernenergie bengtigte Uran

ein endlicher Energietrager.

Erdol
35%

Kohle Erdgas
24% 22%
Kernenergie Regenerative
6% Energien
13%

Abb. 1. Zusammensetzung des weltweiten Energieverbrauatsnv 2004)
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Einleitung

Zu den regenerativen Energien zahlen, neben Wiwhsserkraft und Fotovoltaik auch
biologisch nachwachsende, und damit Kohlendioxidtrade, Brennstoffe. Durch den durch
das Zusatzprotokoll zur Ausgestaltung der Klima4Rahkonvention (United Nations
Framework Convention on Climate Change, UNFCCC) ogitiohten Handel mit
Emissionsrechten (MsooD 1997) besitzt die Verwendung von Kohlendioxid-nalemn

Energien neben der 6kologischen Bedeutung grofd¢eschaftliches Potential.

1.2 Biogene Brennstoffe

Der Endlichkeit von Gas, Kohle, Ol und Uran stel® dnendlichkeit der Sonnenstrahlung
gegeniber. Der Einfall an Strahlungsenergie in Biesphare der Erde betragt bis zu
4000 kcal rif d* (Obum 1983), welches 0,70 MJ frht entspricht. Es treffen somit innerhalb
einer Stunde 1,02 * 16MJ Sonnenenergie auf die 1,45 *10n® Landflache der Erde. Dies

ist ungefahr ein Funftel des Weltjahresverbrauckmergie durch die Erdbevdlkerung.

Eine unmittelbare Gewinnung von Energietragerndiaser Strahlungsenergie findet in der
Fotosynthese der Pflanzen und bestimmter Baktetemmatatt. So erscheint die Erprobung
einer direkten technischen Nutzung fotobiologisc®gsteme zur Energiegewinnung sinnvoll.
Die Verwendung biogener Festbrennstoffe (z.B. Hot@)er die Nutzung der beim
fermentativen Abbau von Pflanzenmaterial entstebendiogase und Alkohole sind
Beispiele fur Dbereits etablierte Kohlendioxid-nalgr Techniken, die auf der
Fotosyntheseleistung der Pflanzen basierequfCeT AL. 2002, ®LDEMBERG ET AL 2004).
Allerdings bleibt ihre Effizienz durch aufwendigeroPessschritte und Transportwege
begrenzt. Weiter ist die Verwendung von fotobiosafi synthetisiertem Wasserstoff ein sehr
viel versprechender und in zahlreichen Forschuntsimen beschrittener Weg AD UND
VEZIROGLU 2001, KOKU ET AL. 2002, LEVIN ET AL. 2004a, 2004b). Trotz vieler Erfolge auf
diesem Gebiet ist es angebracht, nach weiteren NVegar fotobiologischen

Energietragerproduktion zu suchen.

Die Erhaltung der individuellen Mobilitat ist trotes Treibhauseffektes und der Endlichkeit
der fossilen Brennstoffe ein unumstrittenes gedadiftliches Ziel. So kommen den biogenen
Energietragern als Kraftstoffe in Fahrzeugantriebme besondere Bedeutung zu. Die in der
vorliegenden Studie aus Licht und Abfallstoffen teytisierten Brennstoffe sind Ethanol und
Wasserstoff. Um die hier gemessenen und die ihitdenatur dokumentierte Produktionsraten
und Produktmengen an Ethanol und Wasserstoff imu@eauf die Anwendung in
Kraftfahrzeugen sinnvoll beurteilen zu kénnengdisten Verbrauch auf einer Fahrtstrecke von
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Einleitung

100 km mit heute gangigen Antriebssystemen in Tatbem Verbrauch an konventionellem
Treibstoff (Benzin) gegentber gestellt. Die mittterle gdngige Anwendung von Ethanol in
Verbrennungsmotoren wird hier nicht bertcksichtizt,direkt vergleichbare Verbrauchsraten
in der verwendeten Referenz fehltern@\ym 2002). Der Verbrauch an Kraftstoffen in den
verschiedenen Antriebssystemen variiert in denchéeslenen Studien, abhéngig von den
gewdahlten Messbedingungen, liegt jedoch meist mglchen Grdl3enordnung. So decken
sich die Angaben hinsichtlich des Verbrauchs an zBenund Wasserstoff im
Brennstoffzellenantrieb aus der Studie von der ByBtemtechnik GmbH (®onym 2002),
welche in Zusammenarbeit mit General Motors, BPxdaxobil, Shell und TotalFinaElf
durchgefuhrt wurde, in etwa mit denen aus einediStdes Deutschen Zentrums fur Luft-
und Raumfahrt (BRPETIS2000).

Tab. 1: Verbrauch von Kraftstoffen in Fahrzeugen (* nactoAYm 2002)

Kraftstoff Heizwert (H;) [ Antrieb Kraftstoffverbrauch *
MJ kg* MJ kmit kg (100 kmy*

Benzin 38 Verbrennungsmotof 2,44 6,42

Brennstoffzelle 1,77 4,66

Ethanol 27 Brennstoffzelle 1,68 6,22

Wasserstoff 120 Verbrennungsmoto[ 2,03 1,69

Brennstoffzelle 1,12 0,93

In den Produktionsraten der vorliegenden Studiedist Menge an gebildetem Ethanol in
Milligramm oder Gramm und die Menge an gebildetemsgérstoff in Litern angegeben. Aus
den Dichten der Kraftstoffe und den Daten in Tab.etibt sich, dass man bei
Brennstoffzellenantrieb mit einem Liter Wassersiaffetwa genauso weit fahren kann wie
mit 0,6 g Ethanol bzw. 0,4 g Benzin. Fir die Beragig der verwendeten Wasserstoffdichte
wurde die gleiche Temperatur und der gleiche Druwgk bei den Messungen in der
vorliegenden Studie angenommen (standard ambiemge@ture and pressure, SATP). Als
Energiegehalt der Kraftstoffe wurde der untere weiz (H) eingesetzt, die bei der

Verbrennung im Wasserdampf enthaltene Energie wamdet nicht berlcksichtigt.
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Einleitung

1.3 Das geplante Verbundsystem

Das von HARTMEIER UND ISMAR (2004) geplante und auf der ,Second World Biomass
Conference” in Rom vorgestellte Verbundsystem zutodynthetisch-fermentativen
Herstellung von Treibstoffen integriert vier vergalene Organismentypen: Grinalgen,
Purpurbakterien, Clostridien und Hefe. Die Grunalgeoduzieren auf der dem Sonnenlicht
zugewandten Seite des Verbundsystems fotosynthefiscker. Dieser Zucker wird auf der
dem Sonnenlicht abgewandten Seite durch die allsii@ Garung von Hefen in Ethanol
umgesetzt. Die aulRere Griunalgenkultur soll auRerdemin einem inneren Kompartiment
des Verbundsystems kultivierten PurpurbakterienlLadstfilter dienen, indem sie das fur
Purpurbakterien schadliche, kurzwellige Licht ehirert. Die Purpurbakterien produzieren
Wasserstoff aus organischen Sauren, welche duadtridien zur Verfligung gestellt werden.
Die Clostridien sind ebenfalls auf der lichtabgedtan Seite positioniert. Diese vergaren
Abfallstoffe, wie Molke, zu organischen S&uren (Al®). Durch die Kombination der
verschiedenen Organismen bzw. Stoffwechselwege ewrel gegeniiber den Einzelprozessen
gesteigerte Effizienz des Gesamtsystems erwarted. Heil3t, die Ausbeute an gewonnenen

Energietragern pro sonnenbestrahlter Flacheneisbkiérhoht werden.

i L =L B
Sonneniicni

co, o,

| 4

! I
Hz ‘ Oxygene Fotosynthese I ‘
Griinalgen _’_
‘ Siuren Anoxygene Fotosynthese

B A Purpurbakterien

Reststoffe Ethanol

Abb. 2: Geplantes Verbundsystem zur fotobiologischen Probolmkvon Ethanol und
Wasserstoff aus Kohlendioxid und Reststoffen
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1.4 Stand des Wissens

Grinalgen und Hefen

Die Exkretion von langkettigen Kohlenhydraten duslgen ist eine in der Natur haufig
beobachtete Eigenschaft. Die Exkretion von kurmyett und somit vergarbaren Zuckern ist
jedoch sehr selten und beschrankt sich auf im kheht&n Habitat endosymbiotisch
vorkommende Grlinalgen. Diese haben die Eigenschahrend ihrer Kultivierung Glucose
und Maltose in das Medium abzugebem$BLER ET AL 1991). Im natlrlichen Habitat dienen
ihnen tierische Organismen, wiRaramecium, Hydra oder Sponge, als Wirt (MUSCATINE ET

AL. 1967, ERNICHIARI ET AL. 1969, RISSER1976A, 1976B). Von KSSLER ET AL (1991)
sind 38 Stamme der Gattur@ghlorella untersucht und als zuckerausscheidend beschrieben
worden. Der StamnChlorella sp. SAG 241.80 gehort dabei zu den Stdmmen mit der
hochsten Zuckerproduktion. Auch die in der Literatdokumentierten technischen
Anwendungen der Zuckerexkretion von Griunalgen vadee ausschliel3lich den Stamm
Chlorella sp. SAG 241.8QBRECHIGNAC UNDSCHILLER 1992, BRECHIGNAC UNDWOLF 1994a,
1994b, WOLF 1996, 1997), bzw. messen bei diesem die hoéchstekerproduktionsraten
(MUCKE 1985). WOLF (1996) beschreibt fir Chlorella sp. SAG 241.80 eine
Zuckerproduktionsrate von 2,5 g Maltose pro g Tesmtkomasse und Tag bei einer
Biomassekonzentration von 0,25 g Trockengewicht pr&eaktorvolumen. Die hier
dokumentierten Untersuchungen erganzen die Basissiee zur Ethanolproduktion aus £0
und Licht von MiCKE (1985), welche grundlegend fur die Entwicklung dgesplanten
Systems sind. McKE (1985) konnte bei der Kultivierung vaehlorella sp. SAG 241.80 auf
vitamin- und peptonhaltigen Nahrsalzmedien Zuckemionsraten von bis zu 2,5 g Maltose

pro | Reaktorvolumen und Tag messen.

Wahrend der Kultivierung von fotosynthetisch aktiveGrinalgen kommt es in
Fotobioreaktoren zu erhdhten SauerstoffpartialdeiickDie verwendete Hefe sollte einen
Atmungsdefekt aufweisen, da sonst der Sauerstadf adlkoholische Garung zugunsten
verstarkter Zellbiosynthese unterdriicken wirde. Dieitochondriale DNA von
Hefewildstdmmen lasst sich durch Kultivierung ing@ewart bestimmter Mutagene ganz
oder teilweise entfernen (SNIMISKI ET AL. 1968). Weiter gibt es die Mdglichkeit, durch den
Einbau so genannter Deletionsboxen ins KerngenomzBMER ET AL. 1999) bestimmte
Atmungskettenenzym-codierende Gene aus dem Hefagea@ntfernen. Diese Verluste von

Erbgut fihren zur Einschrankung der Atmungsaktibia hin zum totalen Atmungsdefekt.
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Bei einer theoretischen Umsetzung des durch dieerdlgroduzierten Zuckers in der
alkoholischen Géarung vorsaccharomyces cerevisiae konnten Ethanolbildungsraten von
14 mg I* h* (basierend auf Daten vonaM= 1996) bis zu 56 mg'ih™ (basierend auf Daten
von MUCKE 1985) erreicht werden. Der vonUdKE (1985) verwendete Fotobioreaktor hatte
ein Verhaltnis zwischen bestrahlter Oberflache Muodumen von 1,18 cih Daraus ergibt
sich eine theoretische flachenbezogene Ethanoltiosisrate von 475 mg th™, welche
einer Energietragerproduktion (berechnet mjtwén 13 kJ rif h* entspricht. Weiter besteht
die Mdoglichkeit einer direkten Reduktion der &£Bmission durch die Verwendung von
Industrieabgasen zum Kohlenstoffeintrag in die Algdtur (HANAGATA ET AL. 1992,

WATANABE ET AL. 1992).

Clostridien und Purpurbakterien

Die Produktion organischer Sauren aus Abfall- usstBRoffen (z.B. Molke oder Melasse)
durch Clostridiengarung ist prinzipiell moglich umdder Literatur beschrieben NEIS UND
MADDOX 1987, VANDAK ET AL. 1995a, 1995b). Um die Betriebskosten gering Ziteha
mussen die Clostridien die in den Abfallstoffenibélichen Zucker méglichst ohne Additive,
wie Hefeextrakt oder Vitamine, zu organischen Sadwmasetzen konnen. Die bei der Garung
von Clostridium butyricum entstehenden S&uren sind grol3tenteils Butter- Esgigsaure.
Milchsaure entsteht auch, doch meist in deutliaingeren Mengen (WNDAK ET AL. 1995a).

In dem geplanten System konnen Butter- und Essigsals reduzierende Substrate fur die
anoxigene Fotosynthese der Purpurbakterien dieNenstens wurde in Versuchen zur
Wasserstoffproduktion ~ mit  Purpurbakterien  Milchsiur oder  Apfelsaure  als
Wasserstoffdonator fir die anoxigene Fotosyntheseendet (KM ET AL. 1987, BYGANKOV

ET AL. 1998, HhCKETHAL 1999,KOKU ET AL. 2002), aber auch die Verwendung von Butter-
und Essigséaure ist moglich (MAKE ET AL. 1984, YokOI ET AL.1998b, KOKU ET AL. 2002). In
vorangehenden Untersuchungen am Lehrstuhl fur &wi@ogie (M\CKETHAL 1999) wurden
mit Rhodospirillum rubrum flachenbezogene Wasserstoffproduktionsraten big o h

erreicht, was einer Energietragerproduktion voreed® kJ rif h* entspricht.

Es gibt zahlreiche Untersuchungen zur technischenutzudg bakterieller
Wasserstoffproduktion @AMM-WERNER ET AL 1996, ASADA UND MIYAKE 1999,
AKKERMAN ET AL. 2002), und auch die Kombination von Clostridier ®Purpurbakterien zur
Wasserstoffgewinnung findet sich in der LiteratnYAKE ET AL. 1984, YOKOI ET AL.1998b).
Das Verfahren wurde bereits 1985 in Japan patéiliBYAKE ET AL. 1985).
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1.5 Problemstellung

Hinsichtlich einer Anwendung im fotosynthetischAfemtativen Verbundsystem soll die
Mdglichkeit einer technischen Nutzung der Zuckereiikn endosymbiotischer Grinalgen
untersucht werden. Dabei soll, wenn mdglich, awstéointensive Medienbestandteile, wie
Proteine oder Vitamine, verzichtet werden, um digtshaftlichkeit des Prozesses zu

steigern.

Der Einsatz von atmungsdefekten Mutanten \&agcharomyces cerevisiae zur aeroben

Ethanolproduktion  unter  Zuckerlimitierung und in deawart sehr hoher
Sauerstoffkonzentrationen soll einen Schwerpunldseti Arbeit bilden. Dabei sollen
verschieden geartete Atmungsdefekte ®eaterevisiae beriicksichtigt und Cokultivierungen
von Algen und atmungsdefekten Hefen in Pilotversacim Labormal3stab durchgefuhrt

werden.

Wasserstoffproduktionsraten und Saureanteile anRitedukten der Umsetzung von Molke
durch Clostridien sollen erfasst und die Verwenkledr der verschiedener S&duren als
Elektronendonator bei der anoxigenen Fotosynthese Rurpurbakterien anhand von

Literaturdaten diskutiert werden.

Die Untersuchungen sollen Chancen, aber auch nm&gliGrenzen einer zukunftigen

Kombination der Einzelprozesse aufzeigen.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

Chemikalien

Alginat (Kelco, Hamburg)

Anaerocult A (Merck, Darmstadt)

Antischaummittel, Plurafac LF 1300 (BASF, Ludwigihg
Hefeextrakt (DHW, Hamburg)

Kohlenstoffdioxid 2.5 (Westfalen AG, Minster)
Pepton, tryptisch verdaut (Roth, Karlsruhe)
Reinforced Clostridial Media, RCM (Merck, Darmstadt
Sauerstoff 2.5 (Westfalen AG, Munster)

Stickstoff 2.8 (Westfalen AG, Munster)

Stickstoff 5.0 (Westfalen AG, Miinster)

Sufmolke (Borculo Whey Products, Borculo, NI)
Wasserstoff 5.0 (Messergriesheim GmbH, Krefeld)

Alle Gbrigen Chemikalien wurden von der Firma Flykkeu-UIm) in der Reinheitsstufe ,pro

analysi* (p.a.) bezogen.

2.1 Mikroorganismen

Algenstamme

Die verwendeten Algenstamme gehorten alle der Gatdhlorella an und stammten aus der
Sammlung von Algenkulturen der Universitat Gotting&AG, Albrecht-von-Haller-Institut

fur Pflanzenwissenschaften).

Tab. 2: Verwendete Algenstdmme der Gattu@igorella

Art Stamm Eigenschaft

Ch. sp. SAG 241.80 Endosymbiont aBsramecium bursaria

Ch. sorokiniana SAG 211-40c Endosymbiont auSpongilla fluviatilis

Ch. mirabilis SAG 211-11r Freilebende Alge

Ch. sphaerica SAG 11.88 Phycobiont adfseudocyphellaria carpoloma
Ch. sp. SAG 211-6 Endosymbiont ai&ramecium bursaria
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Material und Methoden

Hefestamme

Die StammeS cerevisae DSMZ 1333 undS cerevisae CBS 1172 wurden von der
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zelikelh (DSMZ, Braunschweig) bzw.
von dem Centraalbureau voor Schimmelcultures (CB8echt, NL) bezogen. Der zu
S cerevisiae S288c isogene Stam8icerevisae BY4741 (BRACHMANN ET AL. 1998) und die
verschiedenen Mutanten v&cerevisiae BY4741 mit Kerndeletionen (Tab. 3) wurden von
EUROSCARF (Johann-Wolfgang-Goethe-Universitat Frartk Institut fir Mikrobiologie)
bezogenp®-Mutanten der Wildtypen wurden nach der Methode SianniMsKI ET AL. (1968)
hergestellt. Das Fehlen von mitochondrialer DNAden p®-Mutanten wurde durch DAPI-

Farbung nach der Methode vonMWAMSON UND FENNELL (1979) bestatigt.

Tab. 3: Verwendete Hefestamme der Gattigagcharomyces

Hefe Stamm Eigenschaft

S. cerevisiae | DSMZ 1333 Brennereihefe

S. cerevisiae | DSMZ 1333p° Ethidiumbromid-Mutante

S. cerevisiae |CBS 1172 Béckerhefe

S. cerevisiae |CBS 11720° Ethidiumbromid-Mutante
S. cerevisiae | BY4741 Haploider Laborstamm
S. cerevisiae |BY4741p° Ethidiumbromid-Mutante

S. cerevisiae | BY4741Acox7 | Mutante mit spez. Gendeletion

S. cerevisiae | BY4741Acox5a | Mutante mit spez. Gendeletion

S. cerevisiae | BY4741Ambal | Mutante mit spez. Gendeletion

Clostridienstdmme

Die verwendeten Clostridienstamn@ acetobutylicum DSMZ 792, C. butyricum DSMZ
10702, C. saccharobutylicum DSMZ 13864 undC. thermobutyricum DSMZ 4928 wurden
von der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen Zgltkulturen (DSMZ, Braunschweig)

bezogen.
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2.2 Medien und Stammhaltung

Algen

Zur Algenanzucht und zur Aufnahme von Wachstumskoirwurde Nahrsalzmedium (NM)
nach KUHL (1962) (Tab. 4) verwendet. Gegebenenfalls wurdetarvine (NMV) und
tryptisch verdautes Pepton (NMVP) in den angegeabh&wmzentrationen zugesetzt.

Tab. 4: Zusammensetzung der Algenmedien NM, NMV, NMVP uid E

Né&hrsalze: mg I* |mol I'* NM | NMV |[NMVP | EM
KCI 7455 | 1,0 * 10 - - - +
KNO; 1011,0] 1,0 * 107 + + +
NaH,PQ, 2H,0 621,0 | 45* 10 + + + +
NaHPO, 710 |05*1C + + + ¥
MgSQ, 7H,0 246,5 | 1,0* 16 + + + ¥
CaCb 12,6 | 1,0*1d + + + +
FeSQ7H,0 7,0 25*10 + + + +
NaEDTA 2H,0 9,3 25*10 + + + +
Spurenelemente:

HsBOs; 0,061 | 1*10 + + + ¥
MnSO, H,O 0,169 | 1*168 + + + ¥
ZnSQ, 7H,0 0,287 | 1*16 + + + ¥
CuSQ 5H,0 0,003 | 1*10 + + + +
(NH4)eM0;0,44H,0 | 0,012 | 1* 10 + + + +

Sonstige Additive:

Vitamin B, 0,5 - + + +
Vitamin By, 0,005 - + + +
Pepton 1000 - - + -

Die Erfassung der Biomasse-spezifischen Stoffwdckisa erfolgte in stickstofffreiem
Exkretionsmedium (EM). In einigen Versuchen wurdd\WMedium mit zehnfach erhdhtem
NaH,PO;-und NaHPQO,-Anteil verwendet. Der pH-Wert des eingesetzten iMad betrug
immer pH 6,0. Stammhaltung und Wachstumstestsgtefiolauf Schragagar bzw. Agarplatten
mit 3 % bzw. 1,5 % Agar. Die Medien wurden 20 Menutang bei 120 °C autoklaviert. Die
Vitaminzugabe zum Medium erfolgte nach dessen Ahkighdurch einen Sterilfilter.
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Hefen

Die Stammhaltung der Hefestamme erfolgte auf Segagdhrchen mit YE-Medium
(2 % Hefeextrakt, 3 % Glucose, 3 % Agar). Die Waginstests erfolgten auf Agarplatten mit
YE-Medium (2 % Hefeextrakt, 3 % Kohlenstoffquell@,5 % Agar) mit qualitativ
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen. Zur Bestimmuron Wachstumsraten und zur
Hefemassegewinnung (fir den Einsatz in weiterfiteenVersuchen) wurde flissiges YE-
Medium mit 0,5 % bis 1 % Hefeextrakt und quanttatind qualitativ variierenden

Kohlenstoffquellen verwendet. Die Medien wurden\&@uten lang bei 120 °C autoklaviert.

Clostridien

Die Stammhaltung der Clostridien erfolgte in w&gsri Sporensuspension (siehe 2.5.4).
Wachstum und Produktbildung wurden auf synthetistMollmedium nach MNOT ET AL
(1982) (Monot), auf einem durch Hefeextrakt- ungtBazugabe verstarktem Monot-Medium
(Monot") und auf 6 %iger SuRmolke (Molke) untersucht. imigen Versuchen wurde der
Molke Hefeextrakt zugesetzt, oder es wurde aufZdigabe von Hefeextrakt zum Mofiot
Medium verzichtet. Im MondiMedium wurde wahlweise Glucose oder Lactose als
Kohlenhydratquelle eingesetzt. Die Zusammensetzuwley Medien ist in Tab. 5

wiedergegeben.

Tab. 5: Zusammensetzung der Clostridienmedien

Medium Zusammensetzung

Monot 45¢ I* Glucose oder Lactose
2,2 g I* Ammoniumacetat

0,5 g ' KH,PO,

0,5 g I* K,HPO, 3H,0

0,2 g I MgSQ, 7H,0

0,01 g ' FeSQ 7H,0

0,01 g * MnSQ, H,0

0,01 mg T Biotin

1,00 mg T p-Aminobenzoesaure

Monot" wie Monot mit Zusatz von
10 g I* Hefeextrakt
10 g I Pepton

Molke 60 g I* StiRmolke

RCM 33 g I* Reinforced Clostridial Media
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Die Medien hatten einen pH-Wert von pH 6,5 und wear®?0 Minuten lang bei 120 °C

autoklaviert. Medien in Reagenzglasern und Stesftedchen wurden nach dem
Autoklavieren in einem Anaerobentopf unter SticKsttonosphare abgekuhlt. Rihrreaktoren
wurden direkt nach dem Autoklavieren verschlossem.einen niedrigen Sauerstoffgehalt im
Medium zu erreichen. Die Zugabe von sterilgefigartBiotin- und p-Aminobenzoesaure-

Ldsungen erfolgte erst kurz vor dem Animpfen.

2.3 Bioreaktoren

Fotobioreaktoren zur Algenkultivierung

Zur autotrophen Kultivierung von Mikroorganismenrden die in Tab. 6 genannten und in
Abb. 3 skizzierten zylindrischen Fotobioreaktorars &las verwendet. Das zur Begasung
verwendete Luftgemisch wurde mit 2 % £@®lowmeter SHO-Rate Il 1355 Series, Firma
Brooks, Veenendaal, NI) angereichert und durchresterilfilter in den Bioreaktor geleitet.

Tab. 6: Verwendete Fotobioreaktoren

Fullvolumen | Mantelflache Durchmesser | Begasung Rahrerdrehzahl
(ml) (cm?) (cm) (Ih?h (1 min?)
Saulenreaktor 10 27 15 3
Saulenreaktor 400 458 3,5 12,5 -
Ruhrreaktor 800 376 8,5 12,5 100

Die Fotobioreaktoren wurden von einer Seite mitdidstoffrohren aus einer Entfernung von
12 cm dauerbeleuchtet (3 x TLD 18W/965, Royal Bhkilelectronics, Amsterdam, NI). Die
Beleuchtungsstarke auf der Reaktoroberflache woridesinem Luxmeter (LX-107, Lutron

Electronics Ent. Co., Taipeh, TW) Uberwacht. Sigugebei allen Versuchen 10000 Ix. Da
die Bioreaktoren nur einseitig beleuchtet wurdeat nur die Halfte der Reaktormantelflache
dem Licht ausgesetzt. Der pH-Wert im Ruhrreaktordeumit einer pH-Elektrode tberwacht
und durch automatische Zugabe von 1 M HCI gesteDetTemperierung auf 25 °C erfolgte

Uber die Umgebungsluft im Thermokonstantraum.
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Abb. 3: Verwendete Reaktortypen (A: Saulenreaktor; B: Redktor)

Bioreaktor zur Hefekultivierung

Zur Bestimmung von Wachstums- und StoffwechselratenHefen wurde ein Ruhrreaktor
(Fullvolumen 11) aus Glas verwendet (Abb. 3). DRéihrerdrehzahl betrug 100 rifin
Wahlweise wurde mit Luft oder reinem Sauerstoff miiter Durchsatzrate von 12,51 h
begast. Der pH-Wert wurde mit einer pH-Elektroderikacht. Der Sauerstoffgehalt wurde
wahrend der Kultivierung mit einer an der Inneresedes Bioreaktors angebrachten
Sensormembran (siehe 2.4.1) optisch gemessen.dafinkierliche Fermentationen konnte
Substratldsung mit einer Pumpe gleichméaRig in deoreBktor gegeben werden. Die
Temperierung des Bioreaktors erfolgte mit einem  seedurchfluteten

Aluminiumdoppelmantel.

Bioreaktor zur Clostridienkultivierung

Zur Bestimmung von Wachstums- und Produktionsrater Clostridien wurde ein
Ruhrreaktor (Fullvolumen 11) aus Glas verwendeblA3). Die Ruhrerdrehzahl betrug
100 min'. Der pH-Wert wurde mit einer pH-Elektrode tberwaamd konnte durch
automatische Zugabe von 3 M NaOH gesteuert werg@@nkontinuierliche Fermentationen
konnte Substratlésung mit einer Pumpe durch dereBkdor geleitet werden, wobei die Zu-
und Abpumprate gleich war. Die Gasbildung der Cid&n wurde mit einer Gasfalle

ermittelt (Abb. 4). Teilweise erfolgte die Dokumation der Gasbildung uber einen
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Messrechner (Software: Flexpro Version 2, Weisa@® At. Ingbert), welcher an die Waage
angeschlossen war. Die Temperierung des Bioreakdofs 37 °C erfolgte mit einem

wasserdurchfluteten Aluminiumdoppelmantel.

Gas Wasser

2

—
N |

sl =

Rihrreaktor Gasfalle Waage

Abb. 4: Gasfalle zur Bestimmung der Gasproduktion

2.4 Analytik
2.4.1 Gase

Sauerstoff

Die Methode zur optischen Messung von geléstem rStaik basiert auf der Messung der
Abnahme der Lumineszenz einer Sensormembran vehirghurch die Gegenwart von
molekularem Sauerstoff. Die Anregung der Membrad die Messung der Lumineszenz
erfolgte computergesteuert Uber ein Glasfaserkabest3-Sensormembran, Fibox 3
(Messgerat) und die Software (Oxyview-PSt3-V5.2@nmsnten von der Firma PreSens
(Regensburg).

Wasserstoff

Die Wasserstoffkonzentration im Géargas wurde miiesi Gaschromatographen (Hewlett-
Packard 5890 series IlI, Waldbronn), ausgestattétemem TC-Detektor und einer 0.32-
Carboxen-1010-Saule (Supelco, Bellefonte, US), runt&erwendung von Stickstoff
(1 ml min%) als Tragergas bestimmt. Die Ofentemperatur be#@g’C, die Injektor- und
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Detektortemperatur jeweils 230 °C. Die Kalibrierungrfolgte durch Injektion

unterschiedlicher Mengen Wasserstoff.

2.4.2 Geloste Stoffe

Zucker

Glucose-, Lactose- und Maltosekonzentrationen wunthé einer HPLC-Dionex DX 500
(Dionex, Sunnyvale, US), ausgestattet mit einem HAD 40 und einer Carbopac PA-1-
Séaule, bestimmt. Die Flussrate betrug 1 ml'hiéls interner Standard diente Saccharose. In
dieser Arbeit werden haufig verschiedene aus Ghieadgebaute Zucker zusammengefasst.
Die angegebene Zuckermenge entspricht dann der éMandslucose, die zur Synthese der

verschiedenen Zucker theoretisch notwendig war.

