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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 Zusammenfassung

Zielsetzung dieses Forschungs- und Entwicklungsvorhabens war zum einen die
Entwicklung von Saccharomyces cerevisiae Bernsteinsaureproduzenten Uber
gezieltes metabolisches Design des Zentralstoffwechsels. Zum anderen war die
Entwicklung eines Mikrodosierkopfes fur bis zu 48 parallele Bioreaktoren im
Millilitermalstab zur individuellen und sterilen, quasi-kontinuierlichen Dosierung von
Substraten und Titrationsmittel im Nanoliter- bis Mikrolitermal3stab geplant, um die
parallele Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Herstellung von Bernsteinsaure
(Succinat) unter technischen Prozessbedingungen zu ermdglichen.

Zur Entwicklung einer parallelen Dosiertechnik wurde zunachst ein skalierbarer
1xPrototyp eines Mikrodosierkopfes flir einen Milliliterbioreaktor in umfangreichen
Simulationsstudien entwickelt, konstruiert und gefertigt. Mit diesem ersten Prototyp
wurde die prinzipielle Funktionsfahigkeit der elektrischen ,Aktuator-Einheit in
Kombination mit der sterilisierbaren ,Dosier‘-Einheit dieses Prototypen zur
pulsgesteuerten Dosierung von Flussigkeitsvolumina im 1 pL-Bereich nachgewiesen.
Die Mikropumpe wurde umfassend charakterisiert. An Hand der Messergebnisse
erfolgten mehrere Redesignschritte bis eine stabile, reproduzierbare Forderung der
Mikropumpe Uber mehrere 100 Betriebsstunden erzielt wurde.

Basierend auf diesem optimierten 1xPrototyp wurde eine 48xMikrodosiertechnik mit
144 parallelen Mikropumpen fir den Bioreaktorblock konstruiert, aufgebaut und
evaluiert. Nach einer kurzen Redesignphase waren uber 90% der Pumpen in diesem
ersten Prototyp funktionstlchtig. Die durchschnittliche Férderung der Mikropumpen
lag bei 1,6 £ 028 uL pro Pumpenhub. Die Ansteuerung der 144 Mikropumpen im
48xPrototyp wurde mittels ,Load Balancing® optimiert und die Mikropumpen in die
bestehende Prozessleitsoftware des Bioreaktorblocks fedbatch-XP eingebunden. Die
48xMikrodosiertechnik wurde bereits in ersten pH-geregelten Satz- und
Zulaufversuchen eingesetzt.

Zur Produktion von Succinat mit S. cerevisiae wurde ein Konzept zur oxidativen
Produktion von Succinat auf Glucose molekularbiologisch umgesetzt. Dazu wurde
eine Strategie verfolgt, welche die Blockierung der Weiterverstoffwechselung des
produzierten Succinats, sowie die Umlenkung des Kohlenstoffflusses Uber den
Glyoxylatzyklus in Richtung Succinat umfasst. Diese Strategie wurde durch

Repression bzw. Ausschaltung der Aktivitaten der Enzyme Succinat-Dehydrogenase
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und Isocitrat-Dehydrogenase realisiert. Gleichzeitig wurden die Kernenzyme des
Glyoxylatzyklus dereguliert, da diese in Anwesenheit von Glucose transkriptionell
stark reprimiert sind (DeRisi et al., 1997; Haurie et al., 2001).

Zunachst stand der von den Gutachtern zusatzlich geforderte Nachweis, “dass der
gewahlte Produktionsorganismus in der Lage ist, Succinat in signifikanten Mengen
unter bestimmten Bedingungen auszuschleusen® im Vorgrund. Hierzu wurden
Deletionsstamme der Hefe Saccharomyces cerevisiae konstruiert, die im Vergleich
zum Wildtyp grolere Mengen an Bernsteinsaure produzierten und in den
Kulturiberstand abgaben. Es konnte gezeigt werden, dass bereits ein Stamm mit nur
einer Deletion bis zu 5,8 g L' Succinat im Medium akkumulieren kann und dabei die
zehnfache Menge des insgesamt produzierten Succinat in den Kulturuberstand
sekretiert wird im Vergleich zur intrazellularen Anreicherung.

Im Verlauf der weiteren Stammentwicklung konnte, wie angestrebt, der Citratzyklus
nach den Intermediaten Isocitrat und Succinat unterbrochen werden. Bei der
rektionstechnischen Charakterisierung dieser sdh2- und sdh1-sdh2-Deletionsstamme
zeigte sich eine erhohte Succinatbildung. Im Zulaufverfahren wurden mit diesen
ersten Deletionsstdmmen Succinatkonzentrationen von bis zu 8,5 g L™ erzielt.

Als reprimierbares Promotorsystem zur Trennung eines Produktionsprozesses in
Wachstums- und Produktionsphase wurde das tetO Promotorsystem erfolgreich
etabliert und in den verwendeten Hefestammen evaluiert.

Die im nachsten Schritt konstruierten Stamme mit einer zusatzlichen Deletion des
Gens [IDH1 zeigten eine gegenuber den reinen sdh-Stammen erhdhte
Succinatbildung im Zulaufverfahren.

Der vollstandige Verlust der Isocitratdehydrogenase-Aktivitdt durch zusatzliche
Deletion des Gens [DP1 fuhrte zu einer Verstarkung des fermentativen
Metabolismus.

Es wurde eine Vielzahl von Stdammen mit verschiedenen Kombinationen an
homologen und heterologen Uberexpressionen der Kernenzyme des Glyoxylatzyklus
konstruiert. Eine partielle Deregulation des Glyoxylatzyklus wurde in sdh2-
Deletionsstammen erreicht.

Die Uberexpression des globalen transkriptionellen Regulationsfaktors HAP4 flhrte
zu einer Erhohung der Wachstumsrate und einer verbesserten Succinatbildung unter

Zulaufbedingungen.



ZUSAMMENFASSUNG 3

Im Laufe der iterativen Stammentwicklung und -charakterisierung wurde eine Vielzahl
an rekombinanten Hefestammen mit Deletionen und Uberexpressionen im
Zentralstoffwechsel konstruiert und umfassend reaktionstechnisch und metabolisch
charakterisiert. Es wurde damit eine grundlegende Basis fur eine weitere Stamm-
und Prozessentwicklung zur biotechnologischen Herstellung von Bernsteinsaure in
der Hefe Saccharomyces cerevisiae gelegt.

Mit Hilfe der Software Sabento wurde abschlieBend die Okoeffizienz der mikrobiellen

Succinatproduktion mit Saccharomyces cerevisiae bewertet.
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2 Anlass und Zielsetzung

Jahrlich werden 15 000 Tonnen Bernsteinsdure hauptsachlich durch chemische
Prozesse aus fossilen Rohstoffen hergestellt und als Ausgangsstoff fur
Polyesterharze, Farbstoffe und Pharmazeutika verwendet (Zeikus et al. 1999). Die
petrochemische Synthese von Bernsteinsaure, die Schwermetallkatalysatoren, hohe
Temperaturen und hohe Dricke erfordert, erfolgt Uber die katalytische Hydrierung
von Maleinsaureanhydrid oder Maleinsaure (Cornils und Lappe 2002). Auf Grund
von oOkologischen und Okonomischen Vorteilen besteht allerdings ein grol3es
Interesse, diese Basischemikalie aus erneuerbaren Rohstoffen zu erzeugen. Hierfur
bieten sich mikrobielle Produktionsverfahren an (McKinlay et al. 2007).

In jungster Zeit wurden zahlreiche Studien zur Bernsteinsaureproduktion mit
prokaryotischen Wildtyp- oder rekombinanten Mikroorganismen publiziert (Zeikus et
al. 1999, Wendisch et al. 2006, McKinlay et al. 2007). Berichte zum Einsatz
eukaryotischer Mikroorganismen zur Bernsteinsdureherstellung sind dagegen selten.
Im Rahmen dieses Vorhabens wurde die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae
ausgewahlt, um das Potential fiur die Herstellung von Bernsteinsdure auszuloten.
Dieser gut charakterisierte eukaryontische Mikroorganismus, dessen Genom
vollstandig sequenziert ist und der als eukaryontischer Modellorganismus dient, ist
ein industriell etablierter, robuster Produktionsorganismus in der Weilken
Biotechnologie. Saccharomyces cerevisiae wird beispielsweise seit vielen
Jahrzehnten zur Herstellung von Bioethanol industriell eingesetzt. Prozesstechnisch
vorteilhaft sind die hohe pH- und Osmotoleranz, die guten Wachstumseigenschaften,
das breite Substratspektrum und die relative Unempfindlichkeit gegenuber
organischen Sauren (Nevoigt, 1997). AulRerdem sind samtliche Werkzeuge zur
genetischen Optimierung etabliert. Daher ist Saccharomyces cerevisiae ein
attraktiver Kandidat zur Entwicklung neuer biotechnologischer Prozesse zur
Herstellung von Basischemikalien wie Succinat (Hansen und Kielland-Brandt, 1996
Ostergaard et al., 2000).

Zielsetzung dieses Forschungs- und Entwicklungsvorhabens war die Entwicklung
eines Bernsteinsaureproduktionsstammes basierend auf Saccharomyces cerevisiae
Uber gezieltes metabolisches Design des Zentralstoffwechsels. Um die Vielzahl der
rekombinanten Hefestamme, die im Rahmen der iterativen Stammentwicklung

hergestellt werden unter prozesstechnischen Bedingungen zu evaluieren und zu
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charakterisieren, wurde ein System aus parallelen Ruhrkesselreaktoren im Milliliter-
Malstab, bezeichnet als ,Bioreaktorblock®, eingesetzt (Weuster-Botz et al. 2005).