Alkohole, Ketone und Sauren

Die Konzentrationen an Aceton, Buttersédure, 1-Boita®-Butanol, Essigsaure und Ethanol
wurden mit einem Gaschromatographen (Hewlett-Packe890 series I, Waldbronn),
ausgestattet mit einem Fl-Detektor und einer 0.835FFAP-CB-Saule (CS GmbH,
Langerwehe), unter Verwendung von Stickstoff (1 mih™) als Tragergas bestimmt. Die
Ofen-, Injektor- und Detektortemperatur betrug 7 200, 220 bzw. 220 °C. Zur Messung
der Ethanolkonzentration wurde 1-Butanol als ireernStandard verwendet. Zur
Quantifizierung von Aceton, Buttersdure, 1-Butar@®Butanol und Essigsaure wurde 2-
Pentanol als interner Standard verwendet. Die Prolngden mit Ameisenséure angesauert
(2 % im Messansatz), um die Butter- und Essigsguitee freie Form zu Uberfuhren.

Salze
Nitrat

Die fotometrische Bestimmung des Nitratgehaltesresith der Kultivierung der Griinalgen
erfolgte Uber die Bildung von orangefarbenem 4-aNr6-dimethylphenol aus Nitrat und 2,6-
Dimethylphenol in schwefel- und phosphorsaurer Ib@su Die Durchfihrung, die
verwendeten Konzentrationen und die Verhaltnissevéewendeten Losungen zueinander
entsprachen der DIN 38405-9 (Deutsche Einheitskiezfa zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung; Anionen (Gruppe D); Bestimmdeg Nitrat-lons (D9), Ausgabe:

1979-05). Um das verwendete Probenvolumen zu ygEmm wurde die Analytik mit einem
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gegenuber der DIN-Methode verkleinerten Gesamtveluwon 1,9 ml im Eppendorfgefal

durchgefuhrt.

Phosphat

Die Phosphatkonzentration wahrend der Kultivierdeg Griinalgen wurde nach der Methode
von TAUSSKY UND SHORR (1953) ermittelt. An Stelle eines Farbabgleichs Kimlorimeter
wurde die Extinktion der Messlésungen bei 740 nm Rotometer zur Quantifizierung

verwendet.

2.4.3 Wachstumskenngréf3en

Optische Dichte

Als Mal3 fur die Zelldichte und zur Dokumentationsdéellzuwachses wurde wahrend der
Kultivierung der Mikroorganismen die Optische Dieh{OD) bei 1 cm Schichtdicke
gemessen. In den Versuchen mit Grinalgen gesclealbdi einer Wellenlange von 660 nm,
bei den Versuchen mit Hefen und Clostridien beeelwellenl&ange von 620 nm.

Sporen- und Zelldichte

Die Sporen- bzw. Zellzahl pro Milliliter wurde durc Auszahlen von geeigneten

Verdinnungsstufen in einer Neubauer-Kammer bestimmt

Chlorophyligehalt

Die Chlorophyllkonzentration wéhrend der Kultiviaguder Grinalgen wurde fotometrisch
nach der Methode vondiDEN (1965) ermittelt.

Biomasse

Als MalRR fur die Biomasse diente das Zelltrockengétwvi Zur Bestimmung des
Zelltrockengewichts wurde die Kulturbriihe (ber ein€elluloseazetatfilter mit einer
Porengréf3e von 0,45 um abgenutscht. Der Rickstamdewbis zur Gewichtskonstanz bei

100°C getrocknet und anschliel3end gewogen.
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2.5 Versuchsaufbauten und -durchfiihrung

Die nachfolgenden Versuche wurden alle unter steriBedingungen durchgefiihrt. Das
bedeutet, dass das Animpfen von Kulturen und dimdirilisierung von Mikroorganismen
stets an der Sterilbank durchgefuhrt wurde und dasschlie3lich sterilisierte Gerate und
autoklavierte Medien und Ldsungen verwendet wurdBre Besonderheiten bei den
Versuchen mit Clostridien hinsichtlich der Anwendwiner Schutzatmosphare aus Stickstoff
und die Verwendung von sauerstoffarmen Medien, amrerdn entsprechender Stelle extra

erwahnt.

2.5.1 Versuche mit Griinalgen

Wachstumsanspriche

Um die Anspriiche an das Nahrmedium bei autotrofléiivierung zu untersuchen, wurden
die Algenstiamme auf Schragagarréhrchen mit NM-, NM\Mind NMVP-Medium
ausgestrichen (siehe 2.2). Nach sechs Tagen Inknbanter Dauerlicht bei 25 °C im

Thermokonstantraum wurde das Wachstum tberpruft.

Wachstumsraten

Zur Bestimmung von Wachstums- und Zuckerproduktiatess wurden Vorkulturen im 10-
ml-Saulenreaktor mit NMV-Medium angeimpft. Nach firagen wurde mit der Vorkultur
ein 400-ml-Saulenreaktor bzw. ein 800-ml-Ruhrreaktot NMV-Medium angeimpft. Die
anfangliche OD 660 betrug zwischen 0,15 und 0,2 Blessung der OD 660 zur
Bestimmung der maximalen Wachstumsratga.guund die Probenahme zur Bestimmung des
Trockengewichts, der Zelldichte sowie der ZuckeChlorophyll-, Nitrat- und
Phosphatkonzentration erfolgten zehn Tage lang 48léStunden. Der pH-Wert wurde im

Saulenreaktor extern gemessen.

Biomasse-spezifische Zuckerexkretion

Zur Untersuchung der Biomassse-spezifischen ZugkesBon der Grunalgen wurde
Algenbiomasse zehn Tage lang, wie oben beschrietmedp0-ml-Saulenreaktor auf NMV-
Medium vorkultiviert. Die Algenbiomasse wurde dur@entrifugation (6800 g, 20 min)
geerntet und zweimal mit steriler 0,9 %iger Kochkmung gewaschen. Das Algenpellet
wurde in 400 ml oder 800 ml sterilem EM-Medium serggiert und in einen sterilen
Saulenreaktor (400 ml) bzw. Ruhrreaktor (800 miyedeen. Die Messung der OD 660 und
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die Probenahmen zur Bestimmung der Zucker-, Chlofbpund Phosphatkonzentration
sowie der Zelldichte erfolgten zehn Tage lang 4BeStunden. Der pH-Wert wurde bei der
Anwendung des Saulenreaktors extern gemessen. Nagin Tagen wurde das
Trockengewicht der Algenbiomassse bestimmt. Inreémeleren Versuchsvariante wurde die
Algenbiomasse vor dem Einsatz in EM-Medium in Ablgkugeln immobilisiert. Die
Immobilisierung erfolgte nach dem zweiten Wascherchl eine Suspension der Algenmasse
in 2 %iger Alginatlésung und Eintropfen der Suspamsn eine 2 %ige Caglosung. Die
entstandenen Kugeln wurden zur Aushartung tber Nadh5 %iger CaGiLosung bei 4 °C

gelagert.

Sauerstoffkonzentration im Fotobioreaktor

Zur Untersuchung der Sauerstoffkonzentration inobBiotreaktor wurde Algenbiomasse, wie
oben beschrieben, im 400-ml-S&ulenreaktor heramgezdNach Erreichen einer OD 660 von
10 wurde 30 Minuten lang die Begasung abgeschaltetd die Zunahme der

Sauerstoffkonzentration bestimmt. Unmittelbar ndehMessung wurde das Trockengewicht

der Algenkultur ermittelt.

2.5.2 Versuche mit Hefen

Wachstumsanspriiche

Zur Untersuchung der Verwertbarkeit verschiedenghnl&nstoffquellen durch die getesteten
Hefestdmme wurden diese auf Agarplatten mit YE-Medmit Glucose, Galactose, Maltose,
Saccharose, Raffinose oder Glycerin als jeweilzigar Kohlenstoffquelle ausgestrichen und
sowohl aerob als auch anaerob bei 30 °C inkubferaerobe Verhéltnisse wurden durch
Inkubation in einem Anaerobentopf unter Zusatz so@aerocult A erzeugt. Nach drei Tagen

wurde das Wachstum utberpruft.

Wachstumsraten

Zur Bestimmung der Wachstumsraten wurden 5 ml Mtwk@angeimpft und tUber Nacht bei
30 °C stehend inkubiert. Mit diesen wurden 100 mauptkultur, in 1-I-Erlenmeyerkolben,
angeimpft und bei 30 °C schittelnd inkubiert. Dieddung der OD 620 zur Bestimmung der
maximalen Wachstumsrate ({4 sowie die Probenahme zur Bestimmung der Zucked- u
Ethanolkonzentration erfolgte zehn Stunden lang &l Minuten. Die Vor- und Hauptkultur
enthielt 1 % Glucose bzw. Maltose und 0,5 % Hefredxkt
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Einfluss verschiedener Gase auf das Wachstum

Zur Untersuchung des Hefewachstums wahrend der sBagamit Luft bzw. Sauerstoff
wurden die Hefestamme in 100-ml-Schittelkultur aE-Medium (1 % Glucose, 0,5 %
Hefeextrakt) aerob bei 30°C angezogen. Nach Emeiater maximalen Zelldichte wurden
damit 900 ml YE-Medium (1 % Glucose, 0,5 % Hefeakty im 1-I-Ruhrreaktor angeimpft
und bei 30 °C inkubiert. Die Messung der OD 620 Bestimmung von pax Sowie die
Probenahme zur Bestimmung der Zucker- und Ethanatkatration erfolgte zehn Stunden
lang alle 60 Minuten. Durch Wiederholung des Vehsascmit Luft- und Sauerstoffbegasung

wurde der Einfluss der verschiedenen Gase auf éémndchstum untersucht.

Biomasse-spezifischer Sauerstoffverbrauch

Zur Bestimmung der Biomasse-spezifischen Sauevstdffauchsrate wurde, wie bei der
Aufnahme der Wachstumsrate, die Hefe in 100-ml-8elltur (1 % Glucose, 0,5 %
Hefeextrakt) aerob bei 30 °C angezogen. Nach Hmweeicder maximalen Zelldichte wurden
5 ml Kulturbriihe zentrifugiert (3800 g, 20 min) umhs Pellet zweimal mit 0,9 %iger
Kochsalzlésung gewaschen. Die Hefemasse wurde iml70,1 M Citrat-Phosphat-Puffer
(pH 4,5) mit 0,1 % Glucose resuspendiert und ire gjaschlossene temperierbare Messzelle
gegeben. Dort wurde unter leichtem Ruhren bei 3@ligCSauerstoffabnahme (siehe 2.4.1)
bestimmt. AnschlieRend wurde das TrockengewichiMiessansatzes bestimmt.

Biomasse-spezifische Ethanolbildung

Zur Bestimmung der Biomasse-spezifischen Etharthibgsrate wurde die Hefe in 100-ml-
Schuttelkultur (1 % Glucose, 0,5 % Hefeextraktpadoei 30 °C angezogen. Nach Erreichen
der maximalen Zelldichte wurden 50 ml der Kultuteizentrifugiert (3800 g, 20 min) und
das Pellet zweimal mit 0,9 %iger Kochsalzlésung agshen. Das Pellet wurde in 100 ml
0,01 M Citrat-Phosphat-Puffer (pH 4,5) mit 0,2 %u&ise resuspendiert. Die Hefesuspension
wurde steril in einen 1-I-Erlenmeyerkolben gegebed bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Eine
Probenahme zur Bestimmung der Zucker- und Ethanatkaration erfolgte finf Stunden
lang alle 60 Minuten. AnschlieRend wurde das Hefdengewicht der Messansatze
bestimmt. Mit dem Stamrf. cerevisae DSMZ 1333 (Wildtyp unc’~-Mutante) wurde der
Versuch mit der doppelten Menge an Biomasse (Pelmis 100 ml) bei
Glucosekonzentrationen von 0,2 %, 0,5 %, 1 %, 25%% und 7 % sowohl in 100-ml-
Schuttelkulturen (1-I-Erlenmeyerkolben) als auchstehenden 100-mi-Kulturen (100-ml-

Steilhalsflaschen) wiederholt.
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Ethanolbildung bei verschiedenen Sauerstoffkonzenationen

Zur Untersuchung des Einflusses der Sauerstoffkaretton auf die alkoholische Garung
wurden die Hefestdmme in 100-ml-Schuttelkultur (IGHicose, 0,5 % Hefeextrakt) aerob
bei 30 °C angezogen. Nach Erreichen der maximaleifdizhte wurde die Kulturbriihe

zentrifugiert (3800 g, 20 min), das Pellet zweimmal 0,9 %iger Kochsalzlésung gewaschen
und in 1 | 0,1 M Citrat-Phosphat-Puffer (pH 4,5)tmi % Glucose resuspendiert. Die
Hefesuspensionen wurde in den 1-I-Ruhrreaktor gagaind bei 30 °C ohne Begasung
inkubiert. Die Sauerstoffkonzentration im Mediumnrde dokumentiert. Die Probenahme zur
Bestimmung der Ethanol- und Zuckerkonzentratiorolgté sechs Stunden lang alle 60
Minuten. Die durchschnittlichen Ethanolbildungsrateon Zweistundenintervallen wurden
berechnet. Anschliel3end wurde das Hefetrockengéwliet Messansatzes bestimmt. Durch
Wiederholung des Versuches mit Luft- und Sauensegfdsung konnte der Einfluss der

Sauerstoffkonzentration auf die alkoholische Garermgittelt werden.

Einsatz von Hefeimmobilisaten bei erhdhten Sauerstixonzentrationen

Es wurde weitgehend wie beim Versuchsaufbau ,Etiidang bei verschiedenen
Sauerstoffkonzentrationen® (siehe oben) verfahie. Immobilisierung erfolgte nach dem
zweiten Waschen durch Suspension der Hefemass@oiget Alginatlosung und Eintropfen
der Suspension in eine 2 %ige Calbsung. Die entstandenen Immobilisatkugeln wurden
zur Aushartung tUber Nacht in 0,5 %iger Calddsung kuhl gelagert. Der Parallelansatz mit
nativer Hefemasse wurde ohne vorangehende Immiehilisy ebenfalls in 0,5 %iger Catl
Losung Uber Nacht gekdhlt. Die Messung erfolgte wister ,Ethanolbildung bei
verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen® (sieh@)obeschrieben, mit den Unterschieden,
dass ausschlie3lich mit Sauerstoffbegasung geerhwitrde, dass 0,01 M Citrat-Phosphat-
Puffer (pH 4,5) mit 1 % Glucose verwendet wurde dads der Versuchszeitraum auf acht

Stunden ausgedehnt wurde.

pH-Optimum der Hefen

Zur Bestimmung der Wachstumsraten bei verschiedekklVerten wurde weitgehend wie
beim Versuchsaufbau ,Wachstumsraten* (siehe obesrgegangen. Das Medium der
Hauptkultur wurde jedoch mit 0,1 M Citrat-PhospRatffer mit pH-Werten von pH 3 bis
pH 7 angesetzt. Zur Bestimmung der EthanolbilduagJerschiedenen pH-Werten wurde

weitgehend wie beim Versuchsaufbau ,Biomasse-sgeb# Ethanolbildung” (siehe oben)
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verfahren. Die Messungen erfolgten jedoch in 1000l M Citrat-Phosphat-Puffer mit
0,2 % Glucose bei pH-Werten von pH 3 bis pH 7.

2.5.3 Kombination aus alkoholischer Garung und Fotsynthese

Alkoholische Garung im simulierten Fotobioreaktor

Zur Simulation eines Fotobioreaktors wurde die Hef250-ml-Schittelkultur (2 % Maltose,
1 % Hefeextrakt) aerob bei 30 °C angezogen. Nackidien der maximalen Zelldichte
wurde die Kulturbriihe zentrifugiert (6800 g, 20 inumd das Pellet zweimal mit 0,9 %iger
Kochsalzlésung gewaschen. Das Pellet wurde in 908MV-Medium resuspendiert, in den
Ruhrreaktor Gberfihrt und bei 25 °C mit Luftbegagumnkubiert. Die Zuckerexkretion der
Grinalgen wurde durch einen kontinuierlichen Swavstdauf simuliert. Der Zulauf betrug
13 ml EM-Medium mit 20 % Maltose pro Tag. Die ProBkme zur Bestimmung der
Ethanol- und Zuckerkonzentration erfolgte acht Tiagg alle 48 Stunden.

Cokultivierung von Algen und Hefen im Fotobioreakta

Zum Aufbau eines Reaktionssystems aus Algen undrHefirde Algenbiomasse zehn Tage
lang im 400-ml-S&aulenreaktor auf NMV-Medium vorkukrt (siehe ,Wachstumsraten®

2.5.1). Die Algenbiomassse wurde durch Zentrifugrat(6800 g, 20 min) geerntet und
zweimal mit steriler 0,9 %iger Kochsalzlosung gestesn. Das Algenpellet wurde in EM-

Medium suspendiert und in einen sterilen 400-mbBaulenreaktor gegeben. Die Hefe
wurde in 100-ml-Schuttelkultur auf YE-Medium (1 %uGose, 0,5 % Hefeextrakt) aerob bei
30 °C angezogen, zweimal mit steriler 0,9 %iger sadzlosung gewaschen und in 100 ml
Kochsalzlésung suspendiert. 16 Stunden nach Umsgtazier Algenbiomasse in den
Fotobioreaktor wurden 5 ml der Hefesuspension zeigexy. Die Messung der OD 660 und
die Probenahme zur Bestimmung der Zucker-, NitRfigsphat- und Ethanolkonzentration
sowie der Zelldichte erfolgten 80 Stunden lang restdns alle zwdlf Stunden. In einer
zweiten Variante wurden 10 ml Hefesuspension dimkt der Algensuspension in den

Fotobioreaktor gegeben.
2.5.4 Versuche mit Clostridien

Der Versuch zur ,Verwertbarkeit von Molke durch @®stridienstamme* wurde vollstandig
unter einer Schutzatmosphare aus Stickstoff duféhge (Anaerobierbank). Alle Ubrigen

Versuche wurden mit sauerstoffarmen Medien durdiigef(siehe 2.2.) Die Inokulationen
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erfolgten an der Luft. Durch Abdichten der Kapsegheappen auf den 5-ml-Reagenzglasern
bzw. auf den 100-ml-Steilhalsflaschen mit Parafdnistand durch die Gasbildung wéhrend
des Wachstums eine sauerstofffreie Atmosphére nnkdaturgefaf3en. Die Umrechnung von
Gasvolumina in Molmengen erfolgte nach dem Gesatadeale Gase unter der Annahme
einer konstanten Raumtemperatur von 25 °C und eikenstanten Luftdruck von 1 bar

(standard ambient temperature and pressure, SATP).

Verwertbarkeit von Molke durch die Clostridienstamme

Zur Untersuchung der Verwertbarkeit von Molke dudié verschiedenen Stamme wurden
5-ml-RCM-Kulturen mit Sporenlyophilisat aus der D&Mngeimpft. Die Kulturen wurden
einem Hitzeschock (20 min, 80 °C) mit anschlieBentighlung auf Eis unterworfen. Nach
Inkubation Uber Nacht bei 37 °C wurden mit je 100dgr Kulturen 5-ml-Kulturen mit
Molke-, Monot- und MondtMedium angeimpft. Als Kohlehydratquelle diente igm
Lactose. Nach einer weiteren Inkubation tber N&eht37 °C wurde mogliches Wachstum
anhand der Gas- bzw. Schaumbildung Uberprift. Iite F@n Wachstum auf Molke wurde
die Kultur zum Animpfen einer 100-ml-Kultur mit Ma verwendet. Aus diesen bei 37 °C
stehend inkubierten Kulturen wurden drei Tage IBngben zur Bestimmung des Saure- und

Losungsmittelgehaltes gezogen.

Herstellung der Sporensuspension

Zur Stammhaltung und zur Inokulation der erstenkdtiur fur die Wachstumsversuche mit
Clostridien wurden Sporensuspensionen der jewaeili§&mme verwendet. Zur Gewinnung
der Sporen wurden stehende 5-ml-Kulturen mit saoasmem RCM mit lyophilisierten
Sporen aus der DSMZ angeimpft. Die Kulturen wurderem Hitzeschock (20 min, 80 °C)
ausgesetzt und nach Abkthlen (auf Eis) tber NaahBD °C inkubiert. Diese erste Vorkultur
diente zur Inokulation einer zweiten stehenden mD&ultur mit Monot-Medium (mit
Glucose). Nach erneuter Inkubation tiber Nacht Be€iG erfolgte die Inokulation von 900 ml
Hauptkultur (Monot mit Glucose) in einer 1--Schottflasche. Spatestaach drei Tagen
Inkubation mit nicht festgedrehtem Deckel bei 37W&r es zur Sporulation gekommen. Die
Sporen wurden zentrifugiert (6800 g, 20 min) undeimal mit destilliertem Wasser
gewaschen. Das gewaschene Sporenpellet wurde tilielésm Wasser suspendiert und die
Sporendichte wurde bestimmt. Die Lagerung der Swspe erfolgte bei 4 °C.
C. thermobutyricum DSMZ 4928 konnte in den eigenen Versuchen nichnt Sporulation

gebracht werden.
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Wachstum und Produktbildung im Ruhrreaktor

Mit 100 pl Sporensuspension wurden 5 ml Vorkultogeimpft. Diese wurde zum Animpfen
einer zweiten 100-ml-Vorkultur verwendet, welcheedeérum zu 900 ml Hauptkultur in den
1-I-Ruhrreaktor (siehe 2.3) gegeben wurde. Die hationen der Vorkulturen erfolgte Uber
Nacht bei 37 °C. Die erste Vorkultur wurde vor dekubation, wie oben beschrieben,
hitzegeschockt. Die Zusammensetzung des Mediumglein Vorkulturen und in der

Hauptkultur war immer gleich. Wahrend der Hauptfentation wurden Proben zur
Bestimmung der Optischen Dichte sowie der Saur@gsuhgsmittel und Zuckerkonzentration
genommen. Der pH-Wert und die gebildete Menge ars @arden dokumentiert.

Gegebenenfalls wurde Antischaummittel zugesetzé. Dersuchsdauer und die Zeitpunkte
der Probenahme hingen vom Versuchsverlauf ab. merebesonderen Versuchsvariante
wurde die Gasbildung indirekt Gber die Gewichtsdiona der Hauptkultur dokumentiert. Die

Inkubationstemperatur betrug immer 37 °C.

Immobilisierung der Clostridien

Die Immobilisierung der Clostridien in Alginat elfpe durch Mischen von 50 ml
Sporensuspension und 150 ml 4 %iger Alginatlosumdy lHintropfen der Suspension in eine
2 %ige CaGlLOsung. Die Immobilisierung in Pektin erfolgte dirMischen von 30 ml
Sporensuspension und 120 ml 6,25 %iger Pektin-NAgsind Eintropfen der Suspension in
eine 2 %ige CaGlLosung. Die entstandenen Kugeln aus Alginat unktiPevurden zur
Aushartung dber Nacht in 0,5 %iger CaCbsung kuhl gelagert. Zur Herstellung von
Immobilisaten aus PVA wurden 10 g Polyvinylalkohoit 10 g PEG-1000 in 90 ml
destilliertem Wasser bei 90°C gelost. Nach Abkihtnrde 1 ml 30 %ige NaOH unter
Ruhren zugegeben. Nach 30 Minuten Rihren wurde pieiVert mit konzentrierter
Salzsaure auf pH 6,5 eingestellt. Es wurden 4 mdr&psuspension eingerthrt und diese
Prapolymerlésung wurde zur Aushartung in —70° CtelsalSilicondl eingetropft. Zur
Uberprufung der Keimungsfahigkeit der immobiliséert Clostridiensporen wurden je 50
Kugeln der verschiedenen Immobilisattypen in 5-ralidren mit verschieden Medien bei
37 °C Uber Nacht inkubiert. Der bei der Keimung vaoativen Sporen angewandte
Hitzeschock musste wegen der Temperaturinstabiti&t Immobilisate ausfallen. Eine
Keimung der immobilisierten Sporen konnte durch Aafsteigen der Immobilisate aufgrund

der Gasbildung festgestellt werden.
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Einsatz von immobilisierten Clostridien

Die Herstellung der eingesetzten Alginatimmobiksaterfolgte wie zuvor unter
.immobilisierung der Clostridien* beschrieben. Naadem Aushérten wurden 100 g
(Abtropfgewicht) Immobilisat in eine 1--Schottflelse mit 900 ml MondtMedium
Uberfuhrt. Der Ansatz wurde stehend ohne pH-Stewgehei 37 °C inkubiert. Durch eine
Gasaustrittsoffnung im Deckel der Schottflaschenterwie beim Betrieb des Ruhrreaktors
(siehe 2.3) die Gasentwicklung gemessen werderh ll&Stunden wurden die Immobilisate
durch ein Sieb abgegossen und in einen 1-I-Ruhiweakit 800 ml Molke Uberfuhrt. Die
Fermentation erfolgte bei 37 °C unter pH-Steuerypd 6,5). Es wurden Proben zur
Bestimmung der S&ure-, LOosungsmittel und Zuckerkotration genommen und die
gebildete Menge an Gas wurde dokumentiert. Sowtatderlich, wurde Antischaummittel
zugesetzt. Die Versuchsdauer und die Zeitpunkte &eobenahme hingen vom
Versuchsverlauf ab. In einer ansatzweisen Varidigses Versuches wurde der Molke bei
einer Stagnation der Gasbildung nachtraglich 0,9ed0ster Hefeextrakt sterilfiltriert
zugegeben. In einem anderen kontinuierlichen Véisamsatz besal® die Molke von Beginn
an einen Hefeextraktanteil von 0,5 %. Nachdem dietdse zu tber 90 % verbraucht war,

wurde Molke mit 0,5 % Hefeextrakt kontinuierlichrdb den Reaktor gepumpt.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuche zur Zuckerproduktion im Fotobioreaktor

3.1.1 Auswahl und Wachstumsanspriiche der Grinalge

Die Wachstumsanspriiche an das Nahrmedium der inZTgbnannten Algenstamme wurden
durch deren Kultivierung auf Mineralsalzmedien mirschiedenen Zusatzen ermittelt.
Weiter wurde die Moglichkeit der Anzucht der Stamimdiomogenen Flissigkulturen unter

kontinuierlicher Begasung in 10-ml-Saulen Gberp(téb. 7).

Tab. 7: Wachstumsanspriiche der getesteten Algenstammesatétiamedium (Tab. 2)

NMVP Agar

NMV Agar

NM Agar

NMV Flissig

Ch.sp.SAG 241.80

+

+

+

Ch. sorokinianaSAG 211-40c

+

+

+

Ch. mirabilis SAG 211-11r

+

+

+

Ch. sphaericasSAG 11.88

(+)

(+)

(+)

Ch.sp. SAG 211-6

+

Keiner der untersuchten Algenstdmme lie3 sich okitaminzusatz kultivieren. Ohne
Peptonzusatz wuchsen alle Stamme bisGlufsp. SAG 211-6Ch. sphaerica SAG 11.88
zeigte nur sehr schwaches Wachstum. Nur die Sta@imsp. SAG 241.80Ch. sorokiniana
SAG 211-40c undCh. mirabilis SAG 211-11r wuchsen in homogener Flussigkultur auf
Mineralsalzmedium mit Vitaminzusatz. Zur Bestimmuiey maximalen Wachstumsrate und
zum Nachweis von extrazellularem Zucker wurden dieei Stdmme in 400 ml
Mineralsalzmedium (Saulenreaktor) unter Zusatz witamin (NMV) angezogen. Die
maximalen Wachstumsraten und die Zuckerkonzentratiam Medium nach acht Tagen
Wachstum sind in Tab. 8 aufgelistet. Aufgrund demgssenen Zuckerkonzentrationen

wurde in den folgenden Untersuchungen nur der St@imrmap. SAG 241.80 verwendet.
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Tab. 8: Maximale Wachstumsraten ) und nach 8 Tagen erreichte Zuckerkonzentrationen
im Medium der untersuchten Algenstamme.

Ch. sp. Ch. sorokiniana Ch. mirabilis
SAG 241.80 SAG 211-40c SAG 211-11r
Hmax (07 1,06 1,10 0,71
max. Zuckerkonz.(mg I*) 1587 - 17

3.1.2 Wachstum und Zuckerproduktion von Ch. sp. SAG 241.80 im

Saulenreaktor

Das Wachstum vonCh.sp. SAG 241.80 in einem 400-ml-Fotosdulenreaktof au

Mineralsalzmedium mit Vitaminzusatz (NMV) ist in Bb5 dokumentiert.

16 0,16
o~ 14 - 014
€ 12 - 012
. & o
23T 10 01 =
o N < —— 0D 660
3% 8- - 0,08 g ,
© g = ---m-- Zelldichte
8 o 6 - 0,06 §
£ o —=a— Chlorophyll
5 4 - 0,04 8
T O
N2 - 0,02
0 0

Zeit (d)

Abb. 5: Wachstum vorCh. sp. SAG 241.80 im Fotosaulenreaktor

Bis zum vierten Tag wuchs die Kultur exponentieit mmax von 1,06 (+/- 0,01) d Danach

schwéchte sich das Wachstum ab und die Chloropnyzintration stagnierte. Die Ursache
war eine Stickstofflimitierung des Wachstums. Bisraiach vier Tagen war das Nitrat
weitgehend aufgebraucht. Aufgrund der Nitratreduktiurch die Algen stieg der pH-Wert in
den vier Tagen von anfanglich pH 6 auf pH 7,5 (Al8). Trotz der Stagnation des
Wachstums gegen Versuchsende sank der Phosphatgehi@huierlich Gber den gesamten

Versuchszeitraum.
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—e— Nitrat

—a— Phosphat

(mmol | 1)

ol - pH_Wert

Nitrat- bzw. Phosphatgehalt

Zeit (d)

Abb. 6: Nitrat- und Phosphatgehalt sowie pH-Wert wahrend d¥achstums von
Ch. sp. SAG 241.80 im Fotosaulenreaktor

Die maximale Zelldichte mit 1,20 (+/- 0,16) * &tnl™* bei einer OD 660 von 14,7 (+/- 0,4)
und einer Biomassekonzentration von 2,9 (+/- 0,1) gvar nach acht Tagen erreicht. Die
Zelldichte korrelierte weitgehend mit der OptiscHgichte und dem Chlorophyllgehalt. Der
Versuch erfolgte im Doppelansatz.

2,5

_1)

2,

15 - —— Gesamtzucker
/ - - # - -Glucose

—2a— Maltose

Zuckerkonzentration (g |

Zeit (d)

Abb. 7: Zuckerkonzentration wahrend des Wachstums waimsp. SAG 241.80 im
Fotosaulenreaktor
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Die Konzentrationen an extrazellularem Zucker inwlachsenden Algenkultur (Abb. 5) sind
in Abb. 7 dargestellt. Die volumetrische Zuckerestlonsrate stieg mit zunehmender
Zelldichte. Ihr Maximum lag bei 284 (+/- 20) mgd™. Glucose und Maltose wurden zu etwa
gleichen Anteilen gebildet. Es konnten Spuren vo® @nd C4- Maltoseoligomeren

nachgewiesen werden, welche quantitativ jedocht moh Bedeutung waren. Die Kultur war

bis zum Versuchsende mikroskopisch frei von miketééen Kontaminationen.

16 - Mo T 016
.

~ 14 - "l" T 0,14 Py

= : - 012
. % - 0,1 S —— OD 660
2 ©
g N - 008 & | ---m- Zeldichte
© 9 z
8 g, - 0,06 %:l —a— Chlorophyll

5 - 0,04 S

g 5

I3 ~ 0,02

0

Zeit (d)

Abb. 8: Wachstum vonCh. sp. SAG 241.80 im Fotoséulenreaktor mit stark giepigm
Medium

Um einen Anstieg des pH-Wertes wahrend des Waclss{@inb. 6) zu verhindern, wurde in
einem weiteren Versuch NMV-Medium mit einem zehhfaerh6hten NapPOs- und
NaHPOs-Anteil verwendet. Abb. 8 zeigt die resultierendadNstumskurve. Bis zum vierten
Tag wuchs die Kultur, ahnlich wie im schwach geprt#n Medium, exponentiell mit
Hmax= 1,08 d". Danach schwéchte Stickstoffmangel das Wachstuch di@ Zunahme der
Chlorophyllkonzentration ab. Das Nitrat war bis zwerten Tag weitgehend abgebaut.
Allerdings blieb der pH-Wert trotz Nitratreduktiomnnahernd konstant. Durch die hohe
Pufferkonzentration im Medium stieg er in den arsteer Tagen lediglich von pH 6 auf pH
6,5. Trotz zehnfach erhéhten Phosphatgehalts exispler Phosphatverbrauch etwa dem des
schwach gepufferten Ansatzes (Abb. 9). Die maxirZaldichte mit 1,6 * 18 ml™* bei einer
OD 660 von 10,2 und einer Biomassekonzentrationdsbrg I* war nach acht Tagen erreicht.

So wurde bei starker Pufferung (Abb. 8) des Mediwme geringere Optische Dichte,
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Biomassekonzentration und Chlorophyllkonzentratada bei einer schwachen Pufferung
bzw. bei einem starken Anstieg des pH-Wertes drrdiibb. 5). Die maximale Zelldichte
und die Zuckerexkretion wurden jedoch durch diekst& Pufferung erhoht. Die hdchste
volumetrische Zuckerexkretionsrate wurde zwischag Vier und Tag sechs erreicht. Sie lag
bei 476 mgt d*. Es wurde verstarkt Maltose gebildet (Abb. 10y Eonstanter pH-Wert
von maximal pH 6,6 steigert die Maltoseexkretiomeh. sp. SAG 241.80 wahrend des
Wachstums.
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Zeit (d)

Abb. 9: Nitrat und Phosphatgehalt sowie pH-Wert wahrersl\Wachstums von
Ch. sp. SAG 241.80 im Fotosaulenreaktor mit stark giepigm Medium

Die Kultur war bis zum Versuchsende frei von mikagisch erkennbaren mikrobiellen
Kontaminationen. Nach dem Ende des exponentiellachatums vorCh. sp. SAG 241.80
im Fotosaulenreaktor, also bei einer OD 660 von8chzw. nach ca. vier Tagen nahm das
Verhaltnis von gebildetem Zucker zu gebildeter Basse zu. Im stark gepufferten Ansatz
war dieser Anstieg so deutlich, dass der Massehatge nach zehn Tagen im Medium
gelésten Zuckers den der suspendierten Biomassestidge (Abb. 11). Obwohl sich die
Verhaltnisse von Zucker zu Biomasse in den beidaerschiedlich gepufferten Ansatzen
stark unterschieden, war die GesamtkonzentrationFdéosyntheseprodukte (Zucker und
Biomasse) im Medium nach zehn Tagen gleich.
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Abb. 10: Zuckerkonzentration wéhrend des Wachstums w@msp. SAG 241.80 im
Fotosaulenreaktor mit stark gepuffertem Medium
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Abb. 11: Verhaltnis (A) und Summe (B) aus gebildetem Zucksd Zelltrockenmasse in
einer Kultur vonCh. sp. SAG 241.80 (A-- stark gepuffert, 4+ -- schwach gepuffert)

3.1.3 Wachstum und Zuckerproduktion von Ch. sp. SAG 241.80 im
Ruhrreaktor

Neben dem Wachstum vah. sp. SAG241.80 im 400-ml-Fotos&ulereaktor wurde auch das
Wachstumsverhalten in einem 800-ml-Fotorihrreaktortersucht. Auch hier wurde
Mineralsalzmedium mit Vitaminzusatz (NMV) verwend&uf eine starke Pufferung des
Mediums konnte wegen der pH-Steuerung durch Sagateu(1 M HCI) verzichtet werden.
Die Zunahme der Optischen Dichte und der Chlordpbgkzentration Gber die Zeit ist in
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Abb. 12 dargestellt. In den ersten Tagen wuch¥dieur exponentiell mit einer ghx Von nur
0,91 (+/- 0,03) d@. Danach schwéachte sich das Wachstum und die Zumader
Chlorophyllkonzentration aufgrund der einsetzen@&ickstofflimitierung weiter ab. Nach

acht Tagen war das Nitrat vollstandig abgebaut (A3).

16 T 0,16
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Chlorophyligehalt (g |

Zeit (d)

Abb. 12: Wachstum vorCh. sp. SAG 241.80 im pH-gesteuerten Fotoruhrreaktor

Eine stationdre Phase mit konstanter Chlorophyiikotration und Optischer Dichte wurde
nicht erreicht. Lediglich die Zelldichte stagnienmeden letzten zwei Versuchstagen. Dennoch
korrelierten Chlorophyligehalt, Optische Dichte ur#klldichte weitgehend Uber den
gesamten Versuchsverlauf. Die in zehn Tagen maxierakichte Zelldichte betrug
1,09 (+/- 0,25)*1& ml* bei einer OD 660 von 10,9 (+- 1,3) und einer
Biomassekonzentration von 2,2 (+/- 0,3)'g $owoh! die maximale Wachstumsrate als auch
die nach zehn Tagen erreichte maximale Optischbt®war im Ruhrreaktor niedriger als im
Saulenreaktor (vergleiche Abb. 5 und Abb. 12). Demtsprechend geringer war auch der
Phosphatverbrauch (Abb. 9 und Abb. 13).

Neben den unterschiedlichen Volumina und Begasatgsrunterschieden sich die beiden
Reaktoren in der Gefal3form. Bei gleicher Lichtisiéit auf der Reaktoroberflache ist im
Saulenreaktor deutlich mehr Algenbiomasse dem Laclsigesetzt als im Ruhrreaktor. Dies
wird als Ursache fir das unterschiedlich starke Ngaon der Algen in den beiden
Reaktortypen angesehen. Auch die volumetrische eteckretionsrate war wahrend des

Wachstums im Ruhrreaktor im Vergleich zum Saulertgadeutlich verringert (Abb. 10 und

37/121



Ergebnisse

Abb. 14). Trotz konstantem pH-Wert von pH 6 betrdgg maximale volumetrische
Zuckerexkretionsrate nur 258 (+/- 86) migd*. Es wurde iberwiegend Maltose gebildet. Die
Kultur war bis zum Versuchsende frei von mikrosksopi erkennbaren mikrobiellen

Kontaminationen. Der Versuch erfolgte im Doppelénsa

—e— Nitrat
—a— Phosphat
---m--- pH-Wert

Nitrat- bzw. Phosphatgehalt

Zeit (d)

Abb. 13: Nitrat und Phosphatgehalt sowie pH-Wert wahrendwlashstums von
Ch. sp. SAG 241.80 im pH-gesteuerten Fotorthrreaktor
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Abb. 14: Zuckerkonzentration wahrend des Wachstums €bnsp. SAG 241.80 im pH-
gesteuerten Fotoruhrreaktor
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Auffallend in den vorangehenden Untersuchungen der unterschiedliche Anteil von
Glucose am gebildeten Gesamtzucker. Wurde im Sédktor ohne pH-Kontrolle Glucose
und Maltose in etwa gleichen Mengen gebildet, sodeum Ruhrreaktor mit pH-Kontrolle
und im Saulenreaktor mit stark gepuffertem Mediuberiviegend Maltose nachgewiesen.
Obwohl die Kulturen mikroskopisch axenisch wuchsemyde eine Wachstumskurve im
Riihrreaktor unter Streptomycinzusatz von 25 fhalifgenommen, um ein Auftreten von
Glucose durch eventuelle Maltaseaktivitdt einer téxdddlen Kontamination weitgehend
auszuschlieBen (ohne Abb.). Anfanglich wuchs auebedKultur exponentiell mit gbx Von
0,76 d~. Danach schwachte sich das Wachstum und die Zumahder
Chlorophyllkonzentration sehr stark ab. Die in z8lagen maximal erreichte Zelldichte war
nur 0,68 * 18 mI™* bei einer OD 660 von 5,5 und einer Biomassekomatan von 1,1 gt.
Sowohl die maximale Wachstumsrate als auch die reloh Tagen erreichte Optische Dichte
wurde durch den Zusatz von Streptomycin deutlickegkt. Aber auch die volumetrische
Zuckerexkretionsrate wahrend des Wachstums wurdehddas Antibiotikum deutlich
verringert (ohne Abb.). Die maximale volumetriscHeckerexkretionsrate betrug nur
100 mg | & und lag damit bei 39 % der Zuckerexkretion ohnditAotikum. Es wurde
Uberwiegend Maltose gebildet, der Anteil Glucose @Gasamtzucker lag bei Versuchsende
bei 29 %. Es konnte keine bakterielle Kontaminatioachgewiesen werden, weder
mikroskopisch noch durch Ausplattieren auf YE-MexiLEs ist festzuhalten, dass Glucose
von Ch. sp.SAG 241.80 ausgeschieden wird und nicht aufgrundtakoinationsbedingter

Maltaseaktivitat im Medium nachweisbar ist.
3.1.4 Biomasse-spezifische Zuckerexkretion

Zur Bestimmung von Biomasse-spezifischen Zuckewmdidmsraten wurde Zellmasse in
Fotosaulenreaktoren Uber zehn Tage angezogen ustickstofffreies Mineralsalzmedium
(EM) dberfuhrt. Unter diesen Bedingungen wurde digckerexkretion bei weitgehend
konstanter Zellmassekonzentration im Fotosduletoealiber einen langeren Zeitraum
beobachtet. Die anfangliche Zelldichte betrug 1;040,02) * 16 mI™ bei einer OD 660 von
11,9 (+/- 0,05) und einer Biomassekonzentration @# (+/- 0,1) g t. Wahrend der
Versuchsdauer blieben die Algenzellen unter dem rddkop intakt und die Zellzahl
konstant. Die Abnahme der Chlorophyllkonzentratio der Optischen Dichte zeigte jedoch
einen Vitalitatsverlust der Algen (Abb. 15). Naclehm Tagen betrug die Zelldichte
1,03 (+/- 0,05) * 1&mI* bei einer OD 660 von 104 (+/- 0,4) und einer

Biomassekonzentration von 2,1 (+/- 0,1) § Der Phosphatgehalt sank wéahrend des
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Versuches von anfanglich 5,0 (+/- 0,0) mmibBuf 2,1 (+/- 0,1) mmoli (chne Abb.). Der
Versuch erfolgte im Doppelansatz.
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Abb. 15: Statische Kultur voiCh. sp. SAG 241.80 im Fotosaulenreaktor mit sticksteféfim
Medium
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Abb. 16: Zuckerkonzentration in statischer Kultur vo@h.sp. SAG 241.80 im
Fotosaulenreaktor mit stickstofffreiem Medium
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Die Zuckerexkretionsrate sank mit zunehmender \&rsdauer (Abb. 16). So wurde die
hochste volumetrische Zuckerexkretion von 429 6} mg I d* innerhalb der ersten 48
Stunden im Fotosaulenreaktor gemessen. Bezogediawingesetzte Biomasse ergibt dies
eine maximale spezifische Zuckerexkretion von 180 26) mg ¢ d*. Nach acht Tagen
bzw. 192 Stunden waren bakterielle Kontaminatiomekroskopisch nachweisbar. Deutlich
wird das auch durch die leichte Abnahme der Makoseentration zum Versuchsende hin.
Diese Kontaminationen werden zusammen mit dem aerdhnten Vitalitatsverlust der
Algen als Ursache fur die Abnahme der BiomasseHipezren Zuckerproduktionsrate mit
zunehmender Inkubationsdauer gesehen. Der Ak8vedlust ist in Abb. 17 grafisch
dargestellt.
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Abb. 17: Biomasse-spezifische Zuckerexkretionsraten einatisshen Kultur von
Ch.sp. SAG 241.80 im Fotosaulenreaktor mit sticksteffm Medium nach
unterschiedlicher Versuchsdauer (Mittelwerte ausitdgigen Messintervallen)

Besonders erwahnenswert ist der Aktivitdtsanstieghn96 Stunden und die starke
Abweichung der Doppelansatze in ihrer Aktivitat ma240 Stunden, die wahrscheinlich
durch unterschiedlich ausgepragte Kontaminatiormeudngerufen wurde. In einem &hnlichen
Versuch wurde Algenbiomasse in stickstofffreies dfalsalzmedium (EM) tberfihrt und im
Fotorithrreaktor 96 Stunden inkubiert. Die anfargdiZelldichte betrug 2,00 * 1@nl™* bei
einer OD 660 von 1,8 und einer Biomassekonzentration 0,4 gf. Parallel wurde die
gleiche Menge an Biomasse in 2 %igen Alginatkugeimobilisiert und ebenfalls 96
Stunden lang im Fotoruhrreaktor in stickstofffreidmeralsalzmedium (EM) inkubiert. Es

kam in den ersten 48 Stunden zum Aktivitatsanstiegdenziell nahm die Aktivitat mit
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zunehmender Inkubationsdauer jedoch ab. Diese Abealwar beim Einsatz von
immobilisierten Algen weniger ausgepragt. So wamash 96 Stunden im immobilisierten
Ansatz noch 85 % der anfanglichen Aktivitat vorhamdim nativen Ansatz waren dies
lediglich 31 % (Abb. 18). Der beobachtete Vitabtzrlust der Algen bei Langzeitinkubation
unter Dauerlicht in stickstofffreiem Medium lassths also durch Immobilisierung der

Grunalgen verringern.
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Abb. 18: Biomasse-spezifische Zuckerexkretionsraten vonveatiund immobilisierten
Zellen von Ch.sp. SAG 241.80 im Fotoruhrreaktor mit stickstofi® Medium nach
unterschiedlicher Versuchsdauer (Mittelwerte angigigen Messintervallen)

3.1.5 Sauerstoffkonzentration im Fotobioreaktor

Durch die kontinuierliche Begasung der Bioreaktorkonnte eine Anreicherung des
Fotosyntheseproduktes Sauerstoff verhindert weréest nach Abschalten der Begasung
wurde die Fotosyntheseleistung der Algenkultur Hdurcdie Zunahme der
Sauerstoffkonzentration sichtbar (Abb. 19). Bekei#elldichte von 1,0 (+/- 0,01) * ¥onl*
bzw. bei einer OD 660 von 10,3 (+/- 0,1) und eirRlomassekonzentration von
2,1 (+/-0,0) g T betrug die volumetrische Sauerstoffproduktionsfdg0 (+/- 104) mgtd™.
Dies ergibt eine spezifische Sauerstoffproduktiatesrvon 508 (+/- 50) mg'gd®. Der

Versuch erfolgte im Doppelansatz.
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Abb. 19: Sauerstoffkonzentration in Algenkultur vonCh. sp. SAG 241.80
(Fotosaulenreaktor). Abschaltung der Begasung melsh Minuten

3.1.6 Lichtabsorption der Grunalgenkultur

Die Restintensitdt des monochromatischen Lichtesschedener Wellenlange nach
Durchgang durch eine Kultur vo@h. sp. SAG 241.80 ist in Abb. 20 dargestellt. Die
Biomassekonzentration betrug 0,25'g |

10

Restintensitat (%)

w A 00O N 0 ©

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wellenlange (nm)

Abb. 20: Restintensitat von monochromatischem Licht versigmer Wellenlangen nach
Durchgang durch eine Kultur vo@h. sp. SAG 241.80 mit 1 cm Schichtdicke und einem
Biomassegehalt von ca. 0,257 |
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Im Absorptionsbereich der Blattfarbstoffe bei 688 bzw. im Bereich von 400 bis 500 nm
betrug die Restintensitdt des Lichtes unter 5,5 &t Ausgangsintensitat. Durch die
Absorption der Biomasse und des Mediums wurde amitiden anderen hier gemessenen
Wellenlangen keine Restintensitat Gber 10 % erteitendenziell nimmt die Restintensitét
des Lichtes in dem flr das Verbundsystem mit Pingkterien (siehe Einleitung) energetisch

wichtigen langwelligen Bereich zu.

3.2 Versuche zur alkoholischen Garung

3.2.1 Auswahl und Wachstumsanspriiche der Hefe

Die Untersuchung der Verwertbarkeit von verschieseverbindungen als Kohlenstoff- und
Energiequelle erfolgte auf festen Nahrbdden. Altén8ne wuchsen aerob auf Glucose,
Saccharose und Raffinose. Unter aeroben Bedingumgeshsen auf dem dreiwertigen
Alkohol Glycerin mit Ausnahme vo8. cerevisiae BY4741Ambal nur die Wildstdmme. Alle

anderen Mutanten waren zum aeroben Wachstum aufefdtynicht fahig. Auf Galactose

wuchsen aerob nur die Wildstamme. Bis auf die MugtaS cerevisiae BY4741 p° und

Acox5a wuchsen alle Stamme aerob auf Maltose.

Tab. 9: Wachstum vonS cerevisiae auf verschiedenen Kohlenstoffquellen (n.u. = nicht
untersucht)

Stamm Glucose Galactose Maltose Saccharose| Raffinose Glycerin
aerob / anaerojaerob / anaeropaerob / anaeropaerob / anaeropaerob / anaeropaerob / anaerop
DSMZ 1333 +/+ +/- +/+ +/+ +/+ +/-
DSMZ 1333p° +/+ -/- +/+ +/+ +/+ -/ -
CBS 1172 +/+ +/- +/+ +/+ +/+ +/-
CBS 11729° +/+ -/ - +/+ +/+ +/+ -1 -
BY4741 +/+ +/- +/- +/+ +/+ +/-
BY4741p° +/+ -/ - -/- +/+ +/+ -/-
BY4741Acox5a +/+ n.u. +/- +/+ +/+ -/-
BY4741Acox7 +/+ n.u. - /- +/+ +/+ -/-
BY4741Ambal +/+ n.u. +/- +/+ +/+ +/-
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Alle Stamme wuchsen anaerob auf Glucose, Saccharasdraffinose. Auf Galactose und
dem nicht vergéarbaren Glycerin wuchs kein Stamnemuahaeroben Bedingungen. Sowohl
der Wildstamm vortS. cerevisiae BY4741 als auch alle von diesem abgeleiteten Matan
zeigten unter anaeroben Bedingungen kein Wachstirivaltose (Tab. 9). Die Auswertung
erfolgte nach 3 Tagen Inkubation bei 30 °C. Evdigagsehr langsames Wachstum konnte

bei dieser Untersuchung nicht erkannt werden.
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Abb. 21: Optische Dichte und Ethanolkonzentration bei aeroldéachstum vors. cerevisiae
BY4741 auf Glucose (WT A-- undp® ----)

Die maximalen Wachstumsraten () verschiedener Hefestamme auf Glucose und auf
Maltose wurden in 100-ml-Schuttelkulturen mit eirkdwhlenhydratkonzentration von 1 %
bestimmt. Wahrend die atmenden Stamme unter di¢sesuchsbedingungen aerob garten,
zeigten die atmungsdefekten Stdmme reine anaeréoen&g Dies wird am Verlauf der
optischen Dichte und der Ethanolkonzentrationen rerdh des Wachstums deutlich.
Beispielhaft ist das Auftreten von aerober und estaer Garung fiir den Wildtyp und dpé-
Mutante vorS. cerevisae BY4741 in Abb. 21 dargestellt.

Trotz anndhernd gleicher Ethanolausbeute bliebZéikausbeute bei der reinen anaeroben
Géarung der Mutante deutlich hinter der Zellausbdageder aeroben Garung des Wildtyps
zurick. Bei allen drei Stdmmen zeigten die Wildtypesoweit untersucht, hdhere
Wachstumsraten als die jeweiliggfMutanten (Tab. 10). Auch die Wachstumsraten der
Mutanten mit spezifischer Gendeletion waren gegenutlem Wildtyp verringert. Die
maximale Wachstumsrate sowohl vé@cerevisae DSMZ 1333 Wildtyp als auch von der

p’-Mutante waren auf Maltose gegeniiber Glucose stmingert. Das verringerte Wachstum
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auf Maltose zeigte sich auch bei den Mutanten pezgischer Gendeletion vdh cerevisiae
BY4741, sofern sie Uberhaupt auf Maltose wuchsernw& das Wachstum auf Maltose von

S cerevisiae BY4741Acox5a undAmbal deutlich langsamer als beim Wildstamm.

Tab. 10: pmax (h%) von S cerevisiae in Schiittelkultur

Stamm Glucose Maltose
DSMZ 1333 0,48 0,37
DSMZ 1333p° 0,39 0,31
CBS 1172 0,40 n.u.
CBS 1172p° 0,32 n.u.
BY4741 0,42 0,17
BY4741p° 0,35 0,00
BY4741Acox5a 0,41 0,03
BY4741Acox7 0,35 0,00
BY4741Ambal 0,39 0,12

3.2.2 Biomasse-spezifischer Sauerstoffverbrauch

Zur Bestimmung der Biomasse-spezifischen Sauevstdffauchsraten wurden gleiche
Mengen Hefebiomasse der verschiedenen Stamme M @itrat-Phosphat-Puffer mit 0,1 %
Glucose suspendiert und die Sauerstoffabnahme gemebklohe Sauerstoffverbrauchsraten
zeigten die Wildtypen. Die ermittelten Sauerstofbrauchsraten vors. cerevisae DSMZ
1333, CBS 1172 und BY4741 betrugen 3348, 2419 WAd8 umol ¢ h*. Der Unterschied
im gewichtsspezifischen Sauerstoffverbrauch derdiyilen zeigt die deutlich hoéhere
Stoffwechselleistung der Brennereihefe gegenuberB#ekerhefe und dem Laborstamm
(Abb. 22). Diep®Mutanten der untersuchten Hefen und der Sta®nmerevisiae BY4741
Acox7 hatten mit weniger als 240 pmdilg* den geringsten Sauerstoffverbrauch. Die
Stamme S cerevisae BY4741 Ambal undAcox5a hatten einen  spezifischen
Sauerstoffverbrauch von 1459 bzw. 330 pmiblhg und verbrauchten damit deutlich mehr
Sauerstoff als die anderen Mutanten. Der Stenearevisiae BY4741Ambal ereichte somit
85 % von dem Sauerstoffverbrauch des Wildtyps. Drdsgt eine vorhandene Restatmung,
welche sich fir diesen Stamm aufgrund des aerobewh®fums auf Glycerin in den

vorangegangenen Untersuchungen bereits abzeicfiraie9).
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Abb. 22: Biomasse-spezifische Sauerstoffverbrauchsrateciviedener Hefestamme

3.2.3 Einfluss des Atmungsdefektes auf das pH-Optum von S. cerevisiae

Abb. 23 zeigt die in Abhangigkeit vom pH-Wert maxsinerreichbaren Wachstumsraten fir
die Stammes. cerevisiae DSMZ 1333 und CBS 1172 sowohl fur die Wildtypes alch fur
die entsprechendes?-Mutanten. Die Messung erfolgte in Schiittelkultit in% Glucose und
0,5 % Hefeextrakt bei 30 °C. Eine Veradnderung défQptima fur das Wachstum durch
einen Atmungsdefekt liel3 sich bei den beiden getimstHefestammen nicht erkennen. Die
vier Stamme unterschieden sich deutlich in der malen Wachstumsrate, jedoch nur
unbedeutend in der Lage der pH-Optima. Das besthgtam zeigten die getesteten Stamme
zwischen pH 4 und pH 5 (Abb. 23). In Abb. 24 sind th Abhangigkeit vom pH-Wert
maximal erreichbaren Biomasse-spezifischen Ethddalmgsraten fir den Stamm
S cerevisiae DSMZ 1333, sowohl fiir den Wildtyp als auch fiir gfeMutante, dargestellt.
Die Messung erfolgte mit einer geschuttelten Hedpsusion bei 30 °C in 0,1 M Citrat-
Phosphat-Puffer mit 1 % Glucose. Das pH-Optimumdigéralkoholische Garung lag bei der
p’-Mutante vonS. cerevisiae DSMZ 1333 &hnlich wie das Wachstumsoptimum (AlR). (i

pH 5 (Abb. 24). Beim Wildtyp war das pH-Optimum degroben Garung gegeniber dem
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Wachstumsoptimum leicht ins Alkalische nach pH @sgkoben. Die gemessenen Géarraten
der reinen alkoholischen Garung dgkMutante lagen deutlich iber denen der aeroben
Garung des Wildtyps. Die Garung hing jedoch niahgleichem Mal3e vom pH-Wert ab, wie
es zuvor fur das Wachstum beobachtet worden warEB®hung des pH-Wertes von pH 5

auf pH 7 sank die maximale Wachstumsrate um Ubéo5@&ohingegen die Garung lediglich

um ca. 20 % eingeschrankt wurde. Die Messung d€atg Doppelansatz.
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Abb. 23: pH-Optimum fiur das Wachstum voB. cerevisae DSMZ 1333 (A) und
S cerevisiae CBS 1172 (B) (A-- Wildtyp, --=-- p°-Mutante)
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Abb. 24: pH-Optimum fur die Ethanolproduktion durcB cerevisae DSMZ 1333
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3.2.4 Biomasse-spezifische Ethanolbildung

Zur Bestimmung der Biomasse-spezifischen Etharthibijsraten unter aeroben
Verhaltnissen und in Gegenwart niedriger Zuckerkotrationen wurden gleiche Mengen
Hefebiomasse in Puffer mit 0,2 % Glucose suspendied aerob bei 30 °C schittelnd
inkubiert. Die gemessene Zunahme der Ethanolkoret@nt wurde auf das
Hefetrockengewicht bezogen. Die zur Atmung bef&mgiWildtypen blieben in den
Ethanolbildungsraten hinter den getesteten Stammén defekter und eingeschrankter
Atmung zurlck (Abb. 25).
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Abb. 25: Biomasse-spezifische Ethanolbildungsraten verseniedStamme vo8 cerevisiae
bei einer Substratkonzentration von 0,2 % Glucose

S cerevisiae DSMZ 1333p° zeigte die hochste Ethanolbildungsrate mit 254grhg . Die
Ethanolbildungsrate des atmungsdefekten Laborstam@neerevisae BY4741 p° war
deutlich niedriger. Auch hier zeigte sich die h@h#&toffwechselaktivitdt der Brennereihefe.
Beim StammS. cerevisiae BY4741Acox5a machte sich die vorhandene Restatmung (Abb.
22) negativ bei der Ethanolbildung bemerkbar. DiesBtamm lag mit einer
Ethanolbildungsrate von 114 mg™tgh® zwischen entsprechendem Wildtyp und

atmungsdefekter’-Mutante.
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Abb. 26: Ethanolbildungsraten unter aeroben Bedingungen Saerevisiae DSMZ 1333

(--A--  Wildtyp, -=-- p%Mutante) in Abh&ngigkeit von der Substratkonzeitra
(Substratsattigungskurve (A); Darstellung nach ieaver und Burk (B))

Zur Untersuchung der maximal erreichbaren speniéisc Garaktivitat vonS. cerevisiae
DSMZ 1333 wurden die Glucosekonzentrationen in cléeslenen Ansatzen schrittweise
erhoht und die Substratsattigungskurve aufgenommess erfolgte mit Schittelkulturen in
Erlenmeyerkolben, bzw. zur anaeroben Kultivierungstehenden Kulturflaschen bei 30 °C
(Abb. 26 und Abb. 27). Unter aeroben Bedingungahliei einer Glucosekonzentration von
7 % weitgehende Substratséattigung bei einer spehién Ethanolbildungsrate von
0,48 g ¢ h* beim Wildtyp bzw. 0,81 g'§h™ bei derp®-Mutante ein (Abb. 26 A).