Um Ausbeuteverluste durch den Crabtree-Effekt der Hefe bei der Produktion von
Bernsteinsaure zu vermeiden und einen effizienten Prozess zu etablieren, muss die
Bernsteinsaureproduktion im Zulaufverfahren erfolgen.

Hierzu war im Rahmen dieses Projekts eine Mikrodosiertechnik fir das Milliliter-
System neu zu entwickeln. Diese Mikrodosiertechnik soll in den 48 parallelen
Bioreaktoren im Millilitermalstab zur individuellen und sterilen, quasi-kontinuierlichen
Dosierung von Substraten und Titrationsmittel im Nanoliter- bis Mikrolitermalstab
einsetzbar sein. Erst damit kann eine parallele Optimierung der
Reaktionsbedingungen zur Herstellung von Bernsteinsdure unter technischen
Prozessbedingungen im Bioreaktorblock erfolgen.

Mit diesem Forschungsvorhaben soll ein Beitrag fur die nachhaltige Bereitstellung
des chemischen Zwischenprodukts Bernsteinsdure geleistet werden. Die
Verwendung von nachwachsenden Rohstoffen zur Herstellung von Bernsteinsaure
tragt zur Schonung endlicher fossiler Ressourcen bei. Eine wesentliche
Umweltentlastung ist bei Ersatz der petrochemischen Synthese durch ein
biologisches  Verfahren aufgrund der Verwendung leicht abbaubarer
nachwachsender Rohstoffe, hochaktiver und hochselektiver, sowie biologisch
abbaubarer Biokatalysatoren, Verzicht auf organische LOsungsmittel und milden

Reaktionsbedingungen mit geringem Energiebedarf zu erwarten.
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3 Arbeitsschritte und angewandte Methoden

3.1 Grundkonzept der Stamm- und Prozessentwicklung zur
Succinatproduktion mit Saccharomyces cerevisiae

Das Forschungsvorhaben strebte die Konstruktion eines mittels Metabolic
Engineering optimierten Hefestammes an, welcher effizient Succinat im
Kulturiberstand anreichert. Geplant war die Entwicklung eines zweistufigen
Produktionsprozesses, bestehend aus einer Wachstumsphase und einer
Produktionsphase. In der Wachstumsphase wird der Metabolismus in seiner Wildtyp-
Konfiguration belassen, um optimales Wachstum zu gewahrleisten, wahrend
anschliefend in der Produktionsphase die Anreicherung von Bernsteinsaure aus
primaren Kohlenstoff-Quellen (z.B. Glucose) angeschlossen wird.

Bei der integrierten Stamm- und Prozessentwicklung handelt es sich um einen
iterativen Optimierungsprozess, da im Laufe der Stammentwicklung immer wieder
neue Mutanten unter unterschiedlichen Reaktionsbedingungen prozesstechnisch
charakterisiert werden mussten.

Das Grundkonzept des Metabolic Design umfasst mehrere Deletionen und
Uberexpressionen zur Umlenkung des Kohlenstoffflusses des Zentralstoffwechsels in
Richtung Succinat in der Produktionsphase und ist in Abbildung 3.1 skizziert. Es soll
eine gezielte Umlenkung des Kohlenstoffflusses aus dem Citratzyklus in den
Glyoxylatzyklus in Richtung Succinat erfolgen, sowie die Blockierung der
Weiterverstoffwechselung des produzierten Succinats.

Der erste Schritt ist die Deletion des succinatabbauenden Enzyms
Succinatdehydrogenase (SDH). Um Kohlenstoffverluste bei der Succinatbildung zu
vermeiden, mussen die beiden Kohlendioxid freisetzenden Reaktionen des
Citratzykluses umgangenen werden. Dies erfolgt durch Ausschaltung der
Isocitratdehydrogenaseaktivitat zur Umlenkung des Kohlenstoffflusses in den
Glyoxylatzyklus, einer verklrzten alternativen Variante des Citratzykluses.

Die Trennung des Prozesses in Wachstums- und Produktionsphase soll durch
Repression verschiedener Enzymaktivitaten ermdoglicht werden, indem die
entsprechenden Gene, welche fur diese Enzyme kodieren, deletiert werden. Sofern
diese Gendeletionen zu starken Wachtumseinschrankungen fuhren, werden Stdmme
konstruiert, in welchen diesen Genen ein reprimierbarer Promotor vorgeschaltet wird,
welcher wahrend der Produktionsphase durch Zugabe eines Repressors reprimiert

werden kann.
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Abbildung 3.1: Zentralmetabolismus der Hefe Saccharomyces cerevisiae, mit den zu
deletierenden bzw. in der Produktionsphase auszuschaltenden Enzymaktivitéten
(durch Kreuze markiert) und den zu deregulierenden Enzymaktivitdten (durch griine
Pfeile gekennzeichnet).

Die bevorzugte Kohlenstoffquelle von S. cerevisiae und das angestrebte Substrat fur
die Succinatproduktion ist Glucose. Allerdings kommt es in Gegenwart von hohen
Glucosekonzentrationen in S. cerevisiae zur Glucoserepression, d.h. die Expression
zahlreicher Enzyme, die an der Verwertung alternativer Kohlenstoffquellen beteiligt
sind, und von Enzymen der Gluconeogenese, des Glyoxylatzykluses, des
Citratzykluses und Atmungskette werden reprimiert (Duntze et al. 1969, Entian und
Schuller, 1997, DeRisi et al. 1997).

Fur eine effiziente aerobe Succinatproduktion sind hohe Flisse durch den
respirativen Zentralstoffwechsel notwendig, daher ist eine Verminderung oder
Aufhebung der Glucoserepression notwendig. Neben den Deletionen im Citratzyklus

umfasst das Konzept zur Konstruktion eines Bernsteinsaure produzierenden Stamms
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daher als zweiten Schritt eine systematische ldentifizierung von Engpassen im
Biosyntheseweg zum Succinat und die Uberwindung dieser Engpasse durch
transkriptionelle Deregulation der entsprechenden Gene. Dies erfolgt durch eine
konstitutive Uberexpression dieser Gene.

Die hier dargestellte Gesamtstrategie impliziert eine oxidative Succinatproduktion
unter aeroben Bedingungen. Laut Lin et al. 2005a, 2005b und 2005c ist die aerobe
Produktion von Bernsteinsaure den anaeroben Varianten Uberlegen, da hier keine
Probleme mit der Redox-, sowie Energiebilanz auftreten und keine 2-phasigen
Produktionsprozesse etabliet und angewendet werden missen. Anaerobe
Produktionsvarianten erfordern in der Regel zunachst eine Wachstumsphase unter
aeroben Bedingungen zur effizienten Biomassebildung. Allerdings wird bei einer
oxidativen Succinatproduktion unter aeroben Bedingungen kein CO, fixiert. Da die
Vorteile der oxidativen Succinatproduktion jedoch Uberwiegen wurde diese
metabolische Variante realisiert.

Dieser liegen folgende stéchometrischen Gleichungen zu Grunde:

Glycolyse:
Glucose + 4 NAD + 2 CoA -> 2 Acetyl-CoA + 2 CO, + 4 NADH

Glyoxylatweg:
2 Acetyl-CoA + Oxalacetat -> Succinat + Malat + 2 CoA
Malat + NAD -> Oxalacetat + NADH

Gesamtreaktion des Glyoxylatweges:
2 Acetyl-CoA + NAD -> Succinat + NADH + CoA

Bilanz aus Glyoxylatweg und Glycolyse:
Glucose + 5 NAD -> Succinat + 2 CO, + 5 NADH

Bei der aeroben Succinatbildung liegt die maximale theoretische Ausbeute somit bei
1 mol Succinat (mol Glucose)'. Da aerob keine CO,-Fixierung erfolgt, muss
Oxalacetat Uber Malat statt Uber Pyruvat regeneriert werden. Die Redoxbilanz wird

durch Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor geschlossen.
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3.2 Konstruktion der rekombinanten Stamme

Im Rahmen des Projektes wurden Stamme konstruiert, in welchen Gene, die fur die
Succinatdehydrogenase- und Isocitratdehydrogenase-Aktivitat verantwortlich sind
(sdh1, sdh2, idh1, idp1), in verschiedenen Kombinationen deletiert sind. Als
Ausgangsstamm flr die Einfuhrung der Deletionen dient der Stamm AH22ura3.
Dieser Stamm hat sich in fruheren Projekten als robuster Produktionsstamm
erwiesen, welcher insbesondere fur das “Metabolic engineering“ geeignet ist, da er
sich gut genetisch verandern lasst und ein geeignetes Auxotrophiemuster fur
episomale Uberexpressionen aufweist.

Das Enzym Succinat-Dehydrogenase (Sdhp) bildet den Komplex Il der
mitochondrialen Atmungskette und katalysiert die Oxidation von Succinat zu Fumarat
und die Reduktion von Ubichinon (Coenzym Q) zu Ubichinol. Der heterotetramere
Proteinkomplex besteht aus vier Untereinheiten: einem Flavoprotein (Sdh1p), einem
Eisen-Schwefel-Protein (Sdh2p), einem Cytochrom b (Sdh3p) und einer Membran-
“‘Anker” -Untereinheit (Sdh4p). Die Deletion des Gens sdh? in S. cerevisiae fuhrt
nicht zum vollstandigen Verlust der Succinatdehydrogenase-Aktivitat, da S.
cerevisiae ein Genhomolog (sdh1b) aufweist, welches diese Deletion teilweise
kompensiert (Colby et al., 1998). Auch die Gene sdh3 und sdh4 weisen
moglicherweise Homologe auf (Kubo et al., 2000; Lemire und Oyedotun, 2002). In
einer Studie von Kubo et al. 2000 war erst nach simultaner Deletion von sdh7 und
sdh2 oder sdh1 und sdh1b die Succinat-Dehydrogenase-Aktivitat nicht mehr
nachweisbar. Dagegen wird bei Arikawa et al. 1999 und Ciriacy 1977 beschrieben,
dass Dbereits eine Deletion der Sdh1p-Unterinheit einen vollstandigen
Funktionsverlust der SDH zur Folge hat.