Die Garrate als Funktion der Glucosekonzentratadgt fder Michaelis-Menten-Kinetik. Dies
wird durch die Substratsattigungskurve sowie dudh Darstellung nach Lineweaver und
Burk (Abb. 26 B) deutlich. Der aus Abb. 26 B fuedbarung des Wildtyps unter aeroben
Bedingungen berechnete®\Vert betragt 2,3 giGlucose. Fiir di@®-Mutante ergibt sich ein
Km-Wert fir Glucose von 3,5 gl Auch unter anaeroben Bedingungen war die
Substratsattigung der Garaktivitdt bei einer Gle&oszentration von 7 % weitgehend
erreicht. Die maximale Ethanolbildungsrate des ¥dchmes war mit 0,74 g'gh™ fast
genauso hoch wie die maximal erreichte Géarrate pdéviutante mit 0,83 g § h™>. Der
Verlauf der Substratsattigungskurve blieb bei p&Mutante durch die Kultivierungsform
(aerob geschuttelt oder anaerob stehend) weitgebebéeinflusst. Die etwas geringere

Garaktivitat des Wildstammes lasst sich durch detri von Luft in die anaerobe Kultur bei

50/121



Ergebnisse

der Probenahme erklaren (Abb. 27 A). DerWert fur die alkoholische Garung auf Glucose
unter anaeroben Bedingungen betragt 1,8 ik den Wildtyp bzw. 3,1 g™ fir die
p’-Mutante. Somit zeigte der Wildtyp hinsichtlich dekoholischen Garung unabhéngig von

den Kulturbedingungen eine geringfligig hohere Affingegenuber Glucose.
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Abb. 27: Ethanolbildungsraten unter anaeroben BedingungerSvoerevisae DSMZ 1333

(--A--  Wildtyp, --=--p®-Mutante) in Abhangigkeit von der Substratkonzerdra
(Substratsattigungskurve (A); Darstellung nach ieaver und Burk (B))

3.2.5 Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf di€&thanolproduktion

Zur Ermittlung des Einflusses der Sauerstoffkonzgitn auf die Biomasse-spezifische
Ethanolbildungsrate voB. cerevisiae DSMZ 1333 Wildtyp und entsprechendgkMutante
wurde vorgezogene Hefebiomasse in 0,1 M Citrat-pmatsPuffer mit 1 % Glucose
suspendiert und bei 30 °C inkubiert. Neben einenaemben Ansatz, bei dem der
Restsauerstoff durch vorherige Begasung mit Stidkstus dem Medium entfernt wurde,
wurde ein Ansatz mit Luft und ein weiterer mit rein Sauerstoff begast. Die Zunahme der
Ethanolkonzentration in den verschiedenen Ansaigeim Abb. 28 dargestellt. Trotz der
geringen Menge an eingesetzter Biomasse wurde digohhohen Sauerstoffverbrauch des
Wildtyps von S cerevisiae DSMZ 1333 in den drei Ansatzen nicht die gasdsehie
Sauerstoffsattigung des Mediums erreicht. Im mitt Lhegasten Ansatz stellte sich eine
Sauerstoffkonzentration von ca. 50 %, im Sauersteffasten eine Sauerstoffkonzentration

von ca. 400 % Luftsattigung ein.

51/121



Ergebnisse

>

1,2

y 0

0,8 o

0,6 y
0a

1
)
=
|
. -1
o
(o] =
L

Ethanolkonzentration (g |
L}
Ethanolkonzentration (g |

o

~N

L
(]
\

Zeit (h) Zeit (h)

Abb. 28: Ethanolkonzentration in statischer Kultur vBncerevisiae DSMZ 1333, Wildtyp
(A) p>-Mutante (B) (--- anaerob, A-- Luftbegasung, --x—Sauerstoffbegasung)
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Abb. 29: Biomasse-spezifische Ethanolbildungsraten Wrcerevisae DSMZ 1333 bei
verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen (1 % G&)cos

Die Garaktivitat unter anaeroben Bedingungen wartlidd hoher als in den Luft- oder
Sauerstoff-begasten Ansatzen. Es ist jedoch zuhbsacdass es sich bei der Ethanolbildung
in den aeroben Ansatzen um aerobe Garung handadtesamit die Messwerte mit denen
unter anaeroben Kulturbedingungen bzw. mit denenS/@erevisae DSMZ 1333p° nicht
vergleichbar sind. Im Ansatz mit 50 % Luftséattigukegm es in den ersten vier Stunden zu
keinem Verlust an Garaktivitat. Nach sechs Stundlen die Garaktivitat jedoch deutlich

reduziert. Bei einem Sauerstoffgehalt von 400 %tdaifigung zeigtes. cerevisae DSMZ
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1333 Wildtyp in den ersten zwei Stunden die gleiGiaeaktivitat wie bei 50 % Luftsattigung.
Allerdings war bereits nach vier Stunden Inkubatram noch 16 % Restaktivitat messbar
(Abb. 29). Zur Untersuchung des Einflusses der Saoigkonzentration auf die Biomasse-
spezifische Ethanolbildungsrate vBncerevisae DSMZ 1333p° wurde genauso wie beim
Wildtyp verfahren. Aufgrund der geringen Menge amgesetzter Biomasse und dem sehr
geringen Sauerstoffverbrauch stellten sich bei dersatz mitS. cerevisae DSMZ 1333p°

die bei Normaldruck maximal erreichbaren Sauers#tfigungen ein, abhangig vom
verwendeten Gas (Abb. 30).
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Abb. 30: Biomasse-spezifische Ethanolbildungsraten Sarerevisae DSMZ 13330° bei
verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen (1 % G&jehe 2.6.2)

Die durchschnittliche Ethanolbildungsrate in destem zwei Stunden der Inkubation war bei
S cerevisae DSMZ 1333p° in allen drei Ansatzen nahezu identisch und eatpder des

Wildtyps unter anaeroben Bedingungen. Allerdingsr veler Garaktivitatsverlust mit

fortschreitender Versuchsdauer starker ausgeptagbeam Wildtyp. Die durchschnittliche

Ethanolbildungsrate aus der dritten und viertem&tunach Beginn der Inkubation war in
allen Ansatzen verringert. Es kam mit fortschrademVersuchsdauer zum Aktivitatsverlust
der Hefen. Das Ausmald des Aktivitatsverlustes nafhisteigendem Sauerstoffgehalt im
Medium zu. Der anaerobe Ansatz zeigte nach derremdivei Stunden keinen weiteren
Verlust der Garaktivitdt, wohingegen der Ansatz mihem Sauerstoffgehalt von 476 %
Luftsattigung weiterhin deutlich an Garaktivitatrkee. Nach 6 Stunden Inkubation waren in

diesem Ansatz nur noch 17 % der Anfangsaktivitathaoden. Im Ansatz mit 100 %
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Luftsattigung waren nach vier Stunden noch 57 % woadh sechs Stunden noch 54 %
Restaktivitat zufinden. Zu einem weiteren Verlust @araktivitat nach den ersten zwei
Stunden Inkubation kam es in diesem Ansatz kaume Blbnahme der Garaktivitat durch
zunehmende Zuckerlimitierung konnte durch den Mdrsaufbau ausgeschlossen werden, da
die Abnahme der Glucosekonzentration wahrend desu¢hs im Verhéltnis zur vorgelegten

Glucosekonzentration sehr gering war.

Durch eine Steigerung des Sauerstoffgehaltes voaub@00 % Luftsattigung kam es beim
Wildtyp nicht zur verstarkten Unterdriickung der @#g, jedoch zu einer verminderten
Langzeitstabilitat der Garaktivitat. Bei in 0,1 Miti@t-Phosphat-Puffer suspendiertem
S cerevisae DSMZ 1333 Wildtyp und p®-Mutante kommt es mit fortschreitender
Versuchsdauer zum Verlust von Géaraktivitat. DurchdBung der Sauerstoffkonzentration im
Medium wird dieser Aktivitatsverlust stark beschigi. Diese Beobachtung gilt sowohl fir
die rein anaerobe alkoholische Garung Wuoerevisae DSMZ 1333p° als auch fir die

aerobe Garung vofs. cerevisae DSMZ 1333 und ist vermutlich durch einen generell

Vitalitatsverlust der Hefen begrtindet.
3.2.6 Schutz vor erhohter Sauerstoffkonzentration drch Immobilisierung

Ahnlich wie in den vorangehend beschriebenen Véesucwurde zur Prifung des
Immobilisierungseinflusses eine definierte MengerBasse vois. cerevisiae DSMZ 1333p°

in stickstofffreier 1 %iger Glucoselbésung susperidieund die Zunahme der
Ethanolkonzentration bei 30 °C unter Sauerstoftpiiiy (476 % Luftsattigung) acht Stunden
lang gemessen. Dies geschah auch mit in 2 %igemmalgnmobilisierter Hefemasse. Beide
Versuche erfolgten im Doppelansatz. Obwohl die Agesawegen der Instabilitat von
Alginatmatrices gegenuber einwertigen lonen scheéchepuffert waren als in den
vorangehenden Versuchen (0,01 Citrat-Phosphat4putbieb der pH-Wert wahrend der
Messung konstant. Die Zunahme der Ethanolkonzémtrgtro eingesetzter Hefemasse mit

fortschreitender Versuchsdauer ist in Abb. 31 wigdgeben.

Beim Einsatz nativer Hefemasse kam es bereits deahStunden Inkubation zur Abnahme
der Garaktivitat. Nach funf Stunden Inkubation bligie Ethanolkonzentration weitgehend
konstant. Es kam zum fast vollstandigen Verlust Gdraktivitdt. In den Ansatzen mit
immobilisierter Hefemasse erfolgte diese Einschu@gk deutlich langsamer und bis zum
Versuchsende nahm die Ethanolkonzentration zu. lénuraterschiedliche Einschréankung der

Garaktivitat von nativer und immobilisiert& cerevisiae DSM 1333p° zu verdeutlichen,
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sind fur beide Ansatze die zu unterschiedlichen tpfekten vorhandenen
Ethanolbildungsraten vergleichend in Abb. 32 daejitsDie Garaktivitat der Immobilisate
betrug zu Versuchsbeginn nur 78 % der Aktivitat dativen Hefe. Im Ansatz mit nativer
Hefe sind jedoch nach sechs Stunden nur noch 2&rAfangsaktivitat vorhanden. Beim
Einsatz von Immobilisaten sind es zum gleichenptmikt noch 76 %. Nach acht Stunden
waren dies bei nativen Zellen nur noch 5 % undirbenobilisierten Zellen 50 %. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Immobilisierung von Hefe einer héheren Stabilitdt der

Garaktivitat gegentber erhohten Sauerstoffkonzgoiren fiihren kann.
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Abb. 31: Biomasse-spezifische Ethanolkonzentration in stéis Kultur von nativen und
Alginat-eingehiillten Zellen vo8. cerevisiae DSM 1333p° bei 476 % Luftsattigung
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Abb. 32: Biomasse-spezifische Ethanolbildungsraten $omerevisiae DSMZ 1333p° in
nativer und immobilisierter Form bei 476 % Luftgguing (1 % Glucose)
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3.2.7 Einfluss der Sauerstoffkonzentrationen auf da Wachstum von

S. cerevisiae

Zur Ermittlung des Sauerstoff-Einflusses auf daschgtum vonS. cerevisiae DSMZ 1333
und S cerevisae DSMZ 1333p° wurde die OD 620 im Rihrreaktor ohne Begasung, mit
Luftbegasung und mit Sauerstoffbegasung aufgenomBierzunahme der Optischen Dichte
und der Verlauf der Sauerstoffkonzentration im Medi unter Begasung mit reinem
Sauerstoff ist in Abb. 33 dargestellt. Trotz konterlicher Begasung mit reinem Sauerstoff
sank die Sauerstoffkonzentration im Medium wahreied Wachstums vof. cerevisiae
DSMZ 1333 Wildtyp, so dass nach fiunf Stunden anmih@naerobe Verhdltnisse in der
Kulturbriihe vorlagen. Deutlich zeigte sich die Dieeubeim Wachstum des Wildstammes auf
Glucose, verursacht durch die zeitlich versetzteirAgation des wahrend der aeroben Garung

entstandenen Ethanols.

- 500
- 400

- 300

OD 620

- 200

Luftsattigungsgrad (%)

- 100

Zeit (h)

Abb. 33: Wachstum vonS cerevisae DSMZ 1333 (WT -A-- und p° --=-- ) und
Sauerstoffkonzentration im Medium wahrend der Baggsnit reinem Sauerstoff

Wahrend des exponentiellen Wachstums Socerevisae DSMZ 1333p° kam estrotz des

geringen Sauerstoffverbrauchs (Abb. 22) und komiicher Begasung mit reinem
Sauerstoff zur leichten Abnahme der Sauerstoffkoinagon im Medium. Ursache kann
neben atmungsunabhangigen sauerstoffverbrauchderiemreaktionen die Kohlendioxid-
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produktion der Hefekultur sein, die zur Herabsetzuwder Loslichkeit anderer Gase im
Medium fuhrt. Fur die wahrend des Wachstums voeletpn Sauerstoffkonzentrationen
konnen Kkeine absoluten Werte angegeben werden. iDieTab. 11 genannten
Luftsattigungsgrade sind Mindestwerte, welche Ubden gesamten Versuch eingehalten
wurden. Das Wachstum vch cerevisiae DSMZ 1333p° blieb durch die Begasung mit Luft
unbeeinflusst. Die maximal erreichte Wachstumsratgsprach der unter anaeoben
Bedingungen. Durch die Begasung mit reinem Sauérstorde das Wachstum des’
Mutante jedoch eingeschréankt, und die Wachstumstdate obligaten Garers sank. Der
Wildtyp von S cerevisae DSMZ 1333 zeigte hingegen keinen Unterschied metenittelten
Wachstumsraten fiir das Wachstum unter Luft- uneeStoifbegasung. Dies ist begrindet in
den niedrigen Sauerstoffkonzentrationen, die tB¢gasung wahrend des Wachstums des
Wildtyps in der Kulturbriihe vorlagen. Lediglich dietale Abwesenheit von Sauerstoff
wéahrend der anaeroben Kultivierung fuhrte zu eirfdmsinken der Wachstumsrate auf das

Niveau der atmungsdefekteftMutante.

Deutliche Unterschiede zeigten sich bei den Zellauten des Wildtyps unter den
verschiedenen Kulturbedingungen. Wahrend diese dei p°-Mutante durch die
verschiedenen Begasungsformen nicht beeinflusstiemjrstiegen sie beim Wildtyp rapide
mit dem zunehmenden Sauerstoffeintrag in die KufBrund war die verstarkte Atmung und
die damit gegentber der Géarung erhdhte Biomassektiod. Dadurch sank beim Wildtyp
auch die Ethanolausbeute (Tab. 11).

Tab. 11: Gemessene Kenngréf3en fur das WachstumsSvoerevisiae DSMZ 1333 bei der
Verwendung verschiedener Gase (Normaldruck, 0:8nin") bei 30 °C in Vollmedium (1 %
Glucose, 0,5 % YE), ermittelt nach 6 Stunden Inkioiba

Verwendetes Gas (Normaldruck) Sauerstoff Luft anamb

Stamm Wildtyp | p° Wildtyp | p° Wildtyp | p°
Mindestluftséattigung (%) 0 > 400 0 >80 0 0
Hmax (N7 0,54 0,43 0,54 0,48 0,48 0,48
Zellausbeute(g g™) 0,29 0,13 0,20 0,13 0,14 0,13
Max. Ethanolproduktion (g I* h%) 1,37 1,28 2,01 1,63 1,48 1,36
Ethanolausbeute(g g*) 0,39 0,49 0,42 0,47 0,47 0,50
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3.3 Kombination aus Fotosynthese und alkoholischeGarung im

Fotobioreaktor

3.3.1 Simulation

Im Folgenden sind die Ergebnisse einer Simulatioar dEthanolproduktion aus
fotosynthetisiertem Zucker beschrieben. Der fottisgtisch aktive Part wird durch
Maltosezugabe in das System simuliert. Die hocimstBeser Arbeit Uber einen mehrtagigen
Zeitraum gemessene volumetrische Zuckerexkretitmsran Ch. sp. SAG 241.80 betrug
429 mg 1* d*, dennoch wurde hier eine deutlich hdhere Zuckeegidn simuliert. Es wurde
Maltose mit einem Zulauf von 120 mg h' kontinuierlich in einen 1-Liter-Riihrreaktor
gegeben. Dies entspréche einer Zuckerexkretior8084 mg T d*. Um die Bedingungen im
Fotobioreaktor nachzuahmen, wurde HefebiomasseSvearevisiae DSMZ 1333p°in NMV
Medium suspendiert. Die anfangliche Biomassekomatah betrug 0,5gi Die
Inkubationstemperatur betrug, wie bei den Versuchen Grinalgen, 25 °C und durch
kontinuierliche Begasung mit Luft wurden aerobe h&dtnisse im System aufrecht erhalten.

Der Versuch erfolgte im Doppelansatz.

Abb. 34 zeigt den Verlauf der Ethanol- und Maltas®tentration im Bioreaktor. Weiter ist
die Ethanolkonzentration angegeben, welche beir eiallstandigen Vergarung der Maltose
entstanden ware (max. EtOH). Zur Berechnung wurdeds einer theoretischen Vergéarung
der akkumulierten Maltose stochiometrisch maximéabhche Ethanolmenge (0,54 g Ethanol
aus 1 g Maltose) mit der gemessenen Ethanolkorsemtraufaddiert (Abb. 34). Wéahrend
der ersten 50 Stunden kam es zur vollstandigen tzonsg der kontinuierlich zulaufenden
Maltose. Danach erfolgte aufgrund nachlassenderkBiéttat der Hefe eine verstarkte
Akkumulation von Maltose im System. Die fortan geere Zunahme der
Ethanolkonzentration ist jedoch nicht ausschlidf3ti@rauf zurickzufiihren. Auch bei einer
theoretischen Umsetzung der akkumulierten Maltosenmm die Steigung der
Ethanolkonzentration (max. EtOH) mit fortlaufendéarsuchsdauer im Medium ab. Da nach
Versuchsende durch Wachstumstest auf nicht verggéitb&ohlenstoffquellen keine
respiratorisch aktiven Kontaminationen nachgewieserden konnten, ist die beschriebene
Abweichung nur durch Evaporation des entstandenieangls aufgrund der kontinuierlichen

Bellftung zu erklaren.
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Abb. 34: Ethanolproduktion vorS. cerevisae DSMZ 1333p° in NMV-Medium unter
Zuckerlimitierung ( 0,12 g Maltosé h™)

3.3.2 Cokultivierung von Grinalgen und Hefen

Fur die Versuche zur Ethanolproduktion aus Kohlexidi und Licht wurden die Organismen
S cerevisae DSMZ 1333p° und Ch. sp. SAG 241.80 verwendet. Die Mikroorganismen
wurden vorgezogen und in EM in einem 400-ml-Sawakior suspendiert. Die Zelldichte der
Griinalgen im Versuchsansatz betrug zu Versuchsbhedihml™. Dieser Versuch wurde in
zwei verschiedenen Varianten durchgefihrt (Abb.uB8 Abb. 36). Jede Versuchsvariante
wurde im dreifachen Parallelansatz erstellt und Missergebnisse wurden gemittelt. Die
beiden Varianten unterschieden sich in der Mengevdenvendeten Hefebiomasse und im
Zeitpunkt der Hefezugabe. In Variante 1 wurdenHigéen 16 Stunden nach Versuchsbeginn
zugegeben und hatten im Fotobioreaktor eine Zéitdioron 5* 18 ml™. In Variante 2
wurden die Hefezellen zusammen mit den GrinalgenBeginn des Versuchs in EM
suspendiert. In dieser Variante lag die Hefezetigicbei 16 ml™. Abb. 35 zeigt die
Messergebnisse aus Variante 1. Die Zuckerproduktaie in den ersten 16 Stunden, d.h. vor
Zugabe der Hefe, betrug 668 (+/- 198) mgif. Die Maltosekonzentration stieg auch noch
nach Hefezugabe (trotz eintretender Ethanolprodokipis zur 30. Stunde. Danach sank sie,
was verdeutlicht, dass die Garaktivitat der eing#er Hefen dann die Zuckerproduktion der

Algen Uberstieg. Die Ethanolkonzentration im Mediumahm bis zum Versuchsende
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kontinuierlich zu. Zwischen der 30. und 65. Stund&ar im Medium auch das
Zuckermonomer Glucose nachweisbar. Dies kann alschenprodukt beim Maltoseabbau
durch die Hefe angesehen werden. Allerdings lassh sine Veradnderung der
Exkretionseigenschaften der Grunalge mit forts¢éneier Versuchsdauer nicht ausschlieRen.
Die maximale Ethanolbildungsrate in Variante 1 bgtr412 (+/- 23) mgid™. Der
Phosphatgehalt sank wahrend des Versuches von 5 Immaf 4,28 (+/- 0,19) mmolYi(ohne
Abb.).
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Abb. 35: Variante 1 zur Ethanolproduktion durch Cokultivieguvon Ch. sp. SAG 241.80
(10° Zellen pro ml) unds. cerevisae DSMZ 1333p° (5 * 10° Zellen pro ml) in EM-Medium
unter Dauerlicht; Hefezugabe nach 16 Stunden

Die Messergebnisse aus Variante 2 sind in Abb. B&levgegeben. Die durchschnittliche
Zuckerproduktion in den ersten zwolf Stunden, d.im ersten Messintervall,
betrug 1018 (+/- 30) mg'ld™. Dies ist die héchste volumetrische Zuckerexkresiate von
Ch. sp. 241.80, die in der vorliegenden Arbeit gemesserde. Trotz Zugabe der Hefe bei
Versuchsbeginn konnte erst nach dem zweiten Messait, also nach 23,5 Stunden, Ethanol
im Medium nachgewiesen werden. Die Ethanolkonzé&atrastieg bis zur 60. Stunde
kontinuierlich  an. Die maximale volumetrische Etbgmoduktion lag bei
421 (+/- 39) mgt d*. Freie Glucose war nur zu einem Messzeitpunkt éhr sgeringer
Konzentration nachweisbar. Der Phosphatgehalt seifikend des Versuches von 5 mmbl |
auf 4,24 (+/- 0,27) mmol‘i(ohne Abb.).
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Es konnte also gezeigt werden, dass Ethanolpramuktiis Kohlendioxid und Licht mit den
gewahlten Mikroorganismen und dem verwendeten \éisaufbau moglich ist. Aus Abb. 35
und Abb. 36 wird allerdings nicht deutlich, ob eshsbei diesem Prozess um einen
kontinuierlichen oder um einen in verschiedenerfédtwnterteilbaren Prozess handelt. Es
bleibt unklar, ob Uber den gesamten Zeitraum Kdtl&dh aus der Zuluft fixiert und
Kohlenhydrate aufgebaut bzw. zu Ethanol vergorerde/uoder ob es erst zur Anhaufung von
Maltose kam, an die sich ohne weitere Fotosynteetahg der Griinalge die alkoholische

Garung anschloss.
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Abb. 36: Variante 2 zur Ethanolproduktion durch Cokultivieguvon Ch. sp. SAG 241.80
(10° Zellen pro ml) undS cerevisae DSMZ 1333p° (10° Zellen pro ml) in EM-Medium
unter Dauerlicht

Um zu klaren, ob bis zum Versuchsende Fotosynthigtand, wurde in Abb. 37 fir beide
Varianten fur jeden Messzeitpunkt die zur Synthdsegemessenen Zucker (1 mol Maltose =
2 mol Glucose) und des gemessenen Ethanols (1 thah& = 0,5 mol Glucose) theoretisch
notwendige Menge an Glucose aufgetragen. Somit dianes sich nicht um ein
kalorimetrisches, sondern um ein stéchiometrischgsivalent. In Variante 1 wird in den
ersten 24 Stunden eine theoretische Glucosepranuktn 724 (+/- 120) mgHd™ erreicht.

Ab der 30. Stunde sinkt die Produktionsrate. Daotbtische Konzentration an Glucose steigt
jedoch bis zum Versuchsende. In Variante 2 lieglan ersten 24 Stunden eine theoretische
Glucoseproduktion von 914 (+/- 24) mbd™* vor. Nach 35,5 Stunden sinkt jedoch der Gehalt
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an Produkten im Medium. Da zu diesem ZeitpunktHtlvanol im Medium geldst vorlag, ist
eine  Abnahme durch Evaporation denkbar, jedoch kain Verbrauch dieser

Kohlenstoffquelle durch mikrobielle Kontaminatiorecit ausgeschlossen werden.
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Abb. 37: Fur die Synthese der in Variante 1 und 2 (Abb. 88 &bb. 36) gemessenen
Produktkonzentrationen theoretisch notwendige Kotraton an fotosynthetisch erzeugter
Glucose (1 mol Maltose = 2 mol Glucose bzw. 1 mbkBol = 0,5 mol Glucose)

3.4 Versuche zur Wasserstoff- und Saureproduktion

3.4.1 Auswabhl der Clostridienstamme

Die Fahigkeit zum Wachstum auf verschiedenen Medierde mit vier Clostridienstammen
untersucht. Dies erfolgte in 5-ml-Flussigkultureach vorangehendem Hitzeschock. Als
Inkubationstemperaturen der Kulturen wurden dienstapezifischen Vorgaben der DSMZ

verwendet.

Tab. 12: Verwendete Inkubationstemperaturen und Ergebnisgse Wachstumstests der
Clostridienstamme auf verschiedenen Medien in sigére 5-ml-Kulturen.

Stamm T(°C) RCM 6 %ige Molke (milvI Loanc?ése) (mill/ll?ggtt(;se)
S A R R N
C hayten s | - 1 - o [ -
i A I N R
g.stl\r;ltzrr;gggltyncum 55 + i} . -
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Auf RCM zeigten alle getesteten Stamme gutes WanhsAuf reiner Molke sowie auf den
Vollmedien mit Lactose als Kohlenhydratquelle wudbsthermobutyricum DSMZ 4928
nicht. Alle anderen Stamme zeigten Wachstum auk®lahd den beiden Vollmedien Monot
und Monot. Allerdings war das Wachstum vdl butyricum DSMZ 10702 auf dem rein
synthetischem Vollimedium (Monot) ohne Hefeextrakthd Peptonzusatz mit Lactose als

Kohlenhydratquelle sehr schwach (Tab. 12).

Tab. 13: Fermentationsprodukte (mindestens 100 fgvierschiedener Clostridienstamme
nach dreitagigem Wachstum auf Molke (6 %) in steleerKulturen bei 37 °C

Stamm Fermentationsprodukte

C. saccharobutylicum DSMZ 13864 Butterséaure, 1-Butanol, Essigséure, Aceto
C. butyricum DSMZ 10702 Buttersaure, Essigsaure

C. acetobutylicum DSMZ 792 1-Butanol, Buttersdure, Essigséure, Aceton

Da der StamntC. thermobutyricum DSMZ 4928 auf reiner Molke nicht wuchs, erfolgten
keine weiteren Untersuchungen mit diesem Stamm.dBei anderen Stammen wurde die
Produktbildung in stehenden 100-ml-Kulturen mit gy Molke untersucht. Tab. 13 zeigt
die nach drei Tagen Inkubation auf 6 %iger Molkehgewiesenen Garungsprodukte, sofern
die gemessene Konzentrationen tiber 100 Trigden. Bei der Vergéarung von Molke durch
C. saccharobutylicum DSMZ 13864 undC. acetobutylicum DSMZ 792 konnten Spuren von
Ethanol und 2-Butanol nachgewiesen werden, weleu®gh nicht quantifiziert wurden.
C. butyricum DSMZ 10702 war der einzige Stamm, bei dem aussgldih die Produktion
von kurzkettige Carbonsauren und keine Losungsimitiduktion nachgewiesen werden

konnte.

Auch der zeitliche Verlauf der Buttersaure- und dtaholkonzentrationen in den stehenden
100-ml-Kulturen mit 6%iger Molke (Abb. 38) zeigtass es beC. butyricum DSMZ 10702
auch bei hoheren Buttersdurekonzentrationen nicht Eildung von 1-Butanol kam.
Wohingegen bei C. acetobutylicum DSMZ 792 nach 30 Stunden Inkubation die
1-Butanolkonzentration die ButtersaurekonzentratranMedium Uberstieg und es nach 43
Stunden sogar zu einem Rickgang der Buttersaurektmtion, aufgrund der Reduktion der
Buttersdure zu 1-Butanol kam. Auch beim Sta@nsaccharobutylicum DSMZ 13864 lag
eine  deutliche  1-Butanolproduktion vor, jedoch wmare die  erreichten
Buttersaurekonzentrationen durchaus mit denenGrdoutyricum DSMZ 10702 vergleichbar,

so dass im Folgenden diese beiden Stamme weitersucht wurden.
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Abb. 38: Buttersaure- und 1-Butanolkonzentration in stehar@estridienkulturen mit
6 %iger Molke (DSMZ 10702 €--, DSMZ 792 -A--, DSMZ 13864 ---)

3.4.2 Wachstum vorC. saccharobutylicunund C. butyricumauf Vollmedium

Die im Folgenden beschriebenen Wachstumsversuchidewualle in einer 1-I-Kultur im
Ruhrreaktor unter einer selbstgenerierten anaeroBémosphare durchgefiihrt. Die
Inokulation der 900-ml-Hauptkultur erfolgte mit id¢acht stehend inkubierten Vorkulturen
gleichen Mediums. In Tab. 14 sind Wachstumsraterd uAroduktionsraten von
C. saccharobutylicum DSMZ 13864 undC. butyricum DSMZ 10702 auf Vollmedium mit
Lactose als Kohlenstoffquelle wiedergegeben. Net@mn nicht pH-gesteuerten Ansatz unter
Zusatz von Hefeextrakt wurde beC. butyricum DSMZ 10702 ein Ansatz ohne
Hefeextraktzusatz und einer mit pH-Steuerung (p®) @urchgefihrt. Die KenngroRen in
Tab. 14 stammen aus den ersten zehn Stunden déisWansversuche.

Die vorhandene Essigsaureproduktion ist in Tab. ridht wiedergegeben, da die
Quantifizierung der produzierten Essigsaure dumh ldohen Acetatgehalt des Vollmediums
sehr ungenau war. Die ermittelten Zuwéachse an &&grg waren zudem noch sehr gering, so

dass von einer Produktinhibierung der Essigsaudegteon ausgegangen werden kann.

Exemplarisch ist die Optische Dichte und die Laekosizentration in Abb. 39 und die
Buttersdurekonzentration und Gasbildung wahrendWdashstums vort. butyricum DSMZ
10702 auf Vollmedium (Mond} mit Lactose als Kohlenstoffquelle sowohl mit alsch ohne
pH-Steuerung (pH 6,5) in Abb. 40 dargestellt. Dasc¥Astum und der Zuckerverbrauch ist in

den beiden Ansatzen in den ersten sechs Stundelichihdanach fihrt jedoch die
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Ansauerung des Mediums durch die SaureproduktioAnsatz ohne pH-Steuerung zu einem
starken Ruckgang des Wachstums und des ZuckerverwaDer pH-Wert sank innerhalb
von zehn Stunden von anfanglich pH 6,5 auf pH Alib( 39).

H'_ —4— 0D 620
AS)
- C
= S - - & - -Lactose
o«
Q ¢
© g
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Abb. 39: Optische Dichte und Lactosekonzentration wéhrend &éachstums von
C. butyricum DSMZ 10702 auf Vollimedium (Mondtohne und mit pH-Steuerung (pH 6,5)
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Abb. 40: Gasproduktion und Buttersaurekonzentration wéahreled Wachstums von
C. butyricum DSMZ 10702 ohne und mit pH-Steuerung (pH 6,5)\dolfmedium (Monot)
mit Lactose
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Ein &hnliches Bild wie beim Wachstum ergab sich dei Produktbildung. Die nach sechs
Stunden im pH-gesteuerten Ansatz beobachtete szaike und Saurebildung blieb im nicht
gesteuerten Ansatz aus (Abb. 40). Es waren naah 2emden lediglich 26,5 % der Lactose
verbraucht. Eine hohe Saure- und Gasproduktionolvae pH-Steuerung nicht mdglich. Das
in den ersten zehn Stunden entstandene Gas haitte Avesatz mit pH-Steuerung einen
Wasserstoffgehalt von 67 %. Der Verzicht auf Hefiektzusatz fuhrte beC. butyricum
DSMZ 10702 zu einem Rickgang der Wachstums- unduRtmnsraten, so dass nach zehn

Stunden nur 7,1 % der Lactose aufgebraucht waren.

Im Vergleich vonC. saccharobutylicum DSMZ 13864 undC. butyricum DSMZ 10702 zeigte
C. butyricum eine héhere maximale Wachstumsrate bei gering&@duktbildung wahrend
des Wachstums ohne pH-Steuerung auf VollimediumLagtose und Hefextrakt (Tab. 14).
Die gemessenen durchschnittlichen Produktionsrédgen deutlich unter den angegeben
maximalen Raten. Zum Beispiel lag die durchscheltd Produktionsrate wéhrend des
Wachstums vor€C. butyricum DSMZ 10702 in der pH-gesteuerten Kultur im zehndigen
Mittel fur Buttersaure bei 0,70 g™ bzw. fir Gas bei 0,93 Th™.

Tab. 14: Kenngro3en des Wachstums und der ProduktbildungGrosaccharobutylicum
DSMZ 13864 undC. butyricum DSMZ 10702 auf Vollmedium (Mondtmit 4,5 % Lactose.

Teilweise wurde auf den Hefeextraktzusatz verzichimwv. der pH-Wert gesteuert. Die
Auswertung der Versuche erfolgte nach zehn Stuhdarbation.

DSMZ-Nr. 13864 10702

Hefeextraktzusatz(1 %) + - + +
pH-gesteuert(pH 6,5) - - i :
Wachstumsrate pmax (h‘l) 0,47 0,43 0,65 0,83
Buttersaureproduktion pmax (g I*h™?) 10,35 0,16 0,27 1,33
Gasproduktion pmax (I 1*h™) 0,44 0,14 0,40 2,38
Unverbrauchte Lactose(g I 31,81 41,8 33,09 5,92

In Tab. 15 sind Wachstumsraten und ProduktionsratenC. saccharobutylicum DSMZ
13864 undC. butyricum DSMZ 10702 auf Vollmedium mit Glucose als Kohlafi&juelle

wiedergegeben.
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Tab. 15: KenngrofRen des Wachstums und der Produktbildumg Giosaccharobutylicum
DSMZ 13864 undC. butyricum DSMZ 10702 auf Vollmedium (Mondt mit 4,5 % Glucose
und 1 % Hefeextrakt. Der pH-Wert wurde nicht gesteuDie Auswertung der Versuche
erfolgte nach zehn Stunden Inkubation.

DSMZ-Nr. 13864 10702
Wachstumsrate pmax (™) 0,55 0,68
Buttersaureproduktion pmax (g I*h™) 10,39 0,27
Gasproduktion pmay (I ™) 0,83 0,60
Unverbrauchte Glucose(g I 29,6 31,9

Auch beim Wachstum auf Glucose zei@t butyricum DSMZ 10702 im Vergleich mit
C. saccharobutylicum DSMZ 13864 eine hohere maximale Wachstumsrategbangerer
Produktbildung. Die Wachstums- und Produktionsratgaren bei beiden Stdmmen auf
Glucose hoher als auf Lactose (Tab. 14 und Tab.Nisht unerwéhnt bleiben sollte die 1-
Butanol- und Acetonproduktion vad. saccharobutylicum DSMZ 13864, welche, z.B. beim
Wachstum auf Glucose, mit 0,23 g 1-Butantit nicht unbedeutend war (ohne Tab.). Bei
butyricum DSMZ 10702 konnte wie in den in Abb. 38 dokumareie Versuchen in keiner
Versuchsvariante eine Losungsmittelproduktion naehgsen werden. Nahere Informationen
Uber die Zusammensetzung des Gargases Giobutyricum DSMZ 10702 wahrend des

Wachstums auf Vollmedium mit Glucose finden sichapitel 3.4.4.
3.4.3 Wachstum vorC. saccharobutylicunund C. butyricumauf Molke

In Tab. 16 sind Wachstumsraten und ProduktionsratenC. saccharobutylicum DSMZ
13864 undC. butyricum DSMZ 10702 auf 6 %iger Molke mit Lactose als Kaotgtffquelle
wiedergegeben. Die Versuche wurden sowohl ohneaath mit pH-Steuerung (pH 6,5)
durchgefiihrt. MitC. butyricum DSMZ 10702 gab es zusatzlich noch einen pH-gedtrue
Ansatz mit Hefeextraktzusatz. Die Kenngrof3en in.Thb stammen aus den ersten zehn
Stunden der Wachstumsversuche. Auf die Bestimmueg Wachstumsraten Uber die
Optische Dichte musste wegen der sehr starken &idgemg der Molke verzichtet werden.

Eine pH-Steuerung fuhrte bei beiden Stdmmen zuekemindeutigen Steigerung der
maximalen Produktionsraten. Erst der Zusatz vor?® Hefeextrakt fihrte bet. butyricum
DSMZ 10702 zu einer deutlichen Steigerung. Die @&m @rsten zehn Stunden durch den
Hefeextraktzusatz verstarkte Gasproduktion wahrdad Wachstums voi€. butyricum
DSMZ 10702 auf Molke (Tab. 16) schwéchte jedochzauitehmender Versuchsdauer immer
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mehr ab und nach 24 Stunden waren die Gasprodskétem der beiden Ansatze nahezu
gleich (Abb. 41). Dennoch zeigte sich auch in darckischnittlichen Produktionsraten aus
den ersten 24 Stunden eine deutliche Steigerunghdiie Zugabe des Hefeextraktes. Die
durchschnittliche Buttersaurebildungsrate wurde vOr09 auf 0,24 g “h?, die
durchschnittliche Essigsaurebildungsrate von 0140413 g I*h™ und die durchschnittliche
Gasbildungsrate von 0,05 auf 0,16hf angehoben. Durch elektronische Datenaufzeichnung
konnte die aktuelle Gasproduktionsrate im AnsatzHeieextraktzusatz bis zur vollstdndigen
Vergarung der Lactose lickenlos dokumentiert we(ddat. 42).

Tab. 16: KenngrofRen des Wachstums und der Produktbildumg Grosaccharobutylicum
DSMZ 13864 undC. butyricum DSMZ 10702 auf 6 %iger Molke mit 4,5 % Lactose.

Teilweise wurde Hefeextrakt zugesetzt bzw. der perH\W\jesteuert. Die Auswertung der
Versuche erfolgte nach zehn Stunden Inkubation.

DSMZ-Nr. 13864 10702
Hefeextraktzusatz(0,1 %) - - - - +
pH-gesteuert(pH 6,5) - + . + .
Buttersaureproduktion pmax (g ') 0,19 0,13 0,16 0,21 0,30
Essigsaureproduktion pnax (g I*h™) 0,08 0,10 0,08 0,08 0,16
Gasproduktion pmax (I 1*h™) 0,10 0,08 0,15 0,08 0,49
Unverbrauchte Lactose(g I 40,01 41,03 35,40 38,89 29,58
4 -

—a—mit 0,1 % Hefeextrakt

—A— ohne Hefeextrakt

Gasproduktion (1)

0 4 8 12 16 20 24

Zeit (h)

Abb. 41: Gasproduktion vonC. butyricum DSMZ 10702 wahrend des Wachstums auf
6 %iger Molke mit pH-Steuerung (pH 6,5).
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Der sich durch den sigmoiden Verlauf der Gaspradokkurve in Abb. 41 bereits
abzeichnende Ruckgang der Gasproduktion ist in ABmoch deutlicher zuerkennen. Trotz
konstantem pH-Wert von pH 6,5 und einer Lactosekntration von 20 g sank die
Gasproduktionsrate nach 25 Stunden unter O'hfl Erst nach einer erneuten
Hefeextraktzugabe wurde die maximale Gasproduktimesvon fast 0,5 1" innerhalb
weniger Stunden wieder erreicht. Doch bereits naghiteren 25 Stunden war die
Gasproduktion wieder so gering, dass nochmals KHebde zugegeben werden musste. Nach
71 Stunden war die Lactose vollstandig aufgebraudbé wurde fir eine hohe
Gasproduktionsrate bzw. fir eine rasche Vergaramgl® % Lactose in Molke insgesamt ein

Hefeextraktzusatz von 0,3 % bendétigt.

0,5jy l l - 50
ch A 4
" 04 - 40 5
= c
Q i)
§ 0,3 -+ 30 E
U) )
5 g
£ 02 + 20 5
a ~
3 S
g 01 —-10 g
©
O —
0 \ \ \ \ \\5 0

0O 10 20 30 40 50 60 70 80

Zeit (h)

Abb. 42: Gasproduktionsratel]) und Zuckerkonzentration £-) von C. butyricum DSMZ
10702 wahrend des Wachstums auf 6 %iger Molke M#Speuerung (pH 6,5). Die Pfeile
markieren die Zugabe von je 0,1 % Hefeextrakt.

Die nach dem Einbrechen der Garaktivitat erreicAigisohlen der Gasproduktionsrate (Abb.
42) nach 18, 42, und 68 Stunden lagen mit ca. I0;88" in der gleichen GréRenordnung wie
die maximale Gasproduktionsrate im Ansatz ohne éjdfaktzusatz (Tab. 16). Die in Abb.
42 sichtbaren kurzzeitigen Einbrtiche der Gasprodngtate sind durch Gasdruckabféallen im
System hervorgerufene Messfehler. Diese wurden tmdisch Probennahme oder

Antischaummittelzugabe verursacht.
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3.4.4 Gasbildung durchC. butyricum

Um néahere Informationen tber die Gasbildung @utyricum DSMZ 10702 wahrend des
Wachstums zu erhalten, wurde in zwei gleichen Amsatdie Gasbildung unterschiedlich
uberwacht. In einem wurde die Gasbildung wie in derangegangenen Versuchen
volumetrisch gemessen und zu bestimmten Versudpsngien der Wasserstoffgehalt des
aufgefangenen Gases bestimmt. Die daraus bereclabst@lute Menge an gebildetem
Wasserstoff ist in Abb. 43 gezeigt. Im zweiten Amsaurde lediglich die Gewichtsabnahme
der Kultur wahrend des Wachstums gemessen (Abb Abb). 44 zeigt auch die theoretische
Gewichtsabnahme des ersten Ansatzes, welche wtédmsahme berechnet wurde, dass das
ubrige Gas Kohlendioxid war. Die beiden Kurven koemnfiast vollstandig zur Deckung. Zur
Uberwachung der Garaktivitat von nicht pH-gestearetulturen vonC. butyricum DSMZ
10702 kann neben der Volumenzunahme des entstan@ases auch die Gewichtsabnahme
durch die Gasbildung dienen. Der hohe gemesseneséfgasffanteil im gebildeten Gas
konnte durch die Gewichtsabnahme, welche aufgrwerdgdringen Dichte von Wasserstoff

fast ausschlief3lich durch das restliche Gas verbtsaurde, indirekt bestatigt werden.

35 |

3 —a— Gas insgesamt
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S
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0,5 |
0 LA T T T T 1
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Abb. 43:. Gasproduktion wahrend des Wachstums anbutyricum DSMZ 10702 auf
Vollmedium (Monot) mit Glucose als Kohlenhydratquelle. Es wurde @i deitpunkten der
Wasserstoffanteil des bis dahin aufgefangenen Gasatelt.
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Abb. 44: Gasproduktion (angegeben in g) wéahrend des WackstomC. butyricum DSMZ
10702 auf Vollmedium (Mond} mit Glucose als Kohlenhydratquelle (berechnet/sois. 43
unter der Annahme, dass aul3er Wasserstoff nur Kdioeid gebildet wurde) sowie die
tatséachlich gemessene Gewichtsabnahme.

3.4.5 Immobilisierung vonC. butyricum

Die Clostridien wurden in Form von Sporen immollit Dadurch konnte umgangen
werden, dass aktiv wachsende Clostridien wahrendnamobilisierung durch Luftsauerstoff
oder durch das Immobilisierungsverfahren geschadigitden. Bei der Immobilisierung
handelte es sich um eine Einhillung der Sporen atrises wie Alginat, Pektin und PVA.
Die Immobilisate besaRen vor der Keimung der Speiee Sporendichte von 6,25 *®1@I™

, bezogen auf die eingesetzte 3 %ige Alginatldsimagy. 5,00 * 18 mI*, bezogen auf die
eingesetzte 5 %ige Pektinlosung. Bei den PVA-Imiisdien war die anfangliche
Sporendichte oml?, bezogen auf die eingesetzte PVA-PEG-Lésung. Eimeémglichen
Anstieg oder eine Abnahme der Sporendichte in dendbilisaten durch Flissigkeitsverlust
oder Flussigkeitsaufnahme wahrend des Immobilisgsprozesses konnte nicht
ausgeschlossen werden. Die immobilisierten SpooerCv butyricum DSMZ 10702 keimten
uber Nacht unabhangig von der verwendeten Matrikamot-Medium. Auf reiner Molke

zeigten sie, genauso wie native Sporen @obutyricum DSMZ 10702, keine Keimung.
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3.4.6 Einsatz von immobilisiertemC. butyricumin Molke

Vor dem Einsatz in Molke wurden die in Alginat imbilisierten Sporen in MondtMedium

in stehender Kultur zur Keimung gebracht. Die Vkubation dauerte 18 Stunden, wobei
insgesamt eine Gasentwicklung von 1,2 | Gas zuewgtren war. Das Abtropfgewicht der
eingesetzten Immobilisate betrug 100 g mit eineaoitktischen Alginatanteil von 3 %. Die
nach der Keimung vorhandene Zelldichte in den Imiisaiben blieb unbekannt. In Abb. 45
ist der Einsatz von in Alginat immobilisierte@ butyricum DSMZ 10702 im Batchverfahren

auf 6 %iger Molke mit pH-Kontrolle (pH 6,5) gezeigtVenige Stunden nach Beginn der
Fermentation konnte eine starke Gasproduktion unde estarke Zunahme der

Saurekonzentrationen beobachtet werden (Abb. 45).
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Abb. 45: Gas- und Saureproduktion von immobilisiert&nbutyricum DSMZ 10702 auf
6 %iger Molke. Einmalige Zugabe von Hefeextraki (@) nach 25 h.

Bestandteile des Vollmediums (Mofptin dem die immobilisierten Sporen zuvor gekeimt
waren, scheinen beim Umsetzen der ImmobilisateieanMblke mit verschleppt worden zu
sein. Denn die gemessenen maximalen ProduktionsesteButtersaure von 0,71 ¢hi, an
Essigséaure von 0,57 gh* und an Gas von 0,72 Tt tiberschritten bei weitem die Raten,
die zuvor beim Wachstum auf reiner Molke, ohne Zuisen Hefeextrakt, dokumentiert
worden waren (Tab. 16). Die fur eine rasche Umsefales Substrates nétigen Bestandteile
des Hefeextraktes waren jedoch nach 20 Stunderelanafgcht. Der Lactoseverbrauch sowie

die Gas- und Saureproduktion kam fast zum Erliegest nach einer Zugabe von Hefeextrakt
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nach 25 Stunden kam es wieder zu einer raschentzumgeder Lactose, und die ermittelten
maximalen Sé&ureproduktionsraten uberschritten m@81g I*h* fir Buttersaure und

0,92 g I*h™ fiir Essigsaure sogar die zu Anfang der Fermemigmessenen Werte.

Eine rasche Umsetzung der in 6 %iger Molke befatndiir Lactose durc@. butyricum DSMZ
10702 war, auch beim Einsatz bereits vorgezogensarobilisierter Biomasse, ohne Zusatz
von Hefeextrakt nicht mdglich.

3.4.7 Kontinuierliche Molkefermentation mit C. butyricum

Fur eine Vergarung von Molke durc@. butyricum DSMZ 10702 im kontinuierlichen
Verfahren wurde zunéchst eine dem vorangehendesu®eréhnliche Batchfermentation
durchgefiihrt. Diese wurde spater auf kontinuieditiBetrieb umgeschaltet. Wie im Versuch
im Kapitel 3.4.6 wurden die in Alginat immobilisten Sporen innerhalb von 18 Stunden in
Monot'-Medium zur Keimung gebracht. Allerdings wurden mader Keimung die
immobilisierten Clostridien in 6 %ige Molke mit 0% Hefeextraktzusatz Uberfihrt. Die
Saure- und Lactosekonzentrationen wahrend der FHeéatmen sind in  Abb. 46
wiedergegeben.
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Abb. 46: Saure- und Lactosekonzentration in einer Batchfatat®n in 6 %iger Molke mit
0,5 % Hefeextrakt mit immobilisierte@. butyricum DSMZ 10702 mit anschlie3ender
kontinuierlicher Fermentation (Umstellung auf konidierlichen Betrieb nach 24 h)

Nach 24 Stunden war die in der Molke befindlichexrctose zu Uber 90 % abgebaut, und es

wurde auf den kontinuierlichen Betrieb umgestdlie Zusammensetzung des verwendeten
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Mediums war identisch mit der Vorlage und wurde miiter Durchflussrate von 0,015 h
durch den Reaktor geleitet. Die maximalen Produistiaten der initialen Batchfermentation
betrugen 1,18 glih? an Buttersaure, 0,54 ¢ ™ an Essigsaure und 0,84%H'an Gas.
Nach Umstellung auf kontinuierlichen Betrieb blialie Saure- und Lactosekonzentrationen

uber die gesamte Versuchsdauer weitgehend kor{gtiabt 46).

In Abb. 47 ist die Gasproduktion und die wahrend #entinuierlichen Fermentation
verbrauchte Menge an Medium wiedergegeben. Esdeautlich, dass eine gleichmafige und
stetige Gasbildung und damit Umsetzung der Laciilms den gesamten Versuchszeitraum
vorlag. Die konstanten Produktionsraten wahrendkdatinuierlichen Fermentation betrugen
0,18 g I*h™ an Buttersaure, 0,06 gH™* an Essigsaure und 0,26 hI* an Gas. Im Vergleich
mit den maximalen Produktionsraten aus der voramggenen Batchfermentation wird
deutlich, dass der kontinuierliche Prozess sulbisidert war und dass eine hoéhere

Durchflussrate sicherlich zu einer Steigerung dedgktionsraten gefuhrt hatte.
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Abb. 47:. Gasproduktion von immobilisierter®. butyricum DSMZ 10702 wahrend der
Garung auf 6 %iger Molke mit 0,5 % Hefeextrakt, soMediumverbrauch nach Umstellung
auf kontinuierlichem Betrieb nach 24 h

In Abb. 48 sind die zu den verschiedenen Versudtpsrekten vorliegenden Produktmengen
bzw. die verbrauchte Zuckermenge in Mol wiedergegelDie konstanten Steigungen der
Geraden zeigen, dass das Mengenverhéltnis der Reodmueinander sowie das
Mengenverhaltnis zwischen Edukt und Produkten U Stunden konstant blieb. Aus

diesen Daten wurde folgende Umsatzgleichung erititte
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0,183 Lactose- 0,254 Buttersaure + 0,128 Essigsaure + 1,262 Gas
bzw.
1 Lactose — 1,387 Buttersaure + 0,699 Essigsaure + 6,896 Gas

Diese wahrend der mehrtagigen kontinuierlichen [eatation ermittelte Gleichung
beschreibt in der vorliegenden Arbeit wohl am geséen die Umsetzung der in Molke
befindlichen Lactose durdB. butyricum DSMZ 10702.

0,35 14

---o--- Buttersaure

---o--- ESsigsaure

—>— Lactose

Lactoseverbrauch (mol)
Gasproduktion (mol)

Gas

Saureproduktion (mol) bzw.

24 48 72 96 120 144

Zeit (h)

Abb. 48: Gesamtproduktion an Saure und Gas, sowie Lactdseweh wahrend der
kontinuierlichen Fermentation mit immobilisierte®nbutyricum DSMZ 10702
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4 Diskussion

4.1 Zuckerproduktion
4.1.1 Fotobioreaktor

Die in der vorliegenden Untersuchung zur Kultiviegu der Grinalgen verwendeten
Fotobioreaktoren sind durch die einfache Handhdaiiarz.B. sichere Sterilisation durch
Autoklavieren, gut fur den Laboreinsatz geeignet.eéhtsprechen in Gré3e und Form jedoch
nicht dem Fotobioreaktortyp, der im geplanten mehchtigen Verbundsystem zur
Wasserstoff- und Ethanolproduktion ARITMEIER UND ISMAR 2004) Anwendung finden soll.
Dieser muss, da er als Lichtfilter bei der Bestraglvon Purpurbakterienkulturen eingesetzt
werden soll, eine deutlich geringere Schichtdickbwvaisen, damit das Licht nicht zu stark
abgeschwéacht wird. Der verwendete Fotosaulenreaktitzt ein Verhaltnis von beleuchteter
Oberflache zu Bioreaktorvolumen von 0,57 ‘tmder Riihrreaktor von 0,24 ¢m
Fotobioreaktoren, die bereits technisch genutztdemr erreichen Verhaltnisse von bis zu
0,80 cm* (PuLz 2001). Durch allseitige Beleuchtung bzw. durch dEmsatz von
Lichtreflektoren  kébnnen im  Labormal3stab  jedoch  noclleutlich  hdhere
Oberflachen/Volumen-Verhaltnisse erreicht werdew¢kE 1985).

Es werden in der Literatur auch trichterformige bZwnisch geformte Fotobioreaktoren
beschrieben, deren Oberflachen/Volumen-Verhélthisr il cnt liegt, deren tatsachlicher
Vorteil jedoch in der grof3en Oberflachenausbeuteverhaltnis zur Grundflache liegt. So
erreicht die dem Licht ausgesetzte Oberflache Ibeseth Bioreaktoren das 2,6-fache der
belegten Grundflache (WMrfANABE UND HALL 1996). Es gibt einen direkten Zusammenhang
zwischen Oberflache/Volumen-Verhaltnis und Prodaidrate an Biomasse. Dies zeigte sich
auch an den in dieser Studie gemessenen Wachstamsraufgrund des schlechteren
Verhaltnisses beim Ruhrreaktor im Vergleich zum |&&weaktor werden wahrend des
anfanglich exponentiellen Wachstums nur 86 % vgg rreicht und nach acht Tagen nur

68 % der Biomasse.

Die Biomasse-spezifische Produktionsrate von Swapdukten wird neben dem
Oberflachen/Volumen-Verhaltnis stark durch die esgzte Biomassekonzentration
beeinflusst. Es kommt mit zunehmender Biomassekdrat®n zur Abschirmung der Zellen
untereinander. So erreicht RBCHIGNAC (1994) mit Ch. sp. 241.80 unter &hnlichen
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Versuchsbedingungen wie in dieser Studie mit eédemassekonzentration von nur 10 % der
hier verwendeten das 15-fache der Biomasse-spdriis Zuckerproduktionsrate, allerdings
nur das 1,5-fache der hier gemessenen volumetrisébekerproduktionsrate. Daraus kann
geschlossen werden, dass die volumenbezogene puoc#aktionsrate weniger von der
eingesetzten Biomasse, sondern viel mehr von dareBktorform, bzw. von der
Lichtexposition der Algenzellen abhéngig iSUN& ET AL. (1999) beschreiben auch eine
grundsatzlich vorhandene Lichtlimitierung in Fotm@aktoren, erkennbar durch einen
weitgehend linearen Verlauf der Wachstumskurve. Washstum in der hier vorgestellten
Arbeit erfolgt nur anfanglich exponentiell. Berertach wenigen Tagen schwécht sich das
Wachstum deutlich ab und die Wachstumskurve vdrléngar. Die vorhandene Limitierung
des Wachstums wird besonders im Fotosaulenreakédb.( 5) durch die fortan
gleichbleibende  Chlorophyllkonzentration im  Systendeutlich. Neben einer

Stickstofflimitierung (Abb. 6) wird sicherlich au@hne Lichtlimitierung vorgelegen haben.

Der verminderten Lichtexposition durch gegenseitiyeschirmung der Zellen muss in
Hinblick auf das geplante MehrschichtensystemaRH/IEIER UND ISMAR 2004) besondere
Aufmerksamkeit geschenkt werden. Auch wenn Grimalgegwelliges Licht (Uber 700 nm)
energetisch nicht nutzen, so kommt es doch zur dtism. Zum Beispiel zeigt
monochromatisches Licht mit der Wellenlange von B860nach Durchgang durch eine 1 cm
dicke Schicht einerCh.sp. SAG 241.80 Kultur mit einer Biomassekonzerdgratvon
0,25 g I* nur noch 9 % der Ausgangsintensitét (Abb. 20%itrer Chlorellakultur mit einem
Biomassegehalt von 4,00 ¢ lwerden bereits 90 % des Lichtes in den &ufRRerem4 m
absorbiert (VOLF 1997).

4.1.2 Zuckerausscheidung bei Algen

Zahlreiche im Wasser lebende wirbellose Tiere, Raéeamecium bursaria, Hydra viridis
oder auch verschiedene Stdmme \@wongilla sp., werden in ihrem Wachstum durch
endosymbiotische Griunalgen gefordert. Diese sindham endosymbiotische Lebensform
angepasst, indem sie Fotosyntheseprodukte auseohewlche durch den Wirtsorganismus
verstoffwechselt werden @WN UND NIELSEN 1974; TRENCH 1979). Diese
endosymbiotischen Grinalgen unterscheiden sichfrelebenden sowohl in der Quantitat
als auch in der Qualitdt der ausgeschiedenen HRadtosseprodukte. Freilebende Algen
scheiden nur geringe Mengen vieler verschiedengarischer Verbindungen ausoc

1966), wohingegen endosymbiotische Griunalgen grd3engen von bestimmten
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Syntheseprodukten abgeben. Endosymbiotische Claorejeben bis zu 86,7 % der
Fotosyntheseprodukte in Form von Maltose und / @lacose an den Wirt ab (MCATINE
ET AL. 1967). Untersuchungen mit radioaktiv markiertewhlenstoff von ZESENISZ ET AL
(1981) an einer endosymbiotisch€hlorella ausParamecium bursaria zeigen, dass die im
Licht ausgeschiedene Maltose direkt aus Produkiesm @alvinzyklus synthetisiert wird,
wohingegen die Maltoseausscheidung im Dunkeln agirk8abbau in der Zelle

zuruckzufiuhren ist.

Eine vergleichende Studie hinsichtlich der Zuckkretion von 38 verschiedenen Grlinalgen,
sowohl freilebenden als auch endosymbiotischem rurgs, wurde von KSSLER ET AL
(1991) durchgefuhrt. Dort zeigten sich deutliche tddschiede in der Hohe der
Zuckerexkretionsrate zwischen den verschiedenermr8&hn und eine deutliche pH-
Abhangigkeit der zuckerausscheidenden Aktivitat. Sind die pH-Optima der
Zuckerausscheidung gegenuber den pH-Optima flrZddlsvachstum meist deutlich ins
Saure verschoben, teilweise in pH-Bereiche, in ddm@n Wachstum mehr stattfindet. Ein
Vergleich von Zuckerexkretionsraten von bestimm#Egenstimmen aus verschiedenen
Studien ist &auRerst problematisch Die Versuchspetenn insbesondere Medium,
Bioreaktortyp und Beleuchtungsstarke, sind meuividuell gewéhlt und die Messergebnisse

sind somit nicht direkt vergleichbar.
4.1.3 Auswahl des Algenstammes

Die vorliegende Studie baut auf Ergebnissen vaickk (1985) auf, welcher in der Arbeit
.Basisversuche zur Ethanolproduktion aus,@@d Licht“ grundlegende Untersuchungen zur
Umsetzung des geplanten Verbundsystems aus Algémdafen durchfihrte. Mcke (1985)
bemerkt zusammenfassend, dass das nachste Zietrfiderender Arbeiten neben der
Selektion von Algen mit besonders hohen Zuckerdugsdangsraten die Anwendung von
autotrophen Stdmmen sei, besonders in Bezug auPeeonbedurftigkeit, um die hohe
Infektionsanfalligkeit des Systems zu vermindemdén Untersuchungen vonUdke (1985)
wurden die im natirlichen Habitat endosymbiotiscbrkemmenden Grinalgen fir
physiologische Messungen stets auf peptonhaltigerditvin kultiviert. Nicht nur hinsichtlich
der Kontaminationsgefahr, sondern auch im Hinb&ak ein mdglichst kostengunstiges und
effizientes System zur Herstellung von Ethanoltsauf wertvolle Zuséatze, wie Pepton, aber

auch Vitamine, wenn moglich verzichtet werden.
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Bis auf einen Stamm vermochten alle hier unterarcl8tamme auf Nahrsalzmedium mit
Vitaminen, aber ohne Peptonzusatz axenisch zu wacliZer StamnCh. sp. SAG 241.80
zeigte bei MUCKE (1985) die hochsten Zuckerexkretionsraten der satdéten Stamme.
Dieser Stamm wird auch durcheBSLER ET AL (1991) als stark Zucker ausscheidend
beschrieben und war von 1992 bis 1997 Forschungssplinkt bei der Konstruktion eines
,Life Support System* fur die bemannte Raumfahrgélahe im Auftrag der European Space
Agency (ESA) durchgefiihrt wurde RBCHIGNAC UND SCHILLER 1992, BRECHIGNAC UND
WOLF 1994a, 1994b, \6LF 1996, 1997). Die miCh. sp. SAG 241.80 im Rahmen des ESA-
Projektes durchgefihrten Untersuchungen konnedialamfangreichsten Studien angesehen
werden, die jemals zur technischen Nutzung der &ugdkretion von Grinalgen durchgefuhrt

wurden.