Die Isocitrat-Dehydrogenase katalysiert die Oxidation von Isocitrat zu a-Ketoglutarat
und ist damit Teil des Citrat- und Glyoxylatzyklus. Saccharomyces cerevisiae weist
vier Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase auf (Idhp, Idp1p, Idp2p, Idp3p). Das
Hauptenzym Idhp ist ein Heterooctamer bestehend aus 2 Untereinheiten, welche
durch die Gene IDH1 und IDH2 kodiert werden Die Deletion jeweils einer
Untereinheit fihrt zum vollstandigen Verlust der Aktivitat dieses Komplexes (Cupp
und McAlister-Henn, 1991; Cupp und McAlister-Henn, 1992; Panisko und McAlister-
Henn, 2001). Erst das Fehlen von Idhp und dem mitochondrialen, konstitutiv

exprimierten Isoenzym Idp1p fuhrt zu einer Glutamat-Auxotrophie auf Glucose, also
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zu einem vollstandigen Verlust der Isocitrat-Dehydrogenase Aktivitat (McCammon
und McAlister-Henn, 2003).

Um die entsprechenden Gene zu deletieren, wurden zunachst Deletionskassetten
konstruiert, bestehend aus einem Gen zur Selektion von Integrations-Transformanten
(Geneticin-Resistenz-Gen, kanMX), flankiert von 40 bp langen Sequenzbereichen,
die homolog zum entsprechenden, zu deletierenden Ziellocus (SDH2, IDP1 usw.)
sind und die zielgerichtete Integration in das Hefegenom ermdglichen.

Nach Amplifikation der gesamten integrativen Genkassette mittels PCR, erfolgte eine
Transformation, die zur zielgerichteten Integration der gesamten Kassette in das
Hefegenom fihrte, wobei das Gen des entsprechenden Locus deletiert wurde.
Positive Transformanten wurden Uber das integrierte Gen fur die Geneticin Resistenz
selektiert.

Abbildung 3.2 zeigt die molekularbiologische Umsetzung der Konstruktion der

Deletionsstamme.

NS kanMX-Module:
| | Wach a., Brachat A., Pohimann R,
Philippsen P, YEAST. 10 (13):
o~ 1793-1808 (1994)
l PCR

|ATG| Ziellocus z.B. are1 |T'“\A |

Integration

[l T ani [ ]

AH22tH3ura8

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der molekularbiologischen Umsetzung der
Konstruktion Deletionsstdmme.
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Zur effizienten Succinatsynthese Uber den oxidativen Zentralmetabolismus
ausgehend von Glucose muss das Succinat Uber den Glyoxylatzyklus gebildet
werden, um den Verlust von 2 CO2-Molekulen im Citratzyklus zu umgehen. Dies wird
molekularbiologischen umgesetzt, indem die Engpasse im Biosyntheseweg zu
Succinat Uber den Glyoxylatzyklus durch transkriptionelle Deregulation der
entsprechenden Gene Uberwunden werden.

Nativ dient der Glyoxylatzyklus der Zelle zum Wachstum auf C2-Korpern wie Acetat
oder Ethanol und ist der erste Schritt der Gluconeogenese. Die Schlusselenzyme, die
den Glyoxylatzyklus vom Citratzyklus unterscheiden sind die Isocitratlyase und
Malatsynthase. Der Citratzyklus ist in den Mitochondrien lokalisiert. Alle Reaktionen
des Glyoxylatzyklus in der Hefe sind im Cytosol lokalisiert (McCammon et al. 1990;
Regev-Rudzki et al. 2005; Duntze et al. 1969, Kunze et al. 2002), was eine
metabolische Beeinflussung zur Ausbeute-Optimierung der Bernsteinsaure deutlich
vereinfacht, da Probleme, die aus einem gegebenenfalls fehlgeleiteten Substratfluss
resultieren kdnnten, auszuschlief3en sind

Das Kernenzym des Glyoxylatzyklus in Saccharomyces cerevisiae stellt, neben der
Malat-Synthase, die Isocitrat-Lyase (Icl1p) dar, welche lIsocitrat in den C4-Koérper
Succinat und den C2-Kdrper Glyoxylat spaltet.

Innerhalb eines Umlaufes des Glyoxylatzyklus werden 2 C2-Molekile (2 mal Acetyl-
CoA) zu einem C4-Molekul (Succinat) umgesetzt. Das dafur notwendige cytosolische
Acetyl-CoA entsteht als Produkt der Umsetzung von Acetat durch die beiden
Isoenzyme der Acetyl-CoA-Synthetase (Acs1p und Acs2p). Die meisten Gene des
respirativen Zentralmetabolismus, also des Citrat- und Glyoxylatzyklus sind in
Anwesenheit von Glucose reprimiert (DeRisi et al. 1997). Besonders stark reprimiert
sind hier vor allem die Gene des Glyoxylatzyklus. Fur die Derepression dieser Gene
ist hauptsachlich der transkriptionelle Aktivator Cat8p verantwortlich, ein
Zinkfingerprotein, welches im Promotorbereich bindet und die Expression induziert
(Hedges et al., 1995). Cat8p reguliert die Gene ICL1, MLS1, ACS1 (Haurie et al.,
2001; Tachibana et al., 2005), welche auch die Zielgene fir eine transkriptionelle
Deregulation im Rahmen des vorliegenden Projektes darstellen.

Zur transkriptionellen Deregulation wurde die kodierende Region dieser Gene aus
genomischer DNA des Stammes S288c amplifiziert. Uber entsprechende Primer
wurden diese Gensequenzen mit Restriktionslinkern versehen, um eine Klonierung in
die pFlat Vektorserie von ORGANOBALANCE zu ermdéglichen. Die pFlat Vektorserie
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besteht aus gleichartig konstruierten Shuttlevektoren, welche sich jeweils durch den
Hefeselektionsmarker unterscheiden. Es stehen die vier folgenden Selektionsmarker
zur Verfugung: URAS, LEUZ2, HIS3, kanMX. Abbildung 3.3 zeigt exemplarisch den
Vektor pFlat3.

amplolilin ¢ Zral (11g18)
Ahdl (10998) At T (11920)
ori V (E. coli)
Tthinl (9852) | ori Y (yeast)
Poull (9698) / SnaBl (1045)
BspEl (9296) (partial) 2 ym DNA
TRP term
Psh Al (8348) Bael (2764)
pFlat3
10416 bp BstEII (3169)

Psrl (3427)
\ - AT (3450)
MCS (7708-7732) J{\\ LEUZ2 (ORF)

Sacl (7729) \ e
Eeo ICRI (7727) .y e

Miul (7717) — \ BsrGI (4256)

Scil (77m1)
Xhol (7709) Inserted gene PspOMI (4525)
Bglll (7469, Apal (4529)
Pmll (7259) apalifo
Ale 1 (6626) Nhel (5289)
SexAl (6271)

Bmitl (5203)
Notl (6037) ADH pr

Abbildung 3.3: Hefeexpressionsvektor pFlat3 von ORGANOBALANCE.
“Single-cutting“ Restriktionsenzyme sind angegeben.

Die pFlat Vektoren tragen den TRP1 Terminator und eine modifizierte Version des
ADH1 Promotors (Lang und Looman, 1995), welcher eine starke, konstitutive von
Ethanol und Glucose unabhangige Expression des insertierten Genes gewahrleistet.
Die im Rahmen dieses Projektes klonierten Gene wurden Uber eine Not1 und Xho1
Schnittstelle in die pFlat Vektoren integriert. In AH22ura3, dem Basisstamm zur
Succinatproduktion, ist auf Grund des Auxotrophiemusters die maximale Anzahl an
pFlat-Plasmiden auf 3 festgelegt, so dass nicht mahr als 3 Uberexpressionen parallel

moglich waren.

3.3 Etablierung der Analytik

Die grundlegende Voraussetzung fur alle weiteren Schritte im Rahmen der
Stammentwicklung und -evaluierung war die Etablierung umfassender analytischer

Methoden zum Nachweis des Substrats Glucose, des Produkts Succinat und
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relevanter Nebenprodukte wie Ethanol, Glycerin und verschiedener organischer
Sauren. Im Rahmen der metabolischen Studien mussten auch Methoden mit
ausreichender Sensivitat zur Bestimmung intrazellularerer Metabolitkonzentrationen
etabliert werden.
Folgende Methoden wurden etabliert:
= HPLC-Analytik fir organische Sauren (TUM)
Die Saule Aminex HPX-78H und 5 mM Schwefelsaure als Laufmittel wurde zur
Bestimmung von Succinat, Acetat, Glycerin, Ethanol und verschiedener
Zucker wie Glucose oder Galactose verwendet.
= LC-MS (TUM)
Die sensitivere LC-MS-Methodik (Link et al. 2008) diente zur Bestimmung
intrazellularer Metabolite. Bestimmt werden kdnnen organische Sauren und
Verbindungen aus dem Energiestoffwechsel wie NAD oder ATP.
= Enzymtests fur Glutamat (TUM)
Die Bestimmung von Glutamatkonzentration erfolgte enzymatisch mit einem
Test der Firma R-Biopharm (Test Nr. 10139092035), der fur den Einsatz in
einer Mikrotiterplatte modifiziert wurde.
= HPLC-Analytik flr organische Sauren (OB)
Mit der Saule Supelco Ascentis Express RP-Amide (Laufmittel: 99% 20 mM
NaH2PO4 und 1% Acetonitril) wurde Succinat, 2-Oxoglutarat, Malat,
Oxalacetat, Fumarat und Citrat bestimmt.
= GC-MS (OB)
Eine GC/MS Methode zur Bestimmung von Ethanol, Acetat und Glycerin,
sowie eine weitere GC/MS Methode zur Bestimmung von organischen
Dicarbon- und Aminosauren nach Derivatisierung mit Methylchloroformiat

wurden etabliert.