In der hier vorliegenden Studie konnte zur Kultiuieg vonCh. sp. SAG 241.80 auf den
Vitaminzusatz nicht verzichtet werden (Tab. 7). ammCh. sorokiniana SAG 211-40c,
dem RSCHER ET AL (1989) und MICKE (1985) eine Zuckerexkretion attestieren, ist nash d
jetzt vorgenommenen Untersuchungen nicht zum Waohsauf vitaminfreiem Medium
befahigt. Dies gilt auch fUCh. mirabilis SAG 211-11r, welcher durchassLER ET AL (1991)
als zuckerausscheidend beschrieben ist. Fiur demn$t&h. sphaerica SAG 11.88, ein
Phycobiont aus der FlechtePseudocyphellaria carpoloma, sind zwar Kkeine
zuckerausscheidenden Eigenschaften in der Literatur finden, sein symbiotisches
Vorkommen lasst jedoch solche vermuten. Dieser éthigat liel3 sich jedoch trotz Zusatz
von Pepton und Vitaminen nur sehr schlecht axeniadtivieren. Der StamnCh. sp.
SAG 211-6, der bei MckKE (1985) und KSSLER ET AL (1991) auf peptonfreiem Medium
wuchs und Zuckerexkretion zeigte, wuchs in deriggdnden Studie ohne den Zusatz von

Pepton nicht.

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Eigbaien hinsichtlich des Vorkommens von
extrazellularem Zucker und den in dieser Arbeit igatten Wachstumsansprichen wurden
Ch. sp. SAG 241.80,Ch. sorokiniana SAG 211-40c undCh. mirabilis SAG 211-11r
ausgewahlt. Sie wurden in Flissigmedium angezogehilre maximalen Wachstumsraten
und die maximalen Konzentrationen an extrazellatéreicker wurden ermittelt (Tab. 8). Bei
Ch. sorokiniana SAG 211-40c konnte kein extrazellularer Zucker hggwviesen werden,
obwohl ASCHER ET AL (1989) fur diesen Stamm eine Exkretion von bidZ@o des fixierten
Kohlenstoffs in Form von Glucose beschrieben. Alilegs weist auch Mcke (1985) bei

Ch. sorokiniana SAG 211-40c nur Spuren an extrazellularer Glucoaeh. Ch. mirabilis
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SAG 211-11r zeigt in den vorliegenden Untersuchangee bei KESSLER ET AL (1991), eine
deutliche Exkretion von Maltose, jedoch bleibt diegeit hinter der Exkretion vo@h. sp.
SAG 241.80 zuriick. So wurdeh. sp. SAG 241.80, genauso wie bei&ke (1985) und beim
Forschungsprojekt der ESA RBCHIGNAC UND SCHILLER 1992, BRERCHIGNAC UND WOLF
1994a, 1994b, WLF 1996, 1997), fur weitere Untersuchungen verwertgetkonnte also auf
den Zusatz von Vitaminen bei der Kultivierung derwendeten Griinalge nicht verzichtet
werden, jedoch erfolgten alle in dieser Arbeit \rgmmenen physiologischen Messungen
von Ch. sp. SAG 241.80 in peptonfreiem Medium.

4.1.4 Wachstum und Zuckerausscheidung vo@h. sp.SAG 241.80

Die Wachstumsraten vo&h. sp. SAG 241.80, die in dieser Studie gemessen wwurde
beziehen sich ausschlief3lich auf das Wachstum ninedgten Tagen der Kultivierung. Da es
mit fortschreitender Versuchsdauer zur Stickstaiftierung, bzw. Nitratmangel kommt und
die Selbstabschirmung der Zellen zunimmt, konntelen verschiedenen Versuchsansatzen
spatestens ab einer OD 660 von 8 kein exponemti&ligvenverlauf mehr beobachtet
werden. WOLF (1996) beschreibt eine Lichtlimitierung des Wachsu von
Ch. sp. SAG 241.80 im Fotobioreaktor bereits ab einenssekonzentration von 0,44 |
was einer OD 660 von ca. 2 entspricht. Obwohl diggerte stark vom Bioreaktortyp
abhangig sind, kann davon ausgegangen werden,daagdser ermittelten Wachstumsraten
bereits unter dem Einfluss von Lichtlimitierung sanhden sind. Eine Verklrzung der
Messintervalle auf die ersten Stunden wirde zu fedh&Vachstumsraten fihren, jedoch

wirden diese das Wachstum der Grunalge im Fotadditoe nur unzul&nglich beschreiben.

Die Wachstumsrate vorCh. sp. SAG 241.80 ist pH-abhangig. Die untere Grenes d
Wachstums liegt bei pH 5 (KE 1985, WOLF 1996), das Wachstumsmaximum bei pH 8,5
(WoLF 1996). Die Einschrankung des Wachstums durch enmearigen pH-Wert zeigt sich
auch in den eigenen Ergebnissen. Kommt es wahreadMhchstums durch unzureichende
Pufferung des Mediums oder durch fehlende extetdeKpntrolle zur Verschiebung des
anfanglichen pH-Wertes von pH 6 auf pH 8, so wirceéOD 660 von Uber 14 erreicht (Abb.
5). Bei konstant niedrigem pH-Wert von ca. pH & &gt diese OD maximal 11 (Abb. 8). Die
Biomasseproduktion geht mit steigendem pH-Wert mstgn der Zuckerexkretion zurtick.
Fur das Wachstum vao@h. sp. SAG 241.80 im Fotosaulenreaktor auf peptonfrdidedium
bei pH 6 und KNQ@als Stickstoffquelle wurde in dieser Studie eireximale Wachstumsrate
von 1,06 & ermittelt. WOLF (1996) misst bei pH 6 mit dem gleichen Medium eine
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Wachstumsrate von 1,20 d allerdings mit einem anderen Versuchsaufbau bzw.
Bioreaktortyp. MICKE (1985) misst bei pH 6 unter Peptonzusatz und Haifnsils
Stickstoffquelle eine Wachstumsrate von 1,65 ®ie hochste firCh. sp. SAG 241.80
dokumentierte Wachstumsrate betragt 2,34bdi pH 7 auf Medium mit Peptonzusatz und
Harnstoff als Stickstoffquelle (Mcke 1985).

Auch die Zuckerexkretion vo€h. sp. SAG 241.80 ist sowohl qualitativ als auch quatitita
durch den pH-Wert beeinflusst. Das pH-Optimum fi@r duckerexkretion liegt laut NMcke
(1985) und KSSLER ET AL (1991) zwischen pH 5 und pH 6.A00F (1996) gibt dieses fur
pH 6 bis 6,5 an. Die verstarkte Bildung von Maltd&&ESSLER ET AL 1991) oder sogar
Maltoseoligomeren (Mcke 1985) bei pH-Werten unterhalb und eine verstarkte
Ausscheidung von Glucosemonomeren bei pH-Wertemhalie des pH-Optimums (MCKE
1985, KESSLER ET AL 1991) zeigte sich auch in den hier vorgelegtegeBnissen. Sowohl die
Zuckerexkretionsrate als auch der Anteil von Mategren bei konstantem pH-Wert von
pH 6 gegenuber Versuchen mit steigendem pH-Wertlidewerhoht (Abb. 7 und Abb. 10).
Obwohl WoLF (1996) kein Vorkommen von extrazellularer Glucossdtreibt, konnte diese
in der vorliegenden Studie nachgewiesen werdentaVkonnte gezeigt werden, dass diese
mit hoher Sicherheit nicht auf die Maltaseaktivitédon kryptischen mikrobiellen

Kontaminationen zurtickzufiihren ist.

Waéhrend der Kultivierung vorCh. sp. SAG 241.80 kommt es nach Beendigung des
exponentiellen Wachstums, wahrscheinlich als Falggehmender Stickstofflimitierung, zur
verstarkten Zuckerexkretion (Abb. 9 und Abb. 10)e iber mehrere Tage messbaren
maximalen Gesamtzuckerproduktionsraten bei pH 6peéptonfreiem Medium betrugen
476 mg ' d* wahrend des Wachstums bzw. 429 ihgt in statischer Kultur unter
Stickstoffmangel. Dies sind nur 20 % bzw. 17 % eleisprechenden Zuckerproduktionsraten,
welche MICKE (1985) auf peptonhaltigem Medium unter Verwenduimg® Fotobioreaktors
mit hoéherem Oberflachen/Volumen-Verhaltnis ermigtel Allerdings entspricht die
gemessene volumetrische Zuckerproduktionrate ddisshen Kultur 68 % der von &VF
(1996) ermittelten. Die gemessene Biomasse-speladis Zuckerexkretionsrate von
180 mg ¢ d* betragt nur 7 % der von ®F (1996) beschriebenen. Dies liegt an der
unterschiedlich starken Selbstabschirmung der Algemw. an den unterschiedlichen
Biomassekonzentrationen, die wahrend der Messurgesetzt wurden (siehe dazu auch die

Diskussion unter 4.1.1). An dieser Stelle ist zwa&men, dass durch Verkirzung des
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Messintervalls auf die ersten Stunden eine deutlidhere Zuckerproduktion in statischer

Kultur gemessen werden kann (siehe Ergebnisse 8r&3& und Diskussion unter 4.3.2).

Aus Abb. 16 und Abb. 17 ist zu entnehmen, dassZdiekerexkretionsrate der Algen mit
zunehmender Inkubationsdauer in stickstofffreienmdMma abnimmt. Bereits nach vier Tagen
sind nur noch 34 % der Ausgangsaktivitdt vorhandiém,hohe von WLF (1996) ermittelte
Langzeitstabilitat mit einer Restaktivitat von d4.% nach zehn Tagen Inkubation wird nicht
erreicht. Uberraschend ist, dass das Maximum dekehexkretionsrate in der statischen
Kultur im Fotorriihreaktor (Abb. 18) erst nach 24ugten bzw. im zweiten Messintervall
erreicht wird. Der Einsatz der Algen in immobilider Form (Abb. 18) verringerte die
anfangliche Zuckerexkretionsrate um 66 %, vergichait dem nativen Einsatz, wohl
aufgrund der Licht- und Kohlendioxidlimitierung men Alginatkugeln (BBINSON ET AL
1986, TREVAN UND MAK 1988). Dennoch scheint die Immobilisierung zu eBigerung der
Langzeitstabilitat zu fuhren, denn die nach 96 &ungemessene Zuckerexkretionsrate ist
bei den Immobilisaten nur noch um 8 % gegenlber dativen Einsatz verringert. Die
Anwendung von Alginat als Immobilisierungsmatrix #lgen ist gangig und vielfach in der
Literatur beschrieben @NTY ET AL. 1986, ROBINSON ET AL 1986, REVAN UND MAK 1988,

CHETSUMON ET AL 1993).

Die von BRECHIGNAC UND WOLF (1994) beiCh. sp. SAG 241.80 gemessene Biomasse-
spezifische Sauerstoffproduktionsrate von 1,8481#9 gg™ d* iberschreitet bei weitem die
hier ermittelte Rate von 0,51 §'gd*. Auch dies ist durch den Einsatz von sehr hohen
Biomassekonzentrationen und die dadurch erhéhtesdischirmung im Fotobioreaktor zu
erklaren. Sauerstoffproduktionsraten, die bei hoHEefdichten von schnell wachsenden
Algen wahrend der Biomasseproduktion in Fotobioraah gemessen wurden, liegen mit
0,67 bis 2,88 g § d* (PuLz 2001) naher an den hier ermittelten Produktionarater

endosymbiotischen Grinalge.

Aus Abb. 19 wird deutlich, dass bei unzureicherigigiiftung der Fotobioreaktoren innerhalb
von Minuten Sauerstoffkonzentrationen auftretenni@m welche die Luftsattigung um ein
Vielfaches Uberschreiten. Aufgrund der sehr ahelich volumetrischen

Zuckerproduktionsraten in peptonfreiem Medium, tdiz sehr unterschiedlicher Zelldichten
bei WoOLF (1996) und in dieser Studie gemessen wurde, mugsndausgegangen werden,
dass die Zuckerproduktion im Bioreaktor lichtlireiti ist und durch eine verbesserte
Lichtexposition der Zellen, bzw. durch eine Verlmessg des Oberflachen/Volumen-

Verhaltnis gesteigert werden konnte.
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4.2 Alkoholische Garung
4.2.1 Hefestdmme

Die verwendete Hefe sollte sehr robust sein, da gbplante Ethanolgewinnung aus
fotosynthetisiertem Zucker eine hohe Langzeitstébierfordert. Die Hefe sollte besonders
als statische Kultur, d.h. bei Stickstoffmangeheeihohe Stabilitdt aufweisen. Sie muss
gegenuber den in Fotobioreaktoren mdglichen hoheauelStoffkonzentrationen
unempfindlich sein. Aul3erdem sollte sie Maltosegéeen konnen, wen@h. sp. SAG 241.80
als Zuckerlieferant in Betracht gezogen wird. Aber wichtigste erwiinschte Eigenschatft ist
die Unfahigkeit zur Atmung, damit es trotz geringeZucker- und hoher
Sauerstoffkonzentration, d.h. bei fehlendem CrabEfekt, zur maximal mdglichen

Ethanolausbeute aus dem fotosynthetisierten Zuakamt.

In den Untersuchungen war das Hauptaugenmerk auie eatmungsdefekte
Ethidiumbromidmutante einer Brennereihefe aus dethamolgewinnung gerichtet
(S cerevisae DSMZ 1333p9%). Firr vergleichende Studien wurde der zur Atmuafjibigte
Wildtyp von S. cerevisae DSMZ 1333, die Backerhefa cerevisiae CBS 1172, als Wildtyp
und alsp®-Mutante und der Laborstam@cerevisiae BY4741 sowohl als Wildtyp als auch in
Form von verschieden gearteten atmungsdefekten ntrtahinzugezogen. Neben dem
S cerevisiae BY4741 p° Typ waren dies Mutanten mit Kerndeletionen von &gnwelche
Atmungskettenenzyme kodiererS. cerevisae BY4741 Acoxb5a, Acox7, und Ambal.
S cerevisiae BY4741 ist ein zuS cerevisae S288c isogener Stamm KBCHMANN ET AL.
1998), welcher imSaccharomyces-Deletionsprojekt verwendet wurde (M¢ELER ET AL.
1999).

4.2.2 Atmungsdefekte Mutanten vors. cerevisiae

Erstmals untersucht wurden atmungsdefekte Hefertertatiurch Ephrussi und Mitarbeiter
am Pasteurinstitut in Paris. Diesen waren auf Ngdrtaden, neben den gewdhnlichen
Hefekolonien einer Backerhefe, kleine (frz.: petit&Kolonien aufgefallen. Nach
Untersuchungen zeigte sich, dass die Atmung beedigetite-Mutanten mangelhaft war,
manche besal3en z.B. die Cytochrome a und/oderhb (HoONIMSKI 1949; SONIMSKI UND
EPHRUSSI 1949), und das Wachstum war verlangsamtav(irzki 1949). Ein
cytoplasmatischer Erbfaktor hatte sich bei petitgtadviten verandert oder war verloren

gegangen (BHRUSSI ET AL 1949a, 1949b). Die Rate von Spontanmutationen patite-
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Phénotyp von 0,2% —1 % je Generation Uberstiegwmtem die von ,Mendelgenen®

bekannte Mutationsrate.

Heute weil3 man, dass es neben obligatorisch gardddiearten, wieCandida sloofii oder
Torulopsis pintolopesii (WATSON ET AL. 1980), auch Hefen gibt, welche die Fahigkeit zur
Atmung verlieren kénnen. Der Verlust der Atmunggjékit kann durch eine von Ephrussi
und Mitarbeiter beiS. cerevisiae beobachtete Spontanmutation eintreten. Dabei ltaade
sich meist nur um einen teilweisen Verlust mitoaraader DNA. Man spricht dann von
p-Mutanten. Der Atmungsdefekt kann jedoch auch deiclen totalen Verlust der mtDNA
hervorgerufen werden. Die Applikation von DNA-anfgaden Agenzien, wie
Ethidiumbromid (S0ONIMSKI ET AL. 1968) oder Euflavin (MrRcovicH 1951) fiuhrt zu diesem
Totalverlust (®LDRING ET AL. 1970; MGLEY UND LINNANE 1970), und die entstehenden
Mutanten werden alg® bezeichnet. Die Fahigkeit, lebensfahigfeMutanten zu bilden, ist
vom Hefestamm abh&ngig und wird durch das Kerngehemnflusst (BEN UND CLARK-
WALKER 1999).

Es gibt auch atmungsdefekte Hefemutanten, deremkbDefirekt auf eine Kernmutation
zuruckzufahren ist, da zahlreiche Kerngene fur dinung und die Biogenese der
Mitochondrien verantwortlich sind H&RMAN UND EPHRUSSI 1962, $IERMAN 1963,
SHERMAN UND SLONIMSKI 1964). Solch ein Atmungsdefekt vererbt sich, dalgomosomal
veranlagt ist, bei sexueller Fortpflanzung rezessid die Mutanten werden als ,nuclear-
petite“ oder als pet-Mutanten bezeichnet. Es wapdauszugehen, dass die in dieser Studie
nach der Methode vorn.8NIMSKI ET AL. 1968 hergestellten Teststamme mit mitochondrialem
Atmungsdefektp®-Mutanten sind (GLDRING ET AL. 1970; MNGLEY UND LINNANE 1970).
Durch das Anfarben der Hefe-DNA mit 4’,6-DiamingBenylindol (DAPI) nach der
Methode von WLLIAMSON UND FENNELL (1979) konnte die Abwesenheit mitochondrialer
DNA bestétigt werden. Von dem Laborstant cerevisiae BY4741 wurden zusatzlich
.nuclear-petite® Mutanten mit Kerndeletionen vernsclener Atmungskettenenzym-

codierender Gene im untersucht.
4.2.3 Einfluss des Atmungsdefektes auf das Substsgektrum

Sowohl die p>-Mutanten als auch die meisten ,nuclear-petite* msem nicht auf
Nahragarbéden mit Glycerin. Nur der StarSBnterevisiae BY4741Ambal zeigte Wachstum
auf dieser nicht vergarbaren Kohlenstoffquelle. 8egen des Biomasse-spezifischen
Sauerstoffverbrauchs der Teststamme bestétigtes,Sdaerevisiae BY47141 trotz Deletion
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von MBA1 zur Atmung befahigt war. Er hatte noch @bdes beim Wildtyp gemessenen
Sauerstoffverbrauchs. Dip®-Stamme undS. cerevisiae BY4741 Acox7 zeigten in den
Messungen noch ca. 14 % Sauerstoffverbrauch, ebegli mit dem jeweiligem Wildtyp,
wahrscheinlich aufgrund von atmungsunabhangigen erstaffverbrauchenden

Enzymreaktionen.

Auch die Verdrangung des gelosten Sauerstoffs ausLdsung durch das wéahrend der
Garung entstehende Kohlendioxid kann zur Messumgsescheinbaren Sauerstoffverbrauchs
fihren. Mit 19 % Restverbrauch hob sitterevisiae BY4741Acox5a vonAcox7 undp® ab.

Die verringerte Atmungsaktivitat reichte aber nielim Wachstum auf Glycerin aus. Dies
bestatigt die Ergebnisse voruFER UND OLIVER (1998), welche bei einem ander&cox5a

S cerevisae Stamm noch 15 % Restatmung nachwiesen. Sie flhnigese
Sauerstoffaufnahme auf die Existenz und Funktion @OX5b zurick (OMSKY ET AL.
1985). So stand fur vergleichende Versuche der igt8ncerevisiae BY4741 als Wildtyp und
als Deletionsmutante mit unterschiedlich stark esofprankter Atmung bis hin zum totalen
Defekt zur Verfigung. Weitere Untersuchungen mésdn Stdmmen zeigten, dass Maltose
von S cerevisae BY4741 nicht vergoren werden kann. Der Wildtyp von
S cerevisaeBY4741 zeigte im anaerobem Milieu kein Wachstum audltosehaltigem
N&hrboden. Mit zunehmender Einschrdnkung der Atmuhgch die verschiedenen
Gendeletionen sank die maximale Wachstumsrate Socerevisae BY4741 in aerober
Schittelkultur mit Maltose als einziger Kohlenstpfélle. Dieser Zusammenhang ist in Abb.

49 dargestellt.
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Abb. 49. Maximale Wachstumsraten auf Maltose und Glucose HRlmktion der
Atmungsaktivitat verschiedener Mutanten \®ierevisiae BY4741.
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In der Literatur findet man fur andere, 3uwcerevisiae S288c isogene, Stamme die in Abb. 49
gezeigte Abhangigkeit nicht. So werden vomRGSON ET AL (1981) p°-Mutanten von

S cerevisiae S288c als zum Wachstum auf Maltose befahigt beswém. EUERMANN ET AL.
(1995) hingegen wiesen & cerevisiae S288c die Existenz von MAL1- und MAL3-Loci
nach, beschrieben sie jedoch wegen des-Rtanotyps als defekt. Die Existenz von nicht
funktionierenden MAL-Loci und der MaPhaenotyp bes. cerevisiae S288c wird auch von
WINZELER ET AL. (1999) und BLL ET AL. (2001) erwéhnt. Inwieweit unterschiedliche
Stammvarietaten vors cerevisae S288c und verschiedene Versuchsbedingungen, wie
unzureichende Sauerstoffversorgung, fur diesen &vsgauch verantwortlich sind, lasst sich

nicht klaren.

Generell existiert ein Zusammenhang zwischen Vdbaekeit von Zuckern und
mitochondrialer Aktivitat bei Hefen. Die Eigenscha&uckerdimere, wie Saccharose, Lactose
oder Maltose, zwar respiratorisch, aber nicht feriaiey nutzen zu kdnnen, ist unter Hefen,
z.B. der Gattung Kluyveromyces, weit verbreitet undld als Kluyvereffekt bezeichnet
(FUKUHARA 2003).S cerevisiae wurde lange als generell Kluyvereffekt-negativ esghen.
Aber MALLUTA ET AL. (2000) beschreiben in einer Studie einen Kluyifeké bei

S cerevisiae hinsichtlich der Verwertung von Trehalose und bek@e, dass aufgrund von
irrefihrenden Ergebnissen aus Wachstumstests imabuRohrchen (WN DIJKEN ET AL.
1986) eine groRe Zahl an Kluyvereffekten b8i cerevisae-Stammen hinsichtlich
verschiedener Zucker unerkannt geblieben sein kdrfinweise darauf gibt es jedoch auch
schon in friherer Literatur. So postulierervaEs UND WILKIE (1976) aufgrund von
Versuchen mit ,petite“-Hefemutanten vo®. cerevisiae, dass die Nutzbarkeit von
verschiedenen Oligosacchariden teilweise durchahdodriale DNA (mtDNA) kontrolliert
wird. Dies wurde jedoch bereits 1977 von der gleiciArbeitsgruppe (MHLER UND WILKIE
1978) wiederlegt. Es zeigte sich, dass zwar mandHefestdmmen durch Verlust von
MtDNA die Fahigkeit zum Wachstum auf Zuckern wielgétse, Maltose und alpha-
Methylglucoside verloren geht, dass dies aber dugbkits mit geringfigigen Deletionen in
der mitochondrialen Atmungskette erreicht werdennnka Eine Kontrolle der
Zuckerverwertung durch mitochondriale Gene erschdamer ausgeschlossen, und eine
Abhangigkeit mitochondrialer Atmungsaktivitdt vonerd Expression von Kerngenen,
verantwortlich flr Zuckertransportsysteme in deasflamembran, wurde diskutiert. Nicht
unerwahnt sollte in diesem ZusammenhamgENSER ET AL (1983) bleiben, welche bei
S cerevisiae-Stammen die Eigenschaft beobachteteryliethylglucoside nur im aeroben

Milieu und als petite-Phanotyp gar nicht zu verwert
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Die Ergebnisse aus der vorliegenden Studie ahrestierdvon MHLER UND WILKIE (1978):
Die Verwertbarkeit von Maltose durch cerevisiae BY4741 setzt respiratorische Aktivitat
der Mitochondrien voraus. Je starker die Atmunghdutendefekte eingeschrankt wird, desto
mehr sinkt die Wachstumsrate des Stammes auf Mal@isnlich wie die beb cerevisiae
BY4741 beobachtete Unfahigkeit Maltose zu vergaremren alle in dieser Studie
untersuchten Hefestamme unféhig, unter anaerobéim@engen bzw. als atmungsdefeffe
Mutante das Monomer Galactose zu vergaren (Tab.S8jch eine Abhangigkeit der
Verwertbarkeit von Galactose von der Atmungsakiivider Hefestdmme ist in der Literatur
beschrieben und es ist bekannt, das§& zterevisiae S288c isogene Stamme generell gal2
sind (HaMPSEY 1997). Das Gen GAL2 codiert den GalactosetranspbdiS. cerevisiae. Ob
der GAL Phanotyp der Stamnf cerevisiae DSMZ 1333 unds. cerevisiae CBS 1172 unter

anaeroben Bedingungen auch durch einen GedRotyp begrindet ist, bleibt Spekulation.

S cerevisae DSMZ 1333 unds cerevisiae CBS 1172 kdnnen aerob und anaerob Maltose als
Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen und atmunfgsde p°-Mutanten von DSMZ 1333
vergaren, sowohl aerob als auch anaerob, Maltosd&thanol. Dies gilt auch fur alle
getesteten Stamme hinsichtlich des Disaccharidsh@agse und des Trisaccharids Raffinose.
DaCh. sp. SAG 241.80 vorwiegend Maltose synthetisietiegten atmungsdefekte Mutanten

von S, cerevisiae BY4741 fur die Anwendung in dem geplanten Verbystlsm aus.
4.2.4 Einfluss des Atmungsdefektes auf das Wachstum

BACILA UND HORII (1979) berichten Uber atmungsdefekte Mutanten&ararum, bei denen
der Zellertrag niedriger, die Ethanolausbeute jaddappelt so hoch wie beim Wildtyp ist.
Die Experimente erfolgten bei 2 % Glucosegehaleurteroben Bedingungen. Die nach
BACILA UND HoORI (1979) doppelt so hohe Ethanolausbeute bei Atmuafgkd ist
wahrscheinlich durch die Zeitpunkte der Probenalwgriindet. Genauer gesagt wurde die
Diauxie im Wachstum des Wildstammes nicht berud¢kg, so dass der maximal

erreichbare Ethanolertrag bei der Kultivierung @ékltyps nicht ermittelt wurde.

Unter anaeroben Bedingungen zeigteoUAN ET AL. (1981), dass die Wachstumsrate fur
p-Mutanten vonCandida pseudotropicalis hoher ist als die des Wildstammes und dass die
Inhibition durch Ethanol und sehr hohen Zuckergebal den Mutanten geringer ist. Spater
zeigten MOULIN ET AL. (1982), dass bei Crabtree-negativen Hefen diarieiproduktion der
p-Mutanten unter aeroben Bedingungen in jeder Hmsiier der Wildtypen uberlegen ist.

Demgegenuber berichtetens$ER ET AL (1982), dass durch den Crabtree-Effekt unter
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aeroben Bedingungen dig-Mutanten vonS. cerevisiae die Ethanolproduktionraten der
Wildtypen nicht erreichen. Andere wiederumLE&XANDER UND DETROY 1983) fanden keinen
Unterschied in Wachstum, Ethanolproduktionsrate Hitthnolertrag zwischep-Mutanten
und Wildtyp vonS cerevisiae. Auch DHANSSON UND SIOSTROM(1984) fanden bei hohen
Zuckerkonzentrationen keinen Unterschied im Wachstwischen Wildtyp ung-Mutanten.
Bei niedrigen Zuckerkonzentrationen von 10-20'gSaccharose wuchsen die Mutanten
jedoch deutlich langsamer.

Bei BROWN ET AL. (1984) bleiben di@-Mutanten auch unter anaeroben Bedingungen in der
Ethanol- und Biomasseproduktion hinter den Wildstén zurlick. HTTER UND OLIVER
(1998) beobachteten bei einer Glucosekonzentrabarb % unter aeroben Bedingungen eine
leicht eingeschrankte Wachstumsrate, aber einelictewtrhéhte Ethanolbildungsrate bei
Jnuclear-petite“-Hefestimmen  mit  totalem  Atmungstéf Uberraschenderweise
beobachteten BIrTER UND OLIVER (1998) beip-Mutanten unter aeroben Bedingungen eine

geringere Ethanolbildungsrate als beim Wildtyp.

Die in der vorliegenden Studie gemessenen maximalachstumsraten der atmungsdefekten
Mutanten bei aerober Kultivierung auf Medium mit%l Glucose war gegeniber dem
entsprechenden Wildtypen verringert. Dies ist bedefi durch die unterschiedlichen
Garungsformen. Die aerobe Gérung des Wildtyps fibrthoheren Wachstumsraten und
Zellausbeuten als die alkoholische Garung ohnelgteitige Atmung der atmungsdefekten
Mutanten. Die Ethanolausbeute beim Wachstum aufiddednit 1 % Glucose ist bei den
atmungsdefekten Stammen nur geringfigig erhoht (Adhl, Tab. 11). Die
Ethanolproduktionsrate wéhrend des Wachstumsridiz ¥orhandener Atmung, zumindest
beim Wildtyp vonS. cerevisiae DSMZ 1333 héher (Tab. 11).

Es bleibt festzuhalten, dass I&icerevisae DSMZ 1333 wahrend des aeroben Wachstums
bei einer Glucosekonzentration von 1% ein dewlichUnterschied zwischen
atmungsdefektem und atmendem Phanotyp in der Wankgeschwindigkeit, jedoch nicht in
der Ethanolproduktion zu beobachten ist.

4.2.5 Spezifische Ethanolbildung vois. cerevisiae

Wie bereits im vorangehenden Kapitel erwahnt, zeidee atmungsdefekten Hefen beim
Wachstum in Anwesenheit von Sauerstoff keine hdhdithanolbildungsraten als die
atmenden Wildtypen. Daher ist fir eine hohe Ethamoluktion mit wachsenden

Hefekulturen der Einsatz von atmungsdefekten Hefeht notwendig. Zur effizienten
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aeroben Ethanolproduktion mit nicht-wachsenden Kedferen ist der Einsatz von

atmungsdefekten Hefen jedoch essentiell.

Bei der Messung in Schttelkultur mit stickstoffén Puffer bei einer Glucosekonzentration
von 0,2 % erreichen die getesteten Wildtypen nuisawen 11 und 23 % der Biomasse-
spezifischen Ethanolbildungsraten der atmungsdefieldutanten (Abb. 25). Der Wildtyp des
Laborstammes cerevisiae BY4741 bleibt aufgrund seiner geringeren Stoffvesdleistung
beim Sauerstoffverbrauch hinter der Brennereil®igrevisae DSMZ 1333 zurtick (Abb.
22), und auch die Garaktivitat der atmungsdefegfeRlutante vonS. cerevisiae BY4741 ist
deutlich niedriger als beB cerevisae DSMZ 1333 p° (Abb. 25). Die vorhandene
Restatmung des ,nuclear-petite“-Stamrfeserevisiae BY4741Acox5a von 19 % (Abb. 22)
macht sich bei der Ethanolproduktion negativ beim@rkAbb. 25).

Die Biomasse-spezifische Ethanolbildungsrate nimibizunehmender Substratkonzentration
zu. Eine Substratsattigung der alkoholischen Garsingowohl unter aeroben als auch unter
anaeroben Bedingungen beSincerevisae DSMZ 1333 Wildtyp und bei de®-Mutante ab
einer Konzentration von 7 % Glucose weitgehend igdrte Die Substratsattigung der
Garaktivitat folgtder Michaelis-Menten-Kinetik. Unter aeroben Bedingen konnte ein k-
Wert von 0,23 % Glucose fiir den Wildtyp und 0,35 fét die p®-Mutante und unter
anaeroben Bedingungen einWert von 0,18 % Glucose fur den Wildtyp und 0,3 (%o

die p’-Mutante ermittelt werden.

Die im vorangegangenen Kapitel genannten Literaelign und auch die eigenen Ergebnisse
zeigen keine grof3en Unterschiede in der Ethanelbgdwéhrend des aeroben Wachstums
von atmungsdefekter und atmen@&ecerevisiae bei Glucosekonzentrationen von 1 %. Dies
ist nicht nur durch den bei dieser Konzentratiommavirkenden Crabtree-Effekt bedingt,
sondern vielmehr durch die sehr niedrige Saueksin#fentration, die trotz aerober
Kultivierung in der Kultur vorliegt (Tab. 11). Ariiet man, wie bei der Bestimmung deg-K
Wertes geschehen, mit geringen Biomassekonzemteation gepufferten Zuckerldsungen, so
kann bei aerober Kultivierung auch beim Wildtypeesignifikante Sauerstoffkonzentration
im Ansatz erreicht werden, und Biomasse-spezifigethanolbildungsraten kdnnen bestimmt

werden.

Auch bei einer Zuckerkonzentration von 7 % blieb @Garung des Wildtyps unter aeroben
Bedingungen weit hinter jener det-Mutante zuriick (Abb. 26). Bei ahnlichen Versuchan

Rihrreaktor erreichte der Wildstamm vo8 cerevisiae DSMZ 1333 bei einer
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Sauerstoffkonzentration von 50 % Luftsattigungzreiner Zuckerkonzentration von 1 % nur
20 % der in Sauerstoffabwesenheit ermittelten Eilmidungsrate. Eine weitere Steigerung
der Sauerstoffkonzentration auf 400 % Luftsattigdilgrte jedoch nicht zu einer weiteren
Unterdriickung der alkoholischen Garung (Abb. 2®i B8 cerevisiae DSMZ 1333p° blieb
die Ethanolbildungsrate durch die im Medium heresate Sauerstoffkonzentration im
Kurzzeitexperiment vollkommen unbeeinflusst (Abb).ZErhohte Sauerstoffkonzentrationen
fuhrten jedoch bei Wildtyp und Mutante unter demwgelten Versuchsbedingungen zu einer
verringerten Langzeitstabilitat der Garaktivitab@A 29 und Abb. 30).

4.2.6 Vitalitdtsverlust beiS. cerevisiaelurch hohe Sauerstoffkonzentrationen

Wie bereits erwéhnt, fihrt eine Erh6hung der Saafkenzentration von 50 auf 400 %
Luftsattigung anfangs nicht zu einer starkeren Winteekung der Garung bé& cerevisiae
DSMZz 1333. Allerdings sind nach vier Stunden Inkiidramit 400 % Luftséttigung nur noch
20 % der anfanglichen Garaktivitat vorhanden. Beere Sauerstoffkonzentration von 50 %
Luftsattigung kommt es nach dieser Zeit zu keindn@&me der Garaktivitat (Abb. 29).
Ahnlich sieht dies bei der reinen Garung ®merevisae DSMZ 1333p° aus. Anaerob sind
nach sechs Stunden noch 73 % der anfanglichen ét@kvorhanden, bei Luftsattigung
sind es hingegen nur noch 53 % und bei 4,76-facthésattigung lediglich noch 17 % der
anfanglichen Garaktivitat (Abb. 30).

Fur den Vitalitatsverlust durch die Gegenwart vau&stoff, der bis zur Apoptosis fuhren
kann, werden sehr reaktive, und damit toxische g&aoffarten, wie Superoxidanionen oder
Hydroxyradikale, verantwortlich gemacht. Sie erfistedurch eine univalente Reduktion des
Sauerstoffs und fuhren zur Schadigung von EnzyiRekleinsduren und Lipiden. Als Schutz
bilden aerobe Organismen Enzyme, wie Superoxiddesey Glutathionreduktase oder
Katalase, welche diese reaktiven Formen des Saffersin nicht-reaktive Formen
transformieren (@KEN UND LIEFKE, 1990; GLLE UND SIGLER 1995). Dass reaktive
Sauerstoff-Formen als obligatorische Nebenprodirkiger Atmungskette von respiratorisch
aktiven Organismen auftreten, ist eine weit vetbteiAnsicht (MRMAN, 1988). NOHL ET AL.
(2003) konnten jedoch in intakten aktiven Mitochoed, isoliert aus Rattenherzen, keine
Bildung von Superoxidanionen nachweisen. Sie zeigténgegen, dass es durch
Beeintrachtigung der Elektronenaufspaltung bei @hgung der Elektronen von Ubiquinol
zum Cytochrom bgeKomplex, durch Antimycin A oder durch Veranderunder

Mitochondrienmembran, zur Superoxidproduktion komFiihrt also der Verlust jeglicher
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mitochondrialer DNA zum Verlust verschiedener Atmgskettenenzyme und damit zur
Unterbrechung der energieliefernden Ablaufs der uktgskette, so schliel3t dies eine
fortlaufende Superoxidproduktion nicht grundsatzlmus, da viele Atmungskettenenzyme
kerncodiert sind. Theoretisch wére durch eine mie geschadigte Atmungskette sogar eine
erhohte Superoxidproduktion denkbar. So konnteidider vorliegenden Studie auch bei
respiratorisch nicht aktiven Hefemutanten beobaehdehadigende Wirkung des Sauerstoffs

erklart werden.

Die garaktivitatsschadigende Wirkung von Sauerskaffin durch die Immobilisierung der
Hefe, d.h. durch Einbettung in eine Alginatmatdeutlich verringert werden (Abb. 31). Die
anfangliche Garaktivitat ist zwar durch die Immdadrung im Vergleich mit dem nativem
Einsatz um 22 % verringert, die nach acht Stunaénblation bei 4,76-facher Luftsattigung
verbleibende Restaktivitat betragt jedoch immerhn®@ % der anfanglichen Aktivitat. Beim
Einsatz von nativer Hefe sind dies lediglich 5 %A 32). Da ein direkter Einfluss der
Immobilisierung auf die in der Atmungskette ablaufen Enzymreaktionen auszuschlie3en
ist, kdnnte eine verringerte Loslichkeit des Satodis in den Immobilisaten, z.B. aufgrund
der Kohlendioxidproduktion, eine mdgliche Ursacheins Eine Verringerung der
Konzentration in den Immobilisaten durch atmungsiédagige Enzymreaktionen ist jedoch

ebenfalls denkbar.
4.2.7 Wachstum vorSS. cerevisiadei Begasung mit Sauerstoff

Die Kultivierung von Hefen bei einem Luftdruck vdpis zu 6 bar bzw. bei einem
Sauerstoffpartialdruck von bis zu 1,2 bar fordexs &ellwachstum vofs. cerevisiae (BELO

ET AL. 2003). Eine weitere Erh6hung des Sauerstoffpdrtieks fuhrt jedoch zu einer starken
Einschrankung des Wachstums (bei 3 bar) bis hirtaaten Unterdriickung des Wachstums
(bei 6 bar) (BMPELO UND BELO, 2004). INHEIRO ET AL. (1997) konnten allerdings bereits bei
einem Luftdruck von 3 bar einen Rickgang der Wachstate beb. cerevisiae beobachten
und HARTMEIER (1972) wies bei rein respiratorisch wachsenden mefme schadigende
Wirkung des Sauerstoffs schon bei einer geringererétihireitung des in der Luft
vorhandenen Sauerstoffpartialdrucks von 0,21 bah.nRiese unterschiedlichen Ergebnisse
zeigen, dass der Uber der Kultur herrschende Saftfpestialdruck nicht im direkten
Zusammenhang mit den in der Kultur bestehendenngedgen steht. So haben z.B. der

Sauerstoffverbrauch und die g@Produktion im bzw. die C&Entfernung aus dem System
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oder auch die Rihrerdrehzahl des Fermenters eirsd$g@blichen Einfluss auf die in der

Kultur vorhandenen Sauerstoffkonzentrationen.

In der vorliegenden Studie wurden die BioreaktarenNormaldruck (1 bar) begast. Bei der
Begasung mit reinem Sauerstoff wiirde der Sauepstdiéldruck dem eines Luftdrucks von
4,76 bar entsprechen. Die in der Kultur vorliegen8auerstoffkonzentrationen nehmen beim
Wildtyp von S cerevisae DSMZ 1333 trotz kontinuierlicher Begasung wéhrethels
Wachstums ab (Abb. 33), so dass spatestens nacidiBaag des exponentiellen Wachstums
weitgehend anaerobe Verhdltnisse vorliegen. Eineddfing des Wachstums durch die
Begasung mit Sauerstoff lasst sich nicht beobacliienWachstumsrate bleibt konstant (Tab.
11). Ein Anstieg der Wachstumsrate war auch nichémvarten, da eine verstarkte Atmung
der Hefe die hohe Wachstumsrate wéhrend der ae@lrmg verringert. Flr eine verstéarkte
Atmung spricht auch die wesentlich héhere Zellautbewahrend der Begasung mit
Sauerstoff an Stelle von Luft (Tab. 11).

Beim Einsatz der atmungsdefekters. cerevisiae DSMzZ 1333 p° haben
Sauerstoffkonzentrationen von Uber 80 % Luftsatiggleine Wirkung auf Wachstumsrate
und Zellausbeute. Bei mehr als 4-facher Luftsatiggaeigt sich jedoch ein Ruckgang der
Wachstumsrate (Tab. 11). Bacerevisae DSMZ 1333p° nicht zur Atmung fahig ist, kann
dieser Effekt nicht durch eine Stoffwechselumstedlwerursacht sein. Er ist vielmehr auf den

hemmenden, d.h. toxischen Einfluss des Sauerstoftskzufihren.

4.3 Ethanolproduktion im Fotobioreaktor
4.3.1 Simulation

Um die Langzeitstabilitat der alkoholischen Garung S. cerevisiae DSMZ 1333p° unter in
Fotobioreaktoren vorhandenen Verhéltnissen zu s&man, wurde Hefebiomasse in
stickstofffreiem Mineralsalzmedium (EM) suspendi®er Ansatz wurde mit Luft begast und
Maltose wurde kontinuierlich zugegeben. Aufgruné deringen Sauerstoffverbrauchs von
S cerevisae DSMZ 1333p° (Abb. 22) kann davon ausgegangen werden, dasSydasm zu
100 % luftgesattigt war. In den ersten 100 Stunaied nochmals deutlich, dass cerevisiae
DSMZ 1333p° obligatorisch gért, da die im System vorhandenek&tkonzentration zur
Unterdrickung der Atmung nicht ausreichen wirde aaddennoch zur fast vollstandigen
Umsetzung der Maltose zu Ethanol kommt. Mit zunefuhee Versuchsdauer zeichnet sich
jedoch, genauso wie im Kurzeitexperiment (Abb. 20y Verlust an Garaktivitat ab (Abb.
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34) und es kommt zur Akkumulation von Maltose. Beasem Versuch wird ein weiteres
Problem deutlich, welches sich bei der Ethanolpktido im Fotobioreaktor ergibt: Selbst
wenn die Maltose vollstdndig zu Ethanol umgesetiirde, wirde die entsprechende
Ethanolkonzentration im Bioreaktor nie erreicht, dee kontinuierliche Begasung zur

Evaporation des Ethanols fuhrt.
4.3.2 Verbundprozess mit Algen und Hefen

Der Aktivitatsverlust, der sich in den Versuchen Algen und Hefen (Abb. 35 und Abb. 36)
spatestens nach 70 Stunden durch die StagnatiderereEthanolbildung abzeichnet, kann
kaum auf eine eingeschréankte Garaktivitat zuriddgefwerden, da es zum Versuchsende
hin nicht zur Akkumulation von Zucker im System koin Vermutlich ist der
Aktivitatsverlust durch nachlassende Zuckerexkretaer Grinalgen, durch mikrobielle
Kontaminationen, teilweise aber auch durch Evapmratdes Ethanols verursacht. Die
Stabilitat der untersuchten Systeme Dbleibt zurlickeh der, die bei der Anwendung von
petonhaltigen Medien mit Harnstoff als Stickstot#tje ermittelt wurde. MCKE (1985)
erreichte damit Ethanolbildungsraten von ca. 1060td! und eine kontinuierliche

Zunahme der Ethanolkonzentration tUber 240 Stunden.

Die in der vorliegenden Studie ermittelten Ethaildingsraten lagen zwischen 412 rifgt
(Variante 1 in Abb. 35) und 421 mdd™® (Variante 2 in Abb. 36). Addiert man den zur
Produktion des im System vorhandenen Ethanols matigen Zucker zu dem im System
vorhandenen Zucker, so erhalt man die theoretisGhe&cosemenge als Mal3 flr den
ausgeschiedenen Zucker (Abb. 37). Die so in derterer24 Stunden ermittelten
Glucoseproduktionsraten von 724 riigit (Variante 1) und 914 mgi® (Variante 2)
Ubersteigen die in dieser Studie nach 48 Stundenittelten Produktionsraten (siehe
Ergebnisse unter 3.1.4 und Diskussion unter 4.1DM¢s bedeutet, dass es nach dem
Umsetzen der Algenkultur in stickstofffreies Mediuanfanglich zu einer verstarkten

Zuckerausscheidung kommt.

Aul3er den dieser Studie vorangehenden Untersuchuwge MUCKE (1985) gibt es in der

Literatur keine Beispiele, die diesen oder einennlidhen Weg zur direkten

Ethanolgewinnung aus GQund Licht verfolgen. HRANO ET AL. (1997) zeigten, dass eine
Ethanolgewinnung mit Hilfe von Mikroalgen auch ohsten Einsatz von Hefen mdglich ist.
Sie erreichten 30 — 40 % Umsetzung der intrazebul&tarkereserven b€hlamydomonas

reinhardtii zu Ethanol allein durch die Garaktivitat der AligeDunkelheit unter anaeroben

94 /121



Diskussion

Bedingungen. HRAYAMA ET AL. (1998) konnten sogar miChlamydomonas sp. eine
flachenbezogene Biomasse-Produktionsrate von 30?gdrn erreichen, wobei 30 % des
Trockengewichts aus Starke bestand, die dann, Adehinten der Biomasse, mit einer

Ausbeute von 50 % in Dunkelheit unter Sauerstofiedemheit zu Ethanol umgesetzt wurde.

Das Potential der avisierten fotosynthetisch-feraigren Ethanolgewinnung lasst sich
schwer abschatzen. Obwohl theoretisch die Bildurap Zuckern einen geringeren
Energieaufwand fur die Grunalgen bedeutet als d#uBg von Biomasse, war die Summe
aus gelosten Zuckern und Biomasse auch bei untediichien Mengenverhaltnissen in
verschiedenen Kulturen vadh. sp. SAG 241.80 nach gleicher Inkubationszeit fdshiisch
(Abb. 11). Verwendet man somit Biomasseproduktiatesr zur Abschétzung des Potentials
des hier untersuchten Systems, so ergeben sichdemusoben genannten Literaturdaten
(HIRAYAMA ET AL . 1998) unter der Annahme einer ausschlie3licheduktion von Zuckern
an Stelle von starkehaltiger Biomasse theoretisdihanolbildungsraten von ca.
625 mg n h™.

4.4 Saure- und Wasserstoffproduktion durch Closied

4.4.1 Methodik

Da Clostridien im Allgemeinen als sehr sauerstoff#es gelten, wurden in dieser Arbeit
anfanglich die Inokulationen der Kulturen unteregitickstoffatmosphére durchgefihrt. Auf
den Einsatz der Anaerobierbank wurde im Laufe didsbeit jedoch verzichtet, da die
Dauerformen (Sporen) der Clostridien sauerstoffistabaren. Mit diesen konnten
Flassigkulturen, soweit die Sporengewinnung mit derschiedenen Stammen gelang, an der
Luft angeimpft werden. Die Inokulation und Kultiviemg von Oberflachenkulturen ohne die
Anwendung einer Schutzatmosphare war nicht mogli¢tuf eine Begasung der
Flussigkulturen mit Stickstoff oder Kohlendioxid wde in dieser Arbeit verzichtet. Das
luftdichte VerschlieRen der Reaktoren unmittelbacn dem Autoklavieren, bzw. das
Abklhlen der Vorkulturmedien nach dem Autoklavienemter einer Stickstoffatmosphare
reichte, ahnlich wie bei (BINOT ET AL 1982), fur die notwendige Sauerstoffarmut des
Mediums aus. Anaerobe Bedingungen wahrend der \Hauiting garantierte die eigene
Gasproduktion der Clostridien. Der Einsatz solcheeiselbstgenerierten sauerstofffreien
Gasatmosphare ist in der industriellen Anwendung aaeroben Mikroorganismen Uublich,

bildet im Labormalstab jedoch eher die AusnahmeN (ANDEL ET AL. 1985). Die
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Anwendung einer kontinuierlichen Begasung wahrerd Hultivierung schied in der
vorliegenden Arbeit aufgrund der gewiinschten Qtiaieiung der Gasproduktion

grundsatzlich aus.

Eine weitere Mdglichkeit sauerstofffreie Medien =zrhalten, ist der Zusatz einer
reduzierenden Agens, wie L-Cystein. Aus Kostengeiinpostulierten ¥Kkol ET AL. (1998a)
eine Cokultivierung von Clostridien mit sauerstefforauchenden fakultativen Anaerobiern
um auf den Zusatz von teuerem L-Cystein zu veregithEine sehr lange lag-Phase von tber
zwolf Stunden bei der Kultivierung vo@. butyricum DSMZ 10702 ohne Zusatz von L-
Cystein konnte jedoch in dieser Studie im Gegernmsatfokol ET AL. 1998 nicht beobachtet
werden. Die initiale lag-Phase war spatestens masmh Stunden beendet und es konnten
deutliches Wachstum und Produktbildung beobach¢etlen (z.B. Abb. 39 und Abb. 40).

Die Gewinnung von Clostridiensporen erfolgte insgie Arbeit immer auf Vollmedium mit
Pepton und Hefeextraktzusatz, auch wenn fiur demi8t&. saccharobutylicum DSMZ
13864 (identisch miC. acetobutylicum P262) undC. acetobutylicum DSMZ 792 (ATCC
824) die Fahigkeit zur Sporulation auf definiertelinimalmedien in der Literatur
beschrieben ist @NG ET AL 1983). Nach der Inokulation der ersten Vorkultoit der
Sporensuspension, wurde stets ein Hitzeschock®&C8von 20 Minuten durchgefihrt. Ein
Hitzeschock stimuliert die Sporenkeimungr{&y 1978) und schliel3t eine Kontamination
durch nicht sporenbildende Mikroorganismen effekiirs.

Trotz der anaeroben Kultivierung der Clostridienrdan Ansatze zur Bestimmung des
Wachstums und der Produktbildung immer gerthrt,aimgleichméRiges Ausstrippen der
Gargase, eine homogene Verteilung der BiomassaldreProbenahme und eine schnelle
Verteilung der Lauge bei einer Steuerung des pHt®¥ezu gewahrleisten. Die hier
verwendete Methode zu quantitativen BestimmungG@kesbildung (Abb. 4) ist mit Fehlern
behaftet. Die hohe Ldslichkeit von Kohlendioxid iiasserreservoir der Gasfalle kann
sowohl zu einer Verfalschung der gemessenen Gesamgenals auch, wegen der deutlich
geringeren Loslichkeit von Wasserstoff, zu einer rfalschten Messung der
Gaszusammensetzung fuhren. Allerdings kommt es auclsattigung des Wasserreservoirs
mit den Gargasen, so dass der Fehler bei anhaiteBdsproduktion mit zunehmender
Versuchsdauer immer geringer wird. StochiometrisBlngsagen Uber die Umsetzung von
Zuckern zu Gargasen erfolgten deshalb nur nach langaltender gleichmafiiger

Gasproduktion.
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Bei der Berechnung von Molmengen aus Gasvoluminadevu immer die SATP
angenommen. Wetterabhangige Abweichungen der Raywetatur und des Luftdrucks von
der SATP wurden nicht bertcksichtigt. Auch der etwahohte Druck in der Gasfalle durch
die maximal 0,5 m hohe Wassersaule im Uberlauf died geringen Abweichungen der
Eigenschaften von Kohlendioxid gegentber den Eigjeaften eines idealen Gases blieben in

der Auswertung unberucksichtigt.
4.4.2 Garungsprodukte von Clostridien

Die industrielle Anwendung der Garung durch Claéém beschrankte sich in der
Vergangenheit auf die sogenannte ABE-FermentatmnG: acetobutylicum, das heil3t auf
die fermentative Herstellung der Losungsmittel AcetButanol und Ethanol ¢8/ey 1978,
LONzZ UND MOREIRA 1980). Die ABE-Fermentation vorC. acetobutylicum ist ein
zweiphasiger Prozess, bestehend aus einer anfaeglisdurebildenden Phase, an die sich
eine ldsungsmittelbildende Phase anschliel3t. Wachsihd Zellteilung findet ausschlief3lich
wahrend der Saurebildung statt. Die Losungsmiteziden bei konstanter Zelldichte gebildet,
wobei es mit fortlaufender Fermentationsdauer znddsporenbildung kommt. Wird das
durch die Saureproduktion verursachte Absinkenpd¢dVertes auf unter pH 6 durch eine
pH-Steuerung verhindert, so kann die Losungsmitelipktion zugunsten einer verstarkten
Saureproduktion weitgehend unterdrickt werdermiN(E UND MADDOX 1987). Bei

C. butyricum bleibt die lI6sungsmittelbildende Phase generell au

Da fur die Anwendung im fotosynthetisch-fermentatiwerbundsystem ausschlief3lich die
Bildung von kurzkettigen Carbonsauren und Wasskrston Interesse ist, wurden die
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit darauscheinkt. In Abb. 50sind die
Stoffwechselwege wiedergegeben, welche bei Clastridcur Bildung von Buttersaure,
Essigsaure und Wasserstoff aus Lactose fuhren. Weime Buttersaure gebildet wird,
kénnen theoretisch aus 1 Mol Lactose 4 Mol Essigsé@uatstehen, wobei 8 Mol Wasserstoff
frei werden. Entsteht ausschliel3lich Buttersauoewerden die zuvor gebildeten 4 Mol
NADH; zur Reduktion des Acetacetyl-CoA bendtigt und esstehen lediglich 4 Mol
Wasserstoff. Je hoher der Essigsaureanteil an elgitdgten Sauren ist, desto héher ist der zu
erwartende Wasserstoffanteil der Gargase. Die Bddwon ATP variiert theoretisch
zwischen 6 Mol ATP aus 1 Mol Lactose bei ausschtbBr Entstehung von Buttersaure und
8 Mol ATP, falls nur Essigsaure gebildet wird. SadvnachvAN ANDEL ET AL. (1985)

wahrend starkem Wachstum v@n butyricum wegen des hdoheren Energiebedarfs verstarkt
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Essigsaure und bei eingeschrdnktem Wachstum, darBh niedrigem
Zuckerlimitierung, verstarkt Buttersdure gebildet.

C12H22011
Lactose
1H,0 %(1)
2 CgH ;0
Hexose
4P,
A< 8 Fd >(3)< 4NAD
@ _4a0pP
4) 8 FdH 4 NADH
4 ATP
4H,0

4 CH5-CO-COOH
Pyruvat
8 Fd 4co,

4 CoA
4 8 FdH
4H,“®

4P,

4 CH,-CO~SCoA %» > 4 CH,-COOH

Acetyl-CoA 4 CoA

4aDP 4atp ESSigsdure

®)
2 CoA

2 CH,-CO-CH,-CO~SCoA
Acetacetyl-CoA

4 NADH, ©

4 NAD
2H,0
2 CH,-CH,-CH,-CO~SCoA
Butyryl-CoA 2ATP 2ADP
2 CH;-COOH
(10) Essigsaure 2P, (7)
2 CH,-CO~SCoA >(6)<
Acetyl-CoA 2 CoA

2 CH,-CH,-CH,-COOH

Buttersaure

pH-Wert oder

Abb. 50: Buttersaure-, Essigsaure- und Wasserstoffbildweglactose durcle. butyricum
((2) B-Galactosidase; (2) Glycolyse; (3) NARHerredoxin-Oxidoreductase; (4) Ferredoxip®kidoreductase;
(5) Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreductase; (6) Phospinstacetylase; (7) Acetat-Kinase; (8) Thiolase; [§9)
Hydroxy-butyryl-CoA-DH, Crotonase, Butyryl-CoA-DH; (LOCoA-Transferase)nach $HLEGEL UND

ZABOROSCH(1992).
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4.4.3 Clostridienstamme

Dem thermophilen Clostridienstam@ thermobutyricum, attestierten WEGEL ET AL. (1989)
Wachstum auf Maltose und Cellobiose, jedoch kemgsSaccharose. In den vorliegenden
Untersuchungen zeigt€. thermobutyricum DSMZ 4928 kein Wachstum auf Lactose (Tab.
12). Damit schied er fur die geplante Anwendung Mofke aus.C. acetobutylicum DSMZ
792 (ATCC 824) wurde schon ofter im Zusammenhartglet ABE-Fermentation untersucht
(MONOT ET AL. 1982, lal UND TRAXLER 1994) und zeigte in dieser Studie im Vergleich zum
ebenfalls 16sungsmittelbildende®. saccharobutylicum DSMZ 13864 eine sehr frih
einsetzende l6sungsmittelbildende Phase (Abb. B83halb wurden keine weiterfihrenden
Untersuchungen miC. acetobutylicum DSMZ 792 durchgefuhrtC. saccharobutylicum
DSMZ 13864 ist mit dem gut untersuchten und haurfider Literatur beschriebenen Stamm
C. acetobutylicum P262 identisch.

Industriestamme vorC. acetobutylicum, die mittlerweile unterC. saccharobutylicum sp.
zusammengefasst werden, hiel3en urspringlictsaccharo-butyl-acetonicum-liquefaciens
und ihre Anwendung zur Lésungsmittelproduktion vautiereits 1938 patentiertoJES UND
KEels 1995, Keis ET AL 2001). Die Abgrenzung vorC. saccharobutylicum von
C. acetobutylicum erfolgte auf der Basis von 16S rRNA Gensequenageiund DNA-DNA-
Hybridisierung durch Eis ET AL (2001). GrofRe ph&no- und genotypische Untersehied
innerhalb der Spezie€. acetobutylicum sind jedoch bereits zuvor zahlreich beschrieben

worden (LONG ET AL 1983, WLKINSON ET AL. 1995).

Wegen der in der vorliegenden Untersuchung beobtahsehr langen séurebildenden Phase
von C. saccharobutylicum DSMZ 13864 (Abb. 38) und wegen der sehr geringen
Ldsungsmittelproduktion bei konstantem pH-Wert yuid 6 (BENNIS UND MADDOX 1987)
wurde C. saccharobutylicum DSMZ 13864 fur weiterfihrende, vergleichende Stndmit

C. butyricum ausgewahlt. Da ausschlieBlich die Bildung von kettzgen Carbonsauren
erwinscht war, war die Spezi€s butyricum, da sie keinerlei Losungsmittel bildet, fir die
geplante Anwendung pradestiniert. In dieser Studiede die Saure- und Wasserstoffbildung

von C. butyricum DSMZ 10702 exemplarisch untersucht.

Verschiedenste Studien zur technischen Anwendungdere- und Wasserstoffbildung von
C. butyricum sp. finden sich in der Literatur ARUBE ET AL. 1982, \ANDAK ET AL. 1995b,
ZIGOVA ET AL. 1999). Auch die Verwendung von Molke als Substrader Saureproduktion
mit Clostridien ist in der Literatur beschriebenLf ET AL. 1988, \ANDAK ET AL. 1995a)
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und speziell der Stam@. butyricum DSMZ 10702 (identisch mit IFO 13949) fand schon in
mehreren Studien zur Wasserstoffproduktion Anwegd{MIYAKE ET AL. 1984, Yokol ET
AL. 1997, 1998a, 1998b).

4.4.4 Produktionsraten in ansatzweiser Kultur

Die in dieser Studie in den ersten zehn Stundenldarbation ermittelten S&ure- und
Gasproduktionsraten voiC. saccharobutylicum DSMZ 13864 unterschieden sich trotz
einsetzender Lésungsmittelproduktion nicht mafRgbblion denen vog. butyricum DSMZ
10702. Die maximalen Produktionsraten v@rbutyricum DSMZ 10702 konnten durch eine
Steuerung des pH-Wertes (pH 6,5) deutlich erhdimtlere (Tab. 14). Eine vergleichbar hohe
maximale Buttersaureproduktionsrate von 1,33h§") welche auf Vollmedium mit Lactose,
Hefeextraktzusatz und pH-Steuerung r@it butyricum DSMZ 10702 gemessen werden
konnte, findet sich in der Literatur nicht. Jedda die durchschnittliche Produktionsrate an
Buttersaure mit 0,70 g'h™ unter der, die WNDAK ET AL. (1995b) ermittelten. Dieser konnte
mit C. butyricum auf saccharosehaltigem Volimedium eine durchstiohié
Buttersaureproduktionsrate von 0,90 gh't nachweisen, welche auch (ber der von

C. tyrobutyricum auf Glucose mit 0,82 g'lh* (MICHEL-SavIN ET AL. 1990) liegt.

Die Saureproduktion auf reiner Molke n@t butyricum DSMZ 10702 war ohne den Zusatz
von Hefeextrakt nur sehr eingeschréankt moglich. Zwatrug die maximal gemessene
Buttersdureproduktionsrate auf reiner Molke mit Igehtrolle immer noch zwei Drittel von
der mit Hefeextrakt (Tab. 16), jedoch lagen diectiachnittlichen Saurebildungsraten nach
einer Versuchsdauer von 24 Stunden lediglich zwscB2 und 36 % von denen mit
Hefeextrakt.