3.4 Reaktionstechnische und metabolische Charakterisierung
3.4.1 Medien

Zur umfassenden Charakterisierung der rekombinaten Stamme wurden diese in
verschiedenen Medien charakterisiert. Die Konzentration der Kohlenstoffquelle
betrug soweit nicht anderes angegeben in allen Versuchen 50 g L' Glucose.
Abhangig von den Auxotrophien bzw. der Antibiotikumresistenz des Stammes

erfolgten entsprechende Zugaben an essentiellen Substanzen (Uracil, Methionin,
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Leucin, Histidin) und Antibiotikum (Geneticin). Alle Kultivierungen erfolgten unter

aeroben Bedingungen bei 30°C.

Folgende Medien wurden eingesetzt:

CSL-Medium (Corn Steep Liquor 2% (v/v), 20 g L™ Pepton aus Casein, 10 g L°
! Hefeextrakt)

CSL ist ein komplexes Medium fur Hefen. Durch die im Corn Steep Liquor
enthaltenen Partikel kann die Bestimmung der Biomasse verfalscht werden.
Daher wurde nach ersten Versuchen stattdessen YEPD-Medium als
komplexes Medium verwendet.

YEPD-Medium (20 g L™ Pepton aus Casein, 10 g L' Hefeextrakt)

YEPD ist ein komplexes Standardmedium fur Hefen.

WMB8VIII-Medium (Lang und Loomann, 1995)

Reichhaltiges definitives Medium, das als Stickstoffquelle 8,7 g L™ Glutamat
enthalt. Da Glutamat Uber Ketoglutarat und Succinyl-CoA direkt in Succinat
umgewandelt werden kann fuhrt Glutamat zu einer erhéhten Succinatbildung
der Hefe (Kleinzeller 1941, Oura 1977).

WMB8VIIIA-Medium

Das WMB8VIIIA-Medium ist vom WM8VIII-Medium abgeleitet. Die organische
Stickstoffquelle Glutamat wurde aquimolar gegen die anorganische
Stickstoffquelle Ammoniumsulfat ausgetauscht. Da nach dem Austausch der
Stickstoffquelle die Pufferkapazitat des Medium zu gering war wurde
erganzend ein 0,4 molarer Kaliumphosphatpuffer zugesetzt. Dieses definierte
Medium, desses Start-pH bei 6,5 lag, wurde flr alle Vorkulturen eingesetzt.
Hoek-Medium (Hoek et al. 2000)

Beim definierte Medium nach van Hoek et al. 2000 mit Ammoniumsulfat als
Stickstoffquelle handelt es sich um ein spezielles Medium fur Zulaufversuche.
Neben einen Satzmedium beschreiben van Hoek et al. 2000 auch ein
abgestimmtes Zulaufmedium, das neben Salzen und der Kohlenstoffquelle
Glucose auch Vitamine und Spurenelemente enthalt, um Limitierungen auch
in Hochzelldichtekultivierungen zu vermeiden. Das Medium besitzt einen Soll-
pH von 5 und ist kaum gepuffert. Daher kann es nicht ohne pH-Regelung

eingesetzt werden.
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3.4.2 Satzversuche im Schittelkolben

Die Evaluierung aller konstruierten Stamme im Schuttelkolben unter standardisierten
Bedingungen sollte Basisdaten fur die Anzucht der Vorkulturen und die Kultivierung
im Ruahrkesselreaktor liefern.

Die aeroben Satzversuche im Schuttelkolben erfolgten nach einem standardisierten
Schema. Kultiviert wurde fur 6 Tage in 0,5 L Kolben mit 50 mL Medium bei 30°C, 250
rom und einer Exzentrizitat von 5 cm. Die Startzelldichte betrug OD 0,1. Durch die
lange Versuchsdauer konnte auch der bei einigen rekombinanten Stammen sehr

langsame Ethanolverbrauch betrachtet werden.

3.4.3 Satzversuche im Bioreaktorblock

Zur effizienten Analyse der Vielzahl der rekombinanten Stdamme wurde das bei TUM
entwickelte  automatisierte, parallele  Milliliter-Bioreaktorsystem, das als
Bioreaktorblock bezeichnet wird, eingesetzt (Weuster-Botz et al. 2005; Puskeiler et
al. 2005). Die aeroben Satzversuche im Bioreaktorblock dienten vor allem der
Charakterisierung des Wachstumsverhaltens der Stamme. Die rekombinaten
Stamme wurden im 3-fach Ansatz im definierten Medium WMVIIIA mit Ammonium
als Stickstoffquelle und WMVIII mit Glutamat als Stickstoffquelle, sowie YEPD als
Komplexmedium durchgefuhrt. Alle Versuche wurden mit einer OD von 0,1 begonnen
und liefen fur 48 h.

3.4.4 Zulaufversuche im Laborrihrkessel im 1,2 L Mal3stab

Aerobe Satz- und Zulaufversuch erfolgten in einem Ruhrkesselreaktor im 1,2 L
Malstab im Hoek-Medium mit beidseitiger pH-Regelung. Nach zweitagiger
Satzphase folgt gewohnlich eine eintagige Zulaufphase mit dem Hoek-Zulaufmedium
und einer Dosierrate von 0,7 gaiucose h" L' Alle Versuchsdaten aus den

Zulaufversuchen sind volumenkorrigiert dargestellt.

3.5 Okoeffizienzanalyse

Eine Okonomische und Okologische Bewertung des geplanten
Succinatproduktionsprozesses erfolgte mit der kommerziell erhaltlichen Software
Sabento (Version 1.2.0.316) der Firma ifu Hamburg GmbH als zusatzliches
Arbeitspaket. Mit diesem Programm war es moglich, alle beteiligten Stoffe,

Prozessschritte sowie Stoff- und Energiestrome zu erfassen.



ARBEITSSCHRITTE UND ANGEWANDTE METHODEN 16

3.6 Entwicklung einer parallelen Mikrodosiertechnik

3.6.1 Anforderungen an eine parallele Dosiertechnik fur das Bioreaktorsystem

Zur Analyse der Vielzahl an rekombinanten Hefestammen und zur Optimierung der
Reaktionsbedingungen ist die Durchfihrung von kontrollierten Parallelexperimenten
in groRer Anzahl im Zulaufverfahren erforderlich.
Das am Lehrstuhl far Bioverfahrenstechnik entwickelte Bioreaktorsystem zur
Hochdurchsatz-Bioprozessentwicklung, bestehend aus 48 parallelen
Ruhrkesselreaktoren, wird Uber einen Pipitierroboter mit 8 Dosierstrecken mit
Substrat und Titrationsmitteln versorgt. Zudem ist die Probennahme und -
verarbeitung Uber den Pipettierroboter realisiert. Durch die Nutzung des
Pipetierroboters kdnnen Substrate und Titrationsmittel jedoch nur intermittierend
zugegeben werden (Weuster-Botz et al. 2005).
Um ein Arbeiten im Bioreaktorsystem unter kontinuierlichen Zulaufbedingungen zu
ermoglichen wurde im Rahmen dieses Projekis eine Mikrodosiertechnik fur das
Milliliter-System entwickelt. Diese Mikrodosiertechnik soll in den 48 parallelen
Bioreaktoren im Millilitermafstab zur individuellen und sterilen, quasi-kontinuierlichen
Dosierung von Substraten und Titrationsmittel im Nanoliter- bis Mikrolitermalstab
eingesetzt werden, um zusammen mit dem Bioreaktorsystem die parallele
Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Herstellung von Bernsteinsaure unter
technischen Prozessbedingungen zu ermoglichen.
Folgende Anforderungen wurden an das neue Dosiersystem gestellt:
= Fdrderung von ~ 1 uL pro Pumpenhub.
= Bereitstellung von 3 Pumpen pro Reaktor:
Eine Mikrodosiertechnik fur das Bioreaktorsystem muss daher Uber 3x48 =
144 Pumpen verfigen. Je 48 Mikropumpen sollen Uber eine zentrale
Substratzuflhrung versorgt werden.
= Kompakte Bauweise:
Um auch beim Einsatz der Mikrodosiertechnik ein Probenahme durch einen
Pipettierroboter zu ermoglichen, ist die Hohe der Mikrodosiertechnik mit ihren
144 unabhangigen Pumpen begrenzt. Inklusive der in die Dosiertechnik zu
integrierenden Sterilgasabdeckung darf die Hohe maximal 4,5 cm betragen.
= Verwendung von Materialien fur alle Medien berihrende Komponenten mit

den entsprechenden erforderlichen Zulassungen (z.B. FDA).
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= Dampfsterilisierbarkeit der Dosiereinheit.
= Physikalische Entkopplung von Antriebseinheit von der Dosiereinheit, um die

Dampfsterilisierbarkeit der Dosiereinheit zu ermoglichen.

3.6.2 Entwurf, Konstruktion und Evaluierung der Prototypen

Die Entwicklung einer parallelen Mikrodosiertechnik flr bis zu 48 parallele
Bioreaktoren im Millilitermalstab zur individuellen und sterilen, quasi-kontinuierlichen
Dosierung von Substraten und Titrationsmittel im Nanoliter- bis MikrolitermalRstab
erfolgte schrittweise Uber mehrere Prototypen.
Der prinzipielle Aufbau einer Dosiereinheit besteht aus zwei Mikroventilen und einer
Mikromembranpumpe. Als dampfsterilisierbare und chemikalienresistente Materialien
fur die Dosiertechnik wurden Silikon, PEEK und Edelstahl verwendet.
Der erste Prototyp einer Dosiereinheit wurde basierend auf umfangreichen
Simulationsstudien entworfen. Jede zundchst auch provisorische Anderung des
ersten Prototyps wurde im Sinne eines ,rapid-redesigns’ sofort experimentell
verifiziert und in Bezug auf die gewunschte Problemlosung beurteilt. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurde die eigentliche parallele Mikrodosiereinheit fur den
Bioreaktorblock mit 48 parallelen Reaktionsgefalten konstruktiv festgelegt.
Neben der Dosiereinheit wurde ein Antriebskonzept fur die Aktorik einer von der
Dosiereinheit entkoppelbaren Antriebseinheit festgelegt und entsprechende
Prototypen gefertigt, sowie ein Programm zur Ansteuerung der Antriebseinheit
erstellt.
Die Forderung der Dosierpumpen wurde gravimetrisch mit einer tber PC auslesbarer
Feinwaage bestimmt. Als Standardsubstrat wurde destilliertes Wasser eingesetzt.
Der Schwerpunkt der Untersuchung lag auf folgenden Parametern:

= Dosiergenauigkeit und Reproduzierbarkeit

= Forderleistung der Dosierpumpen

= Stabilitat der Mikropumpen

= Forderung nicht viskoser und viskoser Flussigkeiten

= Reinigbarkeit und Sterilisierbarkeit
Als viskose Modellflissigkeit wurde Glycerin in Wasser eingesetzt. Die Viskositat

wurde mit einem Rotationsviskosimeter bestimmt.
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3.6.3 Evaluierung der Dosiertechnik in Kultivierungen

Zur Evaluierung wurde der 48xPrototyps der Dosiertechnik in Kultivierungen mit S.
cerevisiae eingesetzt. Die aeroben Kultivierungen erfolgten im YEPD-Medium mit der
Wildtyphefe AH22ura3 pFlat3.

Die Steuerung der Kultivierung erfolgte Uber die Prozelleitsofteware fb-XP, die
bislang Zudosierungen und eine pH-Regelung mittels eines PID-Reglers Uber den
Pipettierroboter ermdglichte. Im Laufe dieses Projekts war auch die parallele
Dosiertechnik in die fbo-XP eingebunden worden war.

Zur pH-Regelung wurden 2 M Natronlauge und 8,5 %ige Phosphorsaure eingesetzt.
In Zulaufversuchen hatte die Dosierldsung eine Glucosekonzentration von 100 g L™.
Alle Zudosierungen erfolgten Uber den Prototyp der Dosiertechnik, die at-line

Probennahme und Analyse per Pipettierroboter.
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4 Ergebnisse

4.1 Okonomische und 6kologische Bilanzierung eines
Succinatproduktionsprozesses mit S. cerevisiae

Eine Okonomische und Okologische Bewertung des geplanten
Succinatproduktionsprozesses mit S. cerevisiae erfolgte als zusatzliches
Arbeitspaket mit der Software Sabento (Version 1.2.0.316), da diese an der TUM
bereits verfugbar war.

Im Moment werden jahrlich 15 000 Tonnen Bernsteinsaure aus fossilen Rohstoffen
produziert und als Ausgangsstoff flur Polyesterharze, Farbstoffe und Pharmazeutika
verwendet (Zeikus et al. 1999). Die chemische Synthese erfolgt durch katalytische
Hydrierung von Maleinsaureanhydrid zu Bernsteinsdureanhydrid und nachfolgender
Wasseranlagerung bzw. durch direkte katalytische Hydrierung von Maleinsaure. Zur
effizienten katalytischen Hydrierung von Maleinsaure oder Maleinsaureanhydrid sind
Schwermetallkatalysatoren in organischen Lésungsmitteln bei hohen Temperaturen
und hohen Dricken (bis 2,5 MPa) erforderlich.

Biotechnologisch produziertes Succinat gilt als attraktiver Kandidat, um als
Plattformchemikalie zum Ersatz petrochemisch produzierter Bulkchemikalien zu
dienen (McKinlay et al. 2007, Sauer et al. 2008). Das Marktpotential von ,Bio-
Succinat® wird auf 270 000 Tonnen pro Jahr geschatzt (Sauer et al. 2008).

Mit diesem Forschungsvorhaben sollte ein Beitrag fur die Entwicklung von Prozessen
zur nachhaltigen Bereitstellung des chemischen Zwischenprodukts Bernsteinsaure
geleistet werden. Die Verwendung von nachwachsenden Rohstoffen wie Glucose
oder Glucosesirup zur Herstellung von Bernsteinsaure tragt zur Schonung endlicher
fossiler Ressourcen bei. Eine wesentliche Umweltentlastung ist bei Ersatz der
petrochemischen Synthese durch ein biologisches Verfahren aufgrund der
Verwendung leicht abbaubarer nachwachsender Rohstoffe, hochaktiver und
hochselektiver, sowie biologisch abbaubarer Biokatalysatoren, Verzicht auf
organische Losungsmittel und milden Reaktionsbedingungen mit geringem
Energiebedarf zu erwarten.

Da die Produktion von Succinat im Moment gréfdtenteils chemisch erfolg, musste der
biotechnologische Succinatproduktionsprozess mit S. cerevisiae mit der chemischen
Synthese verglichen werden. Da mit Sabento keine chemischen Synthesen

betrachtet werden kdnnen, wurden stattdessen ausgewahlt publizierte Ansatze zur
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Succinatproduktion mit dem geplanten Hefeprozess verglichen (Tabelle 4.1). Hierfur

wurden folgende Prozesse gewahlt:

= aerober Produktionsprozel3 nach Lin et al. 2005 mit einem gentechnisch

veranderten Escherichia coli

Das bei Lin et al. 2005 beschriebene Konzept zur aeroben Succinatprouktion

ahnelt dem mit Hefe geplanten Prozess.

= anaerober Produktionsprozess mit Corynebacterium glutamicum nach Okino

et al. 2008

Mit dem gentechnisch modifizierten Corynebacterium glutamicum wurde mit ~

150 g L' Succinat die bislang hochste Succinatkonzentration erreicht.

Die Zielsetzung mit einem optimierten Hefeproduktionsstamm ist die Entwicklung

eines Prozesses mit einer Ausbeute von 0,6 g Succinat (g Glucose)’, einer

Produktkonzentrationen von {iber 100 g L™ bei einer Raumzeitausbeute von 5g L™ h’

1

Tabelle 4.1: Prozessparameter ausgewdéhlter biotechnologischer Ansétze mit
rekombinaten Mikroorganismen zur Succinatproduktion

Mikroorganismus E. coli C. glutamicum S. cerevisiae
Prozessdauer, h 59 46 20
Eingesetztes 1Substrat ~95 ~100 170
Glucose, g L +COp +COp

Fixierung Fixierung
Endkonzentration an Succinat, 58 146 100
gL’
Ausbeute mol Succinat 0,94 1,4 1
(mol Glucose)
Raumzeitausbeute, g L™ h™ 1,1 3,2 5
Durchschnittliche ? 50 50
Biomassekonzentration, g L’
Temperatur, °C 37 33 30
Quelle Lin et al. Okino et al. Geplanter

2005 2008 Produktionsprozess
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Die Okonomische Bilanzierung erfolgte fur eine Produktion 1 500 t pro Jahr
(entsprechend 10 % der aktuellen jahrlichen Produktion (Zeikus et al. 1999)) und
einen Zeitraum von 10 Jahren. Dabei wurde auch die Anschaffung neuer Reaktoren
fur die jeweiligen Prozesse bericksichtigt.

Da es sich bei dem Endprodukt aller 3 betrachteter Prozesse um nicht
aufgereinigtem Succinat in einer Fermentationsbrihe handelt und laut Zeikus et al.
1999 die Aufarbeitungskosten bis zu 70 % der Produktkosten ausmachen, wurde als
Endprodukt ein ,nicht aufgereinigtes Succinat® mit einem entsprechenden
Preisabschlag definiert.

Laut Literatur geeignete Aufarbeitungsschritte fur Bernsteinsaure aus der
Fermentationsbrihe sind Ammonium- oder Calciumhydroxidfallung, Elektrodialyse
und Reaktivextraktion (McKinley et al. 2007). Da keines dieser Aufarbeitungsmodule
in der vorliegenden Sabentoversion 1.2.0.316 verflgbar ist, konnte die Aufarbeitung
von Bernsteinsaure nicht betrachtet werden.

Wie Tabelle 4.2 zeigt, ist von den beiden publizierten Prozessen nur der Ansatz mit
C. glutamicum bereits wirtschaftlich. Auch der geplante Hefeprozess ist prinzipiell
rentabel.

Tabelle 4.2: Okénomische Berachtung der 3 ausgewéhlten biotechnologischen
Ansétze zur Bernsteinsédureproduktion

C. glutamicum E.coli S. cerevisiae

Gewinn
€ (tBernsteinsaure)’ 3459 -15 953 1 596

Die 6kologische Bilanzierung liefert als Endergebnis einen Satz Kennzahlen, die
sogenannten Umweltbewertungszahlen (Tabelle 4.3). Diese werden von Sabento
aus den einzelnen unterschiedlich gewichteten Wirkungskategorien der Eingangs-
und Ausgangsseite berechnet. Je niedriger die Umweltbewertungszahlen sind, desto
umweltfreundlicher ist ein Prozess. Die Eingangs- und Ausgangs-
Umweltbewertungszahl geben Auskunft Uber das Umweltwirkungspotential.
Ubersteigt — wie in allen bewerteten Prozessen der Fall - die Input-
Umweltbewertungszahl die Output-Umweltbewertungszahl, so besteht noch
dkologisches Optimierungspotential. Weitere Verbesserung der Okologie der
Prozesse konnte beispielsweise durch Verwendung alternativer Substrate wie Corn

Steep Liquor oder Glucosesirup statt reiner Glucose erzielt werden.
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Tabelle 4.3: Okologische Berachtung der 3 ausgewéhiten biotechnolgischen Ansétze
zur Bernsteinséureproduktion

Umweltbewertungszahlen C. glutamicum E.coli S. cerevisiae
Input 6 13 4
Output 0 2 0
Gesamt 2 6 2

Uber die Gesamt-Umweltbewertungszahlen kénnen die verschiedenen Prozesse
verglichen werden. Die Gesamt-Umweltbewertungszahlen alle 3 Prozesse liegen in
der gleichen GroRenordnung. Alle Gesamt-Umweltbewertungszahlen sind sehr
gering, da es sich um Prozesse bei milden Reaktionsbedingungen unter Verwendung

von nachwachenden Rohstoffen handelt.
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4.2 Evaluierung erster Deletionsstamme und Nachweis der
Succinatausschleusung

4.2.1 Charakterisierung der Einfach-Deletionsstamme

Ziel der ersten Phase dieses Projektes war die Erfullung des von der Gutachterrunde
der Deutschen Bundesstiftung Umwelt formulierten “Proof of concept®, welches
neben einem “Letter of Intent®, den Nachweis fordert,

“dass der gewéhlte Produktionsorganismus in der Lage ist, Succinat in signifikanten
Mengen unter bestimmten Bedingungen aus zuschleusen.”

Um diesen Nachweis zu erbringen, wurde zunachst vom Grundkonzept der
sequenziellen Stammentwicklung abgesehen und ein zusatzliches Arbeitspaket
APneu1, welche die fruhzeitige Erfillung dieser Auflage zum Ziel hat, eingefuhrt. Es
wurden aus Zeitgrunden zunachst konstitutive Deletionsstdmme mit jeweils nur einer
Deletion konstruiert und diese Stamme darauf getestet, ob sie in der Lage sind,
Succinat in signifikanten Mengen unter bestimmten Bedingungen in den
Kulturiberstand auszuschleusen. Dabei stand insbesondere der Nachweis im
Vordergrund, dass die im Vergleich zum Wildtyp groRere Menge an produziertem
Succinat auch tatsachlich in den Kulturiberstand abgegeben wird und nicht
intrazellular akkumuliert.

Die hergestellten Deletionsmutanten sind in Tabelle 4.4 aufgeflhrt. Die Stamme
wurden zunachst bei ORGANOBALANCE im Schuttelkolben evaluiert.

Tabelle 4.4: Deletionsmutanten des Stammes BY4741

Enzymaktivitat deletiertes Gen Stamm
Isocitrat-Dehydrogenase idp1 BY4741 idp1
idp2 BY4741 idp2
Succinat-Dehydrogenase  sdh2 BY4741 sdh2
Succinat-Transporter acr1 BY4741 acr1

Die hochste Succinatkonzentration wurde beim Stamm Asdh2 gemessen (Daten
nicht gezeigt). Daher wurde zum Nachweis der Succinatausschleusung dieser

Stamm verwendet.
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4.2.2 Nachweis der Ausschleusung von Succinat

Zum Nachweis der Succinatausschleusung wurde der Stamm BY4741Asdh2 mit dem
zugehdrigen Wildtypstamm verglichen. Wie Tabelle 4.5 zeigt fuhrt schon die Deletion
eines einzigen Gens (sdh2) dazu, dass diese Deletionsmutante nach 72 Stunden im
Produktionsmedium mit Galaktose als Kohlenstoffquelle 5,8 g L' Succinat im
Kulturiberstand anreichert. Diese Menge ist um den Faktor 3,6 hoher, als beim
Wildtyp (wt) und entspricht bereits einer molaren Succinatselektivitat von 17,7 % mit
Galactose als Substrat. Das Succinat- zu Biotrockenmasseverhaltnis Ypx betrug

hierbei ca. 0,6 g g™

Tabelle 4.5: Endkonzentrationen (g L) der von BY4741 wt und sdh2 in den
Kulturiiberstand ausgeschleusten organischen Sauren nach 72 Stunden im
entsprechenden Produktionsmedium (WMVIII-Medium 50 g L' Galaktose bzw.
Saccharose)

Stamm  Kohlenstoffquelle Succinat  Citrat Fumarat Malat Pyruvat
wt Saccharose 1,0 0,5 0,0 0,0 0,0
Asdh?2 Saccharose 2,9 0,0 0,0 0,0 0,2
wt Galaktose 1,6 0,3 0,1 0,0 0,0
Asdh?2 Galaktose 5,8 0,0 0,0 0,0 0,6

Um zu Uberprifen, ob die Hefe das produzierte Succinat in den Kulturiberstand
abgibt und nicht intrazellular akkumuliert, wurde bestimmt, wie hoch der intrazellular

akkumulierte Mengenanteil an Succinat im Vergleich zum sekretierten Anteil ist.
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Succinatverhéltnis, -

Saccharose Galactose
Abbildung 4.1: Verhéltnis der intra- und extrazelluldren Succinatmenge mit
Saccharose oder Galaktose als Kohlenstoffquelle
Verhéltnis extrazellulares/intrazelluldres Succinat nach 6 Tagen Kultivierung des
Stammes BY4741 Asdh2 im entsprechenden Produktionsmedium (WMVIII-Medium
mit 50 g L™ Galaktose bzw. Saccharose)
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Nach 6 Tagen Kultivierung hat die sdh2-Deletionsmutante die zehnfache Menge an
Succinat in den Kulturiberstand abgegeben als intrazellular akkumuliert (Abbildung
4.1). Von der insgesamt produzierten Succinatmenge hat die Hefezelle also
signifikant mehr Succinat (90 %) in den Kulturiberstand sekretiert, als intrazellular
nachweisbar war.

Neuere Daten, welche mit Hilfe der aulierst genauen GC-MS Analytik generiert
wurden, zeigen, dass das Verhaltnis der sekretierten Succinatmenge zur intrazellular
angereicherten noch giinstiger ausfallt. Ublicherweise sind etwa 99 % der ingesamt
von der Hefekultur produzierten Succinatmenge im Kulturiberstand nachweisbar
(Daten nicht gezeigt). Abbildung 4.2 zeigt, dass der groRte Teil des gebildeten
Succinats bereits wahrend der exponentiellen Wachstumsphase in den
Kulturiberstand abgegeben wird. Da in dieser Phase keine signifikante Zelllyse
stattfindet, ist davon auszugehen, dass die Zellen das gebildete Succinat

ausgeschleust und nicht durch Zelllyse freigesetzt haben.
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Abbildung 4.2: Wachstum und Succinatausschleusung von BY4741 wt (A) und
Asdh2 (B) im WM8-Medium mit Galaktose als Kohlenstoffquelle

Kultivierung des Wildtyps und der sdh2-Deletionsmutante des Stammes BY4741 in
50 ml WMVIII-Medium mit 50 g L' Galaktose (iber einen Zeitraum von 7 Tagen. Die
Kultur wurde am Tag 0 mit einer 48 h Stunden Vorkultur beimpft (1 %).
Aufgezeichnet wurden Biotrockenmasse in g L, die Zellzahl als Colony Forming
Units pro mL und Succinatkonzentration in g L im Kulturiiberstand.

Die Ergebnisse der “Proof of concept® Phase zeigten eindeutig, dass bei der
Kultivierung der konstruierten Deletionsstamme Succinat im Kulturtiberstand

nachweisbar war, und zwar um ein Vielfaches mehr als bei der Kultivierung des
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Wildtyps. Selbstverstandlich handelt es sich bei einem Stamm mit einer einzelnen
Deletion nicht um einen tatsachlichen Produktionsstamm, wie er in diesem
Forschungsvorhaben angestrebt wird. Die angestrebte hohe Succinat-Produktivitat
und Ausbeute wird erst durch die Deregulation der entsprechenden Gene des Citrat-
und Glyoxylatzyklus, die Verhinderung der Nebenprodukt- und Speicherstoffbildung,
sowie durch die Umlenkung des Kohlenstoffflusses in den Glyoxylatzyklus und eine
gezielte Bioprozessentwicklung  zu einem Hochleistungsverfahren im
Ruhrkesselreaktor erreicht werden kdnnen.

Als Beispiel fur die reaktionstechnischen Untersuchung der rekombinaten
Hefestamme im Hinblick auf die Succinatausschleusung an der TUM ist im
Folgenden jeweils eine Satz- und Zulaufkultivierung des Stammes BY4741 Asdh2
und des zugehdrige Wildtyps dargestellt. Die Versuche erfolgten im CSL-Medium mit
Glucose als Kohlenstoffquelle.

Durch eine parallele Satzkultivierung im Bioreaktorblock wurde der Stamm BY4741
sdh2 und der zugehdrige Wildtyp im Hinblick auf die Wachstumsrate und
Metabolitbildung untersucht.
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Abbildung 4.3: Metabolit- und Biomassekonzentrationen zu Beginn und am Ende
einer 48- stiindigen Parallelkultivierung im Bioreaktorblock im CSL-Medium mit 50 g
L Glucose

Abbildung 4.3 zeigt die Biomassekonzentration und die Konzentrationen einiger
Metabolite am Endpunkt der Kultivierung. Die erreichten Succinatkonzentrationen der
beiden Stamme unterschieden sich in diesem Satzexperiment wie erwartet nicht
signifikant (Repression der Gene des Citrat- und Glyoxylatzyklus). Deutliche

Unterschiede sind dagegen bei den  erzielten Biomassekonzentrationen zu
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erkennen. Auffallig ist auch die deutlich hohere Acetatkonzentration beim Stamm
Asdh2.

Fur die Zulaufversuche mit den Stammen BY4741 wt und Asdh2 wurde auf Grund
der drei Auxotrophien der Stamme ein reichhaltiges komplexes Medium verwendet.
Als Kohlenstoffquelle wurde erneut Glucose eingesetzt, um den Einfluss der
Repression bei Glucoselimitierung zu untersuchen. In zwei Zulaufversuchen im
Ruhrkesselreaktor im  Liter-Mal3stab (siehe Abbildung 4.4) wurde die
Succinatproduktion der Hefestamme BY4741 wt und Asdh2 in der Satz- und
Zulaufphase ermittelt. Firr beide Stamme wurde mit einer Zudosierung von 2,7 g L™
h™' Glucose bei einem Arbeitsvolumen von 3,5 L gearbeitet. Der Zulauf war in diesen
Versuchen nicht darauf auslegt, Ethanolbildung zu vermeiden, da dies auch zu einer
Vermeidung weiterer Nebenprodukte wie Succinat fuhren konnte. Mit dem Zulauf

wurde begonnen, sobald die eingesetzte Glucose verbraucht war.
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Abbildung 4.4: Biomasse- und Succinatkonzentrationsverldufe von BY4741 wt und
Asdh2 im Zulaufverfahren im CSL-Medium

Wahrend beim Wildtyp bis zum Ende der 96-stundigen Kultivierung keine
Akkumulation von Glucose auftrat, so dass auch eine langere Versuchsdauer
modglich gewesen ware, akkumulierte beim Stamm Asdh2 gegen Ende des
Versuches Glucose (Daten nicht gezeigt). Uber mehr als 60 h war jedoch ein
kontinuierlicher Anstieg der Succinatkonzentration mefbar.

Die spezifische Geschwindigkeit der Succinatbildung wurde aus der Zunahme der
Succinatkonzentration als Funktion der Prozesszeit aus dem linearen Teil der
Succinatkurve im Zulaufverfahren abgeschatzt und betragt fur den sdh2-Stammes

2,3 Mg g 'Biotrockenmasse N bei der gewahlten Glucosedosierung.
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4.2.3 Fazit der Untersuchung der Einfach-Deletionsstamme

Bei der Stammentwicklung stand zunachst der von den Gutachtern zusatzlich
geforderte Nachweis, “dass der gewahlte Produktionsorganismus in der Lage ist,
Succinat in signifikanten Mengen unter bestimmten Bedingungen auszuschleusen®
im Vorgrund. Hierzu wurden Deletionsstamme der Hefe Saccharomyces cerevisiae
konstruiert, die im Vergleich zum Wildtyp gro3ere Mengen an Bernsteinsaure
produzierten und in den Kulturiberstand abgaben. Es konnte gezeigt werden, dass
bereits ein Stamm mit nur einer Deletion bis zu 5,8 g L™ Succinat im Medium
akkumulieren kann und dabei die zehnfache Menge des insgesamt produzierten
Succinat in den Kulturiberstand sekretiert wird im Vergleich zur intrazellularen
Anreicherung. Unter Zulaufbedingungen konnte Uber 60 h ein kontinuierlicher
Anstieg der Succinatkonzentration bei einem der Deletionsstamme gezeigt werden.

Im Rahmen der Untersuchungen der 1 x Deletionsstamme konnte also gezeigt
werden, dass die Hefe in der Lage ist Bernsteinsaure quantitativ in das Kulturmedium
auszuschleufRen. Bereits im Mai 2007 wurde zum Thema ,Succinatausschleusung
der Hefe ein Zwischenbericht mit den ausfuhrlichen Ergebnissen hierzu eingereicht.
Auf Basis dieses Berichtes sah die Gutachterrunde die Bewilligungsauflagen erfullt

und die Projektférderung wurde fortgesetzt.
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4.3 lIterative Stammentwicklung- und charaktersisierung
4.3.1 Deletion der Succinatdehydrogenase

Die systematische Stammentwicklung folgte an Hand des Basisstammes AH22ura3.
Als erster Schritt der systematischen Stammentwicklung erfolgte die Deletion des
succinatabbauenden Enzyms, Succinatdehydrogenase, im Basisstamm fur die
Succinatproduktion AH22ura3.

Beim Enzym SDH handelt es sich um einen Komplex aus 4 Untereinheiten. Wahrend
die Untereinheiten Sdh1p und Sdh2p das aktive Zentrum bilden, dienen Sdh3p und
Sdh4p lediglich als sterische Elemente (Lemire und Oyedotun 2002). Zum SDH1-
Gen existiert ein homologes Gen (SDH1b), welches den Verlust von SDH1
kompensieren kann (Colby et al. 1998). Die SDH wird auch als Komplex Il der
Atmungskette bezeichnet und liefert durch die Oxidation von Succinat zu Fumarat
Elektronen fur den Ubiquinonpool.

Bei Arikawa et al. 1999 und Ciriacy 1977 wird beschrieben, dass eine Deletion der
Sdh1p-Unterinheit einen vollstandigen Verlust der SDH-Aktivitat zur Folge hat.
Dagegen fuhrt laut Kubo et al. 2000 eine Deletion der Sdh1p-Untereinheit nicht zu
einem vollstandigen Aktivitatsverlust. Laut Kubo et al. 2000 ist erst bei Deletion
beider katalytischer Untereinheiten SDH1 und SDH2 keine SDH-Aktivitat mehr
nachweisbar.

Stamme mit Deletion der SDH zeigen laut der Literatur kein Wachstum auf nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Ethanol, Acetat oder Glycerin (Tzagoloff und
Dieckmann 1990, Ciriacy 1977). In einer aktuelle Publikation von Cimini et al. 2009
wird zudem beschrieben, dass eine sdh3-Deletion in Chemostatexperimenten zu
einem ausgepragen fermentativen Stoffwechsel fuhrt. Zudem zeigte eine
Transkriptionsanalyse einen repressiven Effekt der sdh3-Deletion auf Gene des
Citratzyklus und der Atmungskette

Es wurden zunachst Stamme mit alleiniger Deletion einer der SDH-Untereinheiten
konstruiert. Deletiert wurde das Gen SDH2, da eine Deletion von SDH1 von dem
Isogen SDH1b teilweise kompensiert werden kann (Colby et al. 1998). Auf Grund der
unklaren Datenlage aus der Literatur folgte als weiterer Schritt der
Stammentwicklung zusatzlich auch die Deletion des Gens fur die zweite katalytische
Untereinheit, SDH1, in AH22ura3.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=11803020&query_hl=8&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/197391?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16232921&query_hl=15&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/197391?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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Die umfassende reaktionstechnische und metabolische Charakterisierung dieser
sdh-Deletionsstamme und aller weiteren Stamme der iterativen Stammentwicklung
erfolgte im Schuttelkolben, im Bioreaktorsystem und im Laborruhrkessel.
Wildtyphefen zeigen in aeroben Satzkutivierungen mit Glucose als Kohlenstoffquelle
ein diauxisches Wachstum. Weder eine Deletion der Sdh2p-Untereinheit noch eine
Deletion beider katalytischen Untereinheiten verminderten das Wachstum der Zellen
auf Glucose in der Satzphase signifikant.

Ein deutlicher Effekt der Deletion(en) zeigte sich hingegen beim Verbrauch des aus
der Glucose gebildeten Ethanols. Wahrend der Wildtypstamm auf Ethanol wuchs,
wandelten die SDH-Stamme das Ethanol lediglich in Acetat um. Fur einen
Hefestamm mit einer sdh1- oder sdh4-Deletion wurde diese Acetatbildung aus
Ethanol bereits von Romano und Kolter 2005 beobachtet. Das geanderte Wachstum
der SDH-Deletionsstamme auf dem nicht vergarbaren Substrat Ethanol ist zudem ein
klassisches Verhalten von Stdmmen mit den Deletionen im Citratzyklus, die sich zu
meist nur im vollstandig respirativen Stoffwechsel auswirken (Romano und Kolter
2005, McCammon 1996, Przybyla-Zawislak et al. 1999, Ciriacy 1977, Dennis et al.
1999)

Wie bereits fur die BY4741-Stamme gezeigt, erhoht die SDH2-Deletion die
Succinatbildung im Vergleich zum Wildtyp. Die zusatzliche Deletion der SDH1-
Untereinheit fuhrte nicht zu einer signifikanten erhohten Succinatbildung der Zellen.
Unter Zulaufbedingungen zeigten die beiden sdh-Deletionsstamme einen geringen
aber kontinuierlichen Anstieg der Succinatkonzentration und eine starken Anstieg der
Acetatkonzentration.

Als weiteres Experiment erfolgte ein Zulaufversuch mit WMB8VIII-Orginalmedium,
welches 8,7 g L™ Glutamat als Stickstoffquelle enthélt. Die Versuche erfolgten bei pH
6, da bei einem pH > 6 das Glutamat im Medium ausfallt. Da Glutamat Uber
Ketoglutarat und Succinyl-CoA direkt in Succinat umgewandelt werden kann, flhrt
Glutamat zu einer erhdhten Succinatbildung. Es wurde auf eine Satzphase verzichtet

und der Zulauf bei Versuchsbeginn gestartet (Dosierrate 0,7 ggiucoss L h™).
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Es zeigte sich eine wachstumsgekoppelte Succinatbildung unter Zulaufbedingungen
mit Glucose und Glutamat. Das Wachstum und die Succinatbildung stagnierten nach
5 Tagen auf Grund einer Inhibierung durch das Nebenprodukt Acetat. Binnen 7
Tagen wurde eine Succinatkonzentration von 8,5 g L' erzielt. Die starke
Acetatbildung dieses Deletionsstammes ist unter Zulaufbedingungen nicht
vermeidbar und begrenzt somit die erreichbare Succinatkonzentration dieses sdh-
Deletionsstammes.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass kein signifikanter Unterschied zwischen der
Succinatbildung der sdh2- und sdh1-sdh2-Deletionsmutante festzustellen war. Beide
sdh-Stamme zeigten eine gegenlber dem Wildtyp erhéhte Succinatbildung und eine
starke Acetatbildung auf Ethanol. Es wurden bis zu 8,5 g L Succinat erreicht. Die
starke Acetatbildung im Zulaufverfahren begrenzte in diesen ersten Stammen die

erreichbare Succinatkonzentration.

4.3.2 Reprimierbares Promotorsystem

Da die Deletion der Gene, welche fur die Succinat- bzw. Isocitratdehydrogenase
kodieren, mdglicherweise zu starken Wachstumseinschrankungen flhren kann, soll
diesen Genen ein in der Produktionsphase reprimierbarer Promotor vorgeschaltet
werden. So kann die Trennung des Prozesses in Wachstums- und Produktionsphase
realisiert werden. Der native Promotor dieser Gene wird dabei durch einen
reprimierbaren Promoter ersetzt.

Hierzu wurde ein Tetracyclin-reguliertes Promotorsystem ausgewahlt, welches neben
dem eigentlichen tetO-Promotor aus dem transcriptional Transactivator (tTA) besteht.
Der tTA ist ein Protein, welches durch Bindung an den regulierbaren tetO-Promotor
die Expression des nachgeschalteten Gens induziert. Antibiotika aus der Gruppe der
Tetracycline induzieren hochst sensitiv eine Konformationsanderung des tTA, was
zur Abldsung dieses Proteins von der Promotorregion fuhrt. Dies hat zur Folge, dass
das nachgeschaltete Gen nicht weiter exprimiert wird. So kann die Expression der
entsprechenden Gene gezielt wahrend der Produktionsphase durch Zugabe eines
Derivates aus Gruppe der Tetracycline unterbunden werden. In der
Wachstumsphase wird dem Medium kein Tetracyclin oder ein entsprechendes
Derivat zugegeben und die Gene werden exprimiert.

Das Tetracyclin-System wurde bereits in verschiedenen eukaryotischen System

eingesetzt und ist auch in S. cerevisiae etabliert (z. B. Park and Morschhauser 2005,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16087738&query_hl=16&itool=pubmed_DocSum
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Wishart et. al. 2005). Zum Einfluss von Tetracyclin auf den Stoffwechsel oder das
Wachstum der Hefe liegen trotz zahlreichen Einsatzes des Tetracyclinsystems keine
detaillierten Untersuchungen vor, da beim Tetracyclin-System standardmafig nicht
Tetracyclin, sondern auf Grund der effektiven Wirkung bei gleicher zugesetzter
Menge Doxycyclin als Repressor eingesetzt wird (Gari et al. 1997). Fur Doxycyclin
wurde gezeigt, dass die Genexpression der Hefe nicht beeinflusst wird (Wishart
2005). Allerdings ist Doxycyclin um den Faktor 100 teuerer als Tetracyclin und daher
fur den industriellen Einsatz nicht relevant. Da Tetracyclin direkt in die Zellen
diffundieren kann, ist dieser Repressor auch unabhangig von geeigneten
Transportsystemen (Berens und Hillen 2004). Die Verwendung des Antibiotikums
Tetracyclin im Rahmen des Prozesses zur Succinatproduktion erscheint auch unter
Okologischen  Aspekten unkritisch, da Tetracyclin durch Erhitzen und
Lichteinstrahlung zersetzt wird (Kuhne et al. 2001, Oka et al. 1989).

Das reprimierbare Promotorsystem soll nur vor den Genen implementiert werden,
deren Deletion auch tatsachlich eine Wachstumsinhibierung zur Folge hat.
Diejenigen Gene, deren Deletion nicht zu einer Wachstumseinschrankung fluhren,
mussen nicht in der Wachstumsphase exprimiert werden, weshalb sie deletiert
werden konnen. Der tetO-Promotor sollte ausschliel3lich implementiert werden, wo es
notig ist, da bei mehreren dieser Promotoren in der Zelle moglicherweise die Menge
des tTA-Genprodukts fur eine vollstandige Repression in der Produktionsphase nicht
ausreicht. Eventuell muss auch die Konzentration des Repressionsinduktors
(Tetracyclin) zur vollstandigen Repression der Gene erhdoht werden. Desweiteren
konnten viele homologe Sequenzen (tetO-Promotoren) zu einer Stamminstabilitat
durch intrachromosomale Rekombination fuhren. AulRerdem gewahrleistet der tetO-
Promotor keine native, sondern eine konstitutive Expression des nach geschalteten
Gens.

Um das Tetracyclin regulierte Promotorsystem im spateren Produktionsstamm
AH22ura3 zu evaluieren, wurde zunachst der tTA in AH22ura3 chromosomal am
leu2-Locus integriert. Der nachste Schritt war die Evaluierung des Promotorsystems.
Dazu wurde ein R-Galaktosidase Reporter-Assay entwickelt, der die Untersuchung
des Expressionsprofils des Tet-Promotors in Abhangigkeit verschiedener
Konzentrationen an Tetracyclin ermoglicht.

Hierzu wurde zunachst ein Fragment aus dem Vektor pCM159 (Gari et al. 1997)

ausgeschnitten und in den linearisierten Vektor pUG6 (Guldener et al. 1997) ligiert,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=15387301&query_hl=14&itool=pubmed_DocSum
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was in dem Vektor pUG6-tetO resultierte. Dieses Fragment enthalt hinter dem
eigentlichen Tet-Promotor das /lac-Z Gen aus E.coli, welches die Expressionsstarke
des Tet-Promotors in Abhangigkeit verschiedener Konzentrationen an Tetracyclin
uber einen R-Galaktosidase Reporter-Assay nachweisbar macht. Dieses Fragment
wurde mit Primern, welche entsprechende homologe Sequenzen einfihren,
zusammen mit dem linearisierten Vektor pRS416 (Sikorski und Hieter 1989) in den
Stamm AH22ura3tTA transformiert, wobei durch homologe Rekombination in der
Hefezelle der Stamm AH22ura3tTA pRS416-tetO /acZ entstand und Uber das Ura3
Gen auf pRS416 selektiert werden konnte. Mit diesem Stamm wurde das Tetracyclin

regulierte Promotorsystem evaluiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.5

dargestellt.
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Abbildung 4.5: Relative B-Galaktosidaseaktivitét bei verschiedenen
Tetracyclinkonzentrationen

Relative 3-Galaktosidase Aktivitat in Kulturen des Stammes AH22ura3tTA pRS416-
tetO lacZ, welche in WM8 Medium in Anwesenheit von verschiedenen
Konzentrationen an Tetracyclin 18 h kultiviert wurden. Die
Biotrockenmassekonzentration betrug zum Ende dieser Kultivierungen etwa 0,8 g L.
100 % entspricht einer 3-Galaktosidase Aktivitat von 86 U.

Es ist zu sehen, dass der tetO-Promotor aktiv ist, wenn kein Tetracyclin im Medium
vorhanden ist. Schon ab einer Konzentration von 1 mgL'1 Tetracyclin ist nur noch 3,7
% der Promotoraktivitidt nachweisbar, welche ab einer Konzentration von 5 mg L™
nicht mehr nachweisbar ist. Der pRS416 Vektor wurde gewahlt, da er ein
centromerisches Plasmid und kein episomales darstellt und somit nicht in hoher

Kopiezahl in der Zelle vorliegt. Dies gleicht den spateren Einsatzbedingungen des
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Tet-Promotorsystems, da auch die in der Produktionsphase zu reprimierenden Gene
in einfacher Kopie vorliegen.
Die Ergebnisse in Abbildung 4.5 zeigen, dass das Tet-Promotorsystem im
Produktionsstamm AH22ura3 verlasslich funktioniert und sich fur den Einsatz eignet.
Aus dem konstruierten Vektor pUG6-tetO kann durch entsprechende Primer der
tetO-Promotor amplifiziert werden, welcher in den Produktionsstamm transformiert
wird und durch homologe Rekombination anstelle des nativen Primers in das Genom
vor die in der Produktionsphase zu reprimierenden Gene integriert. Die Kassetten fur
die konditionelle Expression der entsprechenden Gene sind also konstruiert.
Zur Evaluierung des durch Tetracylin reprimierbaren Promotorsystems vor den
eigentlichen Zielgenen wurde der tetO-Promotor exemplarisch vor das Gen SDH?2
implementiert. Dazu wurden folgende Stamme konstruiert:
= AH22ura