Fur eine konstant hohe Gasproduktionsrate und siiimiine rasche Umsetzung der 4,5 %
Lactose in der Molke war insgesamt ein Zusatz v@10 Hefeextrakt notwendig (Abb. 42).
Eine &hnliche Beobachtung machtenNBAK ET AL (1995a), welche auf reiner Molke eine
Buttersaureproduktionsrate von 0,16 ¥t und unter Zusatz von 0,5 % Hefeextrakt eine
Produktionsrate von 0,44 gH™* dokumentierten. WNDAK ET AL (1995a) machten aufgrund

von Kontrolluntersuchungen das im Hefeextrakt eighde Biotin dafir verantwortlich.

Meist wurde in der vorliegenden Studie nur die ggsaGasproduktion durch die Clostridien
dokumentiert. Eine Quantifizierung des gebildeteasgérstoffs erfolgte nur exemplarisch. So
hatte das beim Wachstum va@ butyricum DSMZ 10702 auf Vollmedium mit Lactose,

Hefeextraktzusatz und pH-Steuerung aufgefangeneed@n Wasserstoffgehalt von 67 %.
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Bei der dabei ermittelten maximalen Gasproduktiatesrvon 2,38 | 1 h' und der
durchschnittlichen Gasproduktionsrate von 0,93 Ihi* (Abb. 39) ergeben sich daraus
Wasserstoffproduktionsraten von 1,59 bzw. 0,62H1.

Die durch die Gasbildung verursachte Gewichtsabeabmer nicht pH-gesteuerten Kultur
bei gleichzeitiger Bestimmung der Gasproduktion egin ansonsten identischen
Parallelansatzes bestatigte indirekt den gaschogregthisch gemessenen Wasserstoffgehalt
des entstandenen Gases. Ware weniger oder keineWedt entstanden, so hatte aufgrund
der deutlich hoéheren Dichte anderer Gargase eiakestGewichtsabnahme beobachtet
werden mussen (Abb. 4BidAbb. 44).

4.4.5 Anwendung von immobilisierten Clostridien

Der Einsatz von immobilisierten Clostridien ist der Literatur zahlreich beschrieben. So
wurden zum Beispiel in diversen Matrices eingebuliClostridien sowohl in der
Ldsungsmittelproduktion (KOUWEL ET AL. 1983, IARGIER ET AL. 1985, IRICK ET AL. 1986)
als auch in der Wasserstoff- und SaureproduktioxR(SE ET AL. 1982, YOKOI ET AL. 1997)
getestet. Aber auch auf verschiedenen Tragern pilsgebundene Clostridien kamen bereits
in der Losungsmittelproduktion (@RESHI ET AL 1988, 2000, RRK ET AL. 1990) und in der
Wasserstoff- und. Saureproduktiong®O! ET AL. 1997) zum Einsatz. Meist wurden frische
intakte Clostridienzellen (KRUBE ET AL. 1982, LARGIER ET AL. 1985, YokOI ET AL. 1997)

immobilisiert.

Die in dieser Studie angewandte Immobilisierung @krstridiensporen mit anschliel3ender
Keimung findet sich auch in der Literatur KREUWEL ET AL 1981). Dieses Verfahren
vereinfacht die Immobilisierung, da der Einsatz eeinSchutzatmosphare wegen der
Sauerstofftoleranz der Sporen Uberflissig ist. N&hmung der Sporen konnten die
Immobilisate in Gegenwart von Luftsauerstoff in d@armentationsansatz umgesetzt werden,
ohne dass es zum Vitalitatsverlust der Clostridkam. Die Diffusion des schadlichen
Sauerstoffs war durch die Matrix limitie@. butyricum DSMZ 10702 konnte so erfolgreich
in Alginat-, Pektin- und PVA-Matrices immobilsiesterden. Allerdings kam es beim Einsatz
der Immobilisate in Molke zur Verschleppung von Ndbestandteilen aus dem zur
Keimung verwendeten Vollmedium, so dass die anféngh Produkbildungsraten nicht mit

denen in reiner Molke vergleichbar waren (verglei8i#.3 und 3.4.6).

In der vorliegenden Studie erforderte der Einsatz $uspendierter Immobilisate stets ein

relativ starkes Ruhren der Kultur, da sich sonstiadimobilisate aufgrund der Gasbildung auf
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der Kulturoberflache sammelten und es nicht mehreiner optimalen Umstromung mit
Medium kam. Yokol ET AL. (1997) sehen darin einen Vorteil der adsorptiBamdung der
Clostridien auf porésen Glaskugeln, da diese auaftjitarer hohen Dichte auch bei starker

Gasentwicklung nicht aufschwimmen.
4.4.6 Kontinuierliche Fermentation und stéchiometrsche Bilanzierung

Bei der kontinuierlichen Fermentation von Molke rHigfeextraktzusatz wurden in Alginat
immobilisierte Zellen vonC. butyricum DSMZ 10702 eingesetzt. Die verwendete
Durchflussrate von 0,015*hwar so gering, dass eine Immobilisierung aufgrudes
Wachstums der Clostridien wahrscheinlich nicht restdig gewesen ware. So zeigte sich bei
YOKOI ET AL. (1998a) bei der Anwendung von nicht immobilissentC. butyricum DSMZ
10702 wahrend einer kontinuierlichen Fermentatiah \&ollmedium mit Glucose erst ab

einer Durchflussrate von 0,5'teine Auswaschung der nicht immobilisierten Zellen.

Die sehr geringe Durchflussrate in der eigenen i8tuevar durch die hohe
Lactosekonzentration (4,5 %) in der verwendeten kiglobegriindet. Trotz der geringen
Durchflussrate hatte die Molke beim Verlassen deaki®ors noch eine Lactosekonzentration
von durchschnittlich 0,4 % (Abb. 46). Bei einer gamgskonzentration von nur 1 % Glucose
konnten HEYNDRICKX ET AL. (1986), mit C. butyricum L1213t1 auf Vollmedium, bei
ahnlichem pH-Wert und einer Durchflussrate von D,2¢%, keinen Zucker im Abfluss
nachweisen. ¥Kol ET AL. (1997) zeigten Ahnliches bei der Verwendung vambbilsiertem
C. butyricum DSMZ 10702. Bei einer Durchflussrate von 1" hund einer
Glucosekonzentration von 0,5 % im Medium konntechasie keinen Zucker im Ablauf

nachweisen.

Bei der kontinuierlichen Fermentation von Molke k@instantem pH-Wert (pH 6,5) mit
immobilsiertemC. butyricum DSMZ 10702 entstanden Buttersaure, Essigsauresasdiber
144 Stunden in stets gleichem Verhaltnis (Abb. 48h konnte fir die gegebenen
Versuchsbedingungen die stochiometrische Umsetaumg Lactose sehr genau ermittelt
werden. Da die Grundlage fur die unten angegebeéti®n nur die tatsachlich gemessenen

Produktmengen sind, ist die Reaktionsgleichungtrstiichiometrisch ausgeglichen.
Lactose —» 1,4 Buttersaure + 0,7 Essigsaure + 6,9 Gas

Es wird deutlich, dass genau doppelt so viel Bsitere wie Essigsaure entstanden ist.

Berucksichtigt man dies bei der Betrachtung deortgschen Umsetzung von Lactose (bzw.
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Glucose) zu Buttersdure und Essigsaure (Abb. SD)erkalt man, geht man von ganzen

Molmengen aus, die folgende stdchiometrisch ausdeszie Reaktionsgleichung.
5 Lactose + 9 HO - 8 Buttersaure + 4 Essigsaure + 20 COr 24 H, bzw.
5 Glucose + 2 HO - 4 Buttersaure + 2 Essigsaure + 10 COr 12 H,

Bezieht man diese auf 1 Mol Lactose (bzw. Glucas®] fasst man die gebildeten Gase

zusammen, ergibt sich daraus:
Lactose + 1,8 HO - 1,6 Butterséaure + 0,8 Essigsaure + 8,8 Gas (4 ¢®4,4 H) bzw.
Glucose + 0,4 HO - 0,8 Buttersaure + 0,4 Essigsaure + 4,4 Gas (2 €©2,2 H)

In dem Versuch wurden somit 88 % der theoretisciglitiien Menge an Sauren und 78 %
der theoretisch moglichen Gasproduktion erreichie B Hinblick auf die entstandene
Sauremenge nicht ausgeglichene Kohlenstoffbilamn ldurch das Wachstum der Clostridien
und damit durch den Einbau des Kohlenstoffs inBl@masse verursacht sein. Dies gilt auch
fur die verringerte Menge an produziertem Gas, wahech die hohe Loéslichkeit des
Kohlendioxids, sowohl im Medium als auch im Wassservoir der Gasfalle, eine Rolle
spielen kann. Unter der Annahme, dass sich dasefanfgene Gas im theoretischen
Verhéltnis 1:1,1 (C@H;) zusammensetzt (entspricht einem Wasserstoffanteil 52,4 %)
ergibt sich eine Ausbeute von 1,8 Mol Wasserstati pingesetztem Mol Hexose. Dies
entspricht anndhernd der Ausbeute an Wasserstofl\@ Mol Wasserstoff pro eingesetztem
Mol Glucose, welche ¥Kkol ET AL. (1998b) fur die Vergarung von Stérke du@houtyricum
DSMZ 10702 ermittelten. Auch die Beobachtung VORGERMANN ET AL. (1973), dass bei
der Géarung voIt. butyricum 2 Mol Wasserstoff pro Mol Séure entstehen, wirstdiggt.

Die eigene stdochiometrische Bilanzierung ahneltr skt von HEYNDRICKX ET AL. (1986),
welche bei einer kontinuierlichen Fermentation @itbutyricum die Entstehung von 0,77
Mol Buttersdure, 0,47 Mol Essigsaure und 2,3 Mol s¥éastoff aus 1 Mol Glucose
nachweisen konnten. Nimmt man flr die gemesseneprGaisktionsrate den aus der
Stochiometrie der beobachteten Garung ermitteltezoretischen Wasserstoffanteil von
52,4 % an (siehe oben), so ist die wahrend derirkaistlichen Fermentation gemessene
maximale Wasserstoffproduktionsrate, verglichen\Wgrten aus der Literatur QKOI ET AL.
1997, 1998a), sehr gering. Beriicksichtigt man jadtie unterschiedlichen Durchflussraten,
Zucker und eingesetzten Zuckerkonzentrationen,rgitesich in der vorliegenden Studie
eine Wasserstoffproduktionsrate von 5,5 mmblh* (bzw. eine Gasproduktionsrate von

10,5 mmol T hY) bei einem theoretischen Hexoseeintrag von 3,9 Inifie*. Verglichen mit
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molaren Produktions- und Verbrauchsraten, die aasdturdaten errechnet wurden, sind dies

12 % der Wasserstoffproduktionsrate bei 14 % desbieintrages vonOkol ET AL. (1997).

Durch eine hohe Durchflussrate erreichtelk®l ET AL. (1997) trotz einer geringen
Zuckerkonzentration von 0,5 % eine sehr hohe Wakd§roduktionsrate von
46 mmol I* it (entspricht 1,15 I't ). Durch die niedrige Zuckerkonzentration war die
Saurekonzentration im Ablauf beioXol ET AL. (1997) sehr gering. Da aber nur eine
Optimierung der Wasserstoffproduktionsrate angbkstreurde, war dies unerheblich und

ermdglichte den Verzicht auf eine kostenintensiMeSieuerung.

4.5 Wasserstoffproduktion mit Purpurbakterien

In der vorliegenden Studie wurden keine Versuche Wasserstoffproduktion durch
Purpurbakterien unternommen. Aussagen Uber die Adbarkeit von Purpurbakterien im
geplanten Verbundsystem (siehe Einleitung), bzw. \zerwertbarkeit von Sauren aus der
Clostridiengarung in der anoxigenen Fotosynthese Rorpurbakterien basieren auf Daten
aus vorangegangen Untersuchungen am LehrstuhBidtechnologie an der RWTH Aachen

(HACKETHAL 1999) und auf Literaturdaten.

Die Fahigkeit von Purpurbakterien, organisches Kkteals Elektronendonatoren zu
verwenden und im Licht aufgrund einer Nebenreaktlmn Nitrogenase Wasserstoff zu
produzieren, ist schon lange bekanntRifBRoOD ET AL 1961). Zahllose Studien zum
physiologischen Hintergrund und zur technischenzbug der Wasserstoffproduktion durch
Purpurbakterien wurden in den letzten 35 Jahrerchgi@fiihrt und sind neben anderen
Verfahren zur biologischen Wasserstoffgewinnung imerschiedenen Reviews
zusammengefasst ANDI UND SENGUPTA 1998, Dxs UND VEzIROGLU 2001, KOKU ET AL.
2002, LEVIN ET AL. 2004a, 2004b).

Abhangig vom verwendeten Organismus, dem gewaHNtdrstrat, dem Reaktortyp und dem
Prozessmal3stab reichen die in Studien Uber melege gemessenen Gasproduktionsraten
von z.B. 1,60 | T d?, in einer kontinuierlichen Fermentation nithodospirillum rubrum
(HACKETHAL 1999) bis zu 15,12 |1 d* in einer kontinuierlichen Fermentation mit
immobilisiertem Rhodobacter sphaeroides (TSYGANKOV ET AL. 1998). In den genannten
Studien wurde vorwiegend Milchséure als Wasseboftor verwendet. Aber auch fir die
Umsetzung von Essig- und Buttersaure durch Purpteban sind
Wasserstoffproduktionsraten bis zu 0,60 bi* beschrieben worden fBBOSA ET AL 2001).

Die Moglichkeit der Umsetzung von Essig- und Bug#ere zu Wasserstoff bildet die
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Grundlage fur die geplante Kombination der Saurmypkton aus Abfallstoffen durch

Clostridien mit der anoxigenen Fotosynthese durchurplrbakterien  zur

Wasserstoffproduktion.

4.6 Verbundprozess aus anoxigener Fotosynthese anderober Garung

In den eigenen Versuchen wurden bei der VergaramgMolke durchC. butyricum DSMZ
10702 neben den Gasen ausschlieBlich Butter- usiydgaire als Fermentationsprodukte
nachgewiesen. Theoretisch konnte die Umsetzund \Wnol Essigsaure maximal zur Bildung
von 4 Mol Wasserstoff fuhren. Bei einer vollstaretig Umsetzung von einem Mol
Buttersdure waren dies 10 Mol Wasserstoff (sielten)n

Essigsdure +2HO - 2CO+4 H, bzw. Buttersdure + 6 HO - 4 CO+ 10 H,

An diesen theoretischen Vorgaben orientieren siah id der Literatur zu findenden
Ausbeuten fir die Umsetzung von kurzkettigen SaatemWwasserstoff durch Purpurbakterien
(Tab. 17).

Tab. 17: Literaturdaten Uber Wasserstoffausbeuten bei desdttung von Essigsaure und
Buttersaure durch Purpurbakterien (Angaben in %).

Stamm Essigsaure Buttersaure] Author

Rhodopseudomonas sp. HCC 2037 73 8 ARBOSA ET AL. 2001
Rhodopseudomonas sp RV 40 75 MYAKE ET AL. 1984
Rhodopseudomonas palustrisR 1 15 n. u. B\RBOSA ET AL. 2001
Rhodopseudomonas palustris P4 70 n. u. @ETAL. 2004
Rhodopseudomonas capsulata NCIB 8254 66 29 SGERS UNDVERSTRAETE1983
Rhodopseudomonas capsulata ATCC 2378 100 80 B5ERS UNDVERSTRAETE1983
Rhodopseudomonas capsulata 33 n. u. 81 UND YU 2005
Rhodopseudomonas (verschiedene Stamme) 50 - 67 54 -73 Mo ET AL. 1986

Rhodobacter capsulatus (in Mischkultur) 63 37 ENG ET AL. 2005
Rhodobacter (verschiedene Stamme) 3-55 44 - 67 ACQMET AL. 1986

Fur die Umsetzung von Essigsaure zu WasserstothdBurpurbakterien finden sich in der

Literatur, je nach Stamm und VersuchsbedingungerspAuten zwischen 3 und 100 %. Die
in der Literatur dokumentierten Ausbeuten bei dersétzung von Buttersaure zu Wasserstoff
liegen zwischen 8 und 80 % (Tab. 17).
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Bei einer vollstandigen Umsetzung in einem Kombaoreprozess mit Clostridien und
Purpurbakterien konnten aus einem Mol Lactose (§zlwcose) maximal 24 (bzw. 12) Mol
Wasserstoff entstehen.

Lactose + 13HO 5 12CO:+24 H bzw. Glucose +6 D - 6 CO,+12 H

Die in den eigenen Versuchen zur Gas- und Saureigldiurch Clostridien erreichten 78
bzw. 88 % (siehe 4.4.6) der theoretischen Ausbantedie in der Literatur beschriebenen
unterschiedlichen Ausbeuten fir die Umsetzung deréh durch Purpurbakterien (Tab. 17)
lassen jedoch eine geringere Menge an Wasserstdirten. Tatsachlich wurden in bereits
realisierten Kombinationsprozessen n@it butyricum DSMZ 10702 (identisch mit IFO
13949) undRhodopseudomonas sp. RV (MYAKE ET AL. 1984) bzw.Rhodobacter sp. M-19
(Yokol ET AL. 1998) geringere Wasserstoffausbeuten gemesseeingm zweistufigen
Prozess gewannenoXol ET AL. (1998) im Garungsprozess 1,9 Mol Wasserstoffeansm
Mol verbrauchter Glucose und in der zeitlich natdgaden anoxigenen Fotosynthese
zusatzlich 3,6 Mol pro anfanglich eingesetztem Madlicose. Somit erreichten diese in der
Garung, geht man von den gleichen Produktverh&knisvie in den eigenen Versuchen aus,
in der Garung 86 % und im Gesamtprozess 46 % dehisimetrisch maximalen Ausbeute an

Wasserstoff.

YOKOI ET AL. (1998) konnten in Mischkulturen aus. butyricum DSMZ 10702 und
Rhodobacter sp. M-19 die Entstehung von insgesamt 6,6 Mol WassHraigs einem Mol
verbrauchter Glucose nachweisen und steigertent dienfAusbeute des Gesamtprozesses auf
55 %. MYAKE ET AL. (1984) erreichten in einer Mischkultur aQsbutyricum DSMZ 10702
und Rhodopseudomonas sp. RV mit 7 Mol Wasserstoff pro Mol verbraucht@lucose eine
Ausbeute von 58 %. Da die Mischkultur im Dunkeldgeh nur 1,1 Mol Wasserstoff pro Mol
verbrauchter Glucose produzierte, muss davon aasgeg werden, dass die Verhéaltnisse der
Zwischenprodukte (Sauren) von denen aus der eig8hetfie und von ¥Kol ET AL. (1998)

deutlich abweichen.

Genaue Angaben uber die gemessenen maximalen \a$geoduktionsraten fehlen bei
YOKOI ET AL. (1998) und NWAKE ET AL. (1984). Aus Einzelangaben uber Versuchsdauer,
Gesamtmenge an produziertem Wasserstoff und veetemdKulturgroRen lassen sich jedoch
Wasserstoffproduktionsraten zwischen 0,28dt (Mivake eT AL. 1984) und 0,82 I d*

(YokoI ET AL. 1998) fur die Mischkulturen aus Clostridien ungprbakterien berechnen.
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4.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

Um die Kosten und die Kontaminationsgefahr in egm@iteren Anwendung gering zu halten,
wurde in dieser Arbeit bei den Versuchen zur Zugkaduktion durch Grinalgen auf den
Zusatz von Protein verzichtet. Auch wurden die Bmigeaktoren nur einseitig mit Licht
bestrahlt, wie es einer spateren Anwendung im &mdilentspricht. Dabei konnten uber
mehrere Tage Zuckerproduktionsraten von bis zu #%p I'd* gemessen werden. In
Versuchen zur Cokultivierung von Algen und Hefen rdan sogar kurzzeitig
Zuckerproduktionsraten von bis zu 1018 gl erreicht. Diese Zuckerproduktionsraten
bleiben hinter denen von O&KE (1985) zurtick. Dieser konnte unter Proteinzusatt it
Reflektoren allseitig beleuchteten Fotobioreaktoteei der Verwendung des gleichen
Griinalgenstammes Maltoseproduktionsraten von bi©02%g I'd* dokumentieren.
Betrachtet man jedoch die flachenbezogenen ZuabéuBtionsraten, so liegen die eigenen
Messungen, aufgrund der geringeren beleuchtetenrfl®diee im Verhaltnis zum
Gesamtvolumen des Fotobioreaktors, mit 744 nfmwahrend der Cokultivierung von
Algen und Hefen bei 89 % der Maltoseproduktion dbicke (1985) mit 833 mg mh™.

Die wahrend der Cokultivierung von Algen und Hefemaximal gemessene
Ethanolproduktionsrate lag bei 421 mg b' bzw. 308 mg m h™, welches einer
Energietragerproduktion (berechnet mij) kon 11,4 kJt d* bzw. 8,3 kJ nf h* entspricht.
Diese Produktionsraten erscheinen auf den erstiek 8hr gering, sie sind jedoch von ihrer
GrolRenordnung mit den Produktionsraten andereratiklier fotobiologischer Verfahren zur
Energietragerproduktion vergleichbar. So sind fiie dbtobiologische Herstellung von
Wasserstoff mit Purpurbakterien in Fotobioreaktov®asserstoffproduktionsraten von z.B.
15,7 kJ Td™* (HACKETHAL 1999) oder 18,3 kJ'ti™* (Kim ET AL. 1987) dokumentiert worden
(berechnet mit Hund SATP). Die hochste Wasserstoffproduktionstsen Einsatz von
Purpurbakterien in Fotobioreaktoren wurde vaay3ANKOV ET AL. (1998) gemessen. Diese
betrug 148 kJ1d™ (berechnet mit Hund SATP).

Der Vorteil von Wasserstoff als Biokraftstoff liegtuf der Hand: Bei der biologischen
Produktion muss er nicht aufwendig aus dem Kultulioma abgetrennt werden, sondern wird
in Form eines Mischgases mit bereits sehr hohems®vs®ffanteil direkt aufgefangen.
Jedoch gibt es bereits bei der biologischen Etlpmaduktion neben der energieintensiven
Destillation die Mdoglichkeit des Einsatzes von Meanverfahren (QRESHI UND
MANDERSON 1995) zur Ethanolabtrennung. Weiter darf in diesBasammenhang nicht

vergessen werden, dass der Einsatz von biologigdler uNormaldruck produziertem
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Wasserstoff in Kraftfahrzeugen eine energieaufwgmdierdichtung des Gases erfordert, um

die notwendigen Mengen des Energietragers traraperzu machen.

Generell ist festzuhalten, dass die Produktionsraiei der fermentativen Umsetzung
agrarwirtschaftlich gewonnener Biomasse, wie ber &ergarung von Molke durch
Clostridien oder Melasse durch Hefe, meist deutlider den Produktionsraten von
Mikroorganismen in Fotobioreaktoren liegen. Dids \gohl auch unter Berticksichtigung der
vorherigen agrartechnischen  Gewinnung der Biomassta die maximalen
Biomasseproduktionsraten von Kulturpflanzen, wieidylaiber denen von Algen liegen
(BECKER 1982). Jedoch besteht angesichts des wachsendegidpmeblems der Menschheit,
trotz anderer vielversprechender Losungswege, @mpfiichtung zur weiteren Erprobung
einer direkten fotobiologischen Energietrdgergewimg mit Fotobioreaktoren. Vielleicht
bietet die genetische Modifizierung der fotosyngwt aktiven Mikroorganismen eine

Perspektive zur Steigerung der Produktionsrate/éeisundsystems.
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5 Zusammenfassung

In Einzeluntersuchungen sollten die Chancen, abehn die moglichen Grenzen des geplanten
fotosynthetisch-fermentativen  Verbundsystems, I|hesteé aus vier verschiedenen

Organismentypen, Grunalgen, Hefen, Clostridien Bagurbakterien, aufgezeigt werden.

Erganzend zu den Ergebnissen voudWe (1985) konnte in der vorliegenden Studie gezeigt
werden, dass die Grinalgenstam@igorella sp. SAG 241.80 un@hlorella mirabilis SAG
211-11r in Fotobioreaktoren unter Laborbedingungerthsen und Maltose und Glucose
produzieren. Ein Proteinzusatz zum Medium war niadtivendig, aber auf den Zusatz von
Vitaminen konnte nicht verzichtet werde@h. sp. SAG 241.80 zeigte Uber mehrere Tage
Wachstumsraten von bis zu 1,08 and Zuckerproduktionsraten von bis zu 476 thgtbei

der Kultivierung unter Dauerbeleuchtung in Fotobaktoren mit einem Verhéltnis aus
bestrahlter Reaktoroberflache und Kulturvolumen &7 cni. Bei der Kultivierung in
Fotobioreaktoren mit Oberflache/Volumen-Verhaltaissvon 0,24 cm waren dies unter

sonst gleichen Bedingungen lediglich 0,91kdw. 258 mgt d™.

In nicht wachsenden Kulturen konnten Biomasse-fipelie Zuckerproduktionsraten von
180 mg g d*, bezogen auf das Trockengewicht, gemessen weElra. Immobilisierung

von Ch. sp. SAG 241.80 in Alginat fuhrte bei der Kultiviegi unter Stickstoffmangel zu
einer erhdhten Langzeitstabilitat der ZuckerproouktEin Abschalten der Beluftung fuhrte
in der Algenkultur in kirzester Zeit zu einer Sateifkonzentration, welche die

Luftsattigung um ein Vielfaches Uberschritt.

Unter anaeroben Bedingungen konnte kein Untersamed/achstum und in der Garaktivitat
von atmungsdefekten Mutanten und Wildtypen $aocharomyces cerevisiae nachgewiesen
werden. Unter aeroben Bedingungen blieben die Wikt in ihrer Garaktivitat jedoch weit
hinter den atmungsdefekten Stammen zuriick. Es kogeiteigt werden, dass die Deletion
verschiedener Atmungskettenenzym-codierender Kaeengelie Atmungsaktivitat von
S cerevisiae unterschiedlich stark einschrankt. Durch den \&rlder Atmungsfahigkeit
wurde bei mehreren Stammen auch unter aeroben ddedien eine atmungsabhangige

Nutzung verschiedener Zucker deutlich.

Auch um ein Vielfaches der Luftsattigung erhohteugatoffkonzentrationen fuhrten bei
atmungsdefekten Mutanten zu keiner direkten Beshtigung der Garaktivitat, aber zu einer

Verringerung der Langzeitstabilitat in nicht waahgen Kulturen. Dies konnte jedoch durch
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Immobilisierung in Alginat verringert werden. Diee§asung von wachsenden Hefekulturen
mit Sauerstoff an Stelle von Luft fuhrte bei denldffipen zu einem erhdhten Zellertrag bei
gleichbleibender Wachstumsrate. Bei atmungsdefeketanten fihrte sie zu sinkenden

Wachstumsraten, wobei der Zellertrag unbeeinfloksb.

In autotrophen Mischkulturen aus Grinalgen und Héfennten in Fotobioreaktoren unter
Laborbedingungen kurzzeitig Zuckerproduktionsratenn bis zu 1,02 g4d' und
Ethanolbildungsraten bis zu 421 mg H' gemessen werden. Dies entspricht einer
flachenbezogenen Ethanolproduktion von 308 nfghth

Die Saurebildung aus reiner Molke war @ibstridium saccharobutylicum und Clostridium
butyricum nur sehr eingeschrankt moglich. Unter Zusatz vaiekixtrakt konnten jedoch
Produktbildungsraten von bis 0,30 § i' an Buttersaure, 0,16 ¢ h' an Essigsaure und
0,49 | I'h™* an Gas gemessen werden. Das aufgefangene Gaseimeite\Wasserstoffgehalt
von bis zu 67 %. Die Keimung von immobilisiertero§iridiensporen gelang problemlos mit
verschiedenen Matrices. In einer kontinuierlichemnfentation wurden mit immobilisiertem
C. butyricum Uber 144 Stunden ein stets gleichbleibendes Proedidltnis bei der
Vergarung von Molke gemessen. Aus 1 Mol Lactosstantlen dabei 1,4 Mol Buttersaure,
0,7 Mol Essigsaure und 6,9 Mol Gas. Butter- undigssaire sind, laut Literaturdaten,
problemlos als Elektronendonator zur Wasserstoffppgktion in der anoxigenen Fotosynthese
von Purpurbakterien einsetzbar.
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Abkirzungen

7 Abkirzungen

C.
CBS
Ch.
DAPI
DSMZ
EM

H;
HPLC
JP
Mmax
n.u.
NI

NM
NMV
NMVP
OD 620
OD 660
p.a.
PEG
PVA
RCM

SAG
SATP
sp.
T™W
usS
WT
YE

Clostridium

Centraalbureau voor Schimmelcultures

Chlorella

4’,6-Diamino-2-phenylindol

Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen undkaéuren
Stickstofffreies Exkretionsmedium (Tab. 4)
Heizwert (friiher bezeichnet als unterer Heizwjt
high performance liquid chromatography

Japan

maximale Wachstumsrate

»hicht untersucht"

Niederlande

Stickstoffhaltiges Mineralsalzmedium (Tab. 4)

NM mit Vitaminzusatz (Tab. 4)

NM mit Vitamin- u. Peptonzusatz (Tab. 4)

Optische Dichte bei 620 nm

Optische Dichte bei 660 nm

“pro analysi”

Polyethylen-Glycol

Polyvinyl-Alkohol

reinforced clostridial medium

Saccharomyces

Sammlung von Algenkulturen der Universitat iagen
standard ambient temperature and pressur&C(2bbar)
species (lat.)

Taiwan

Vereinigte Staaten von Amerika

Wildtyp

Hefeextrakt
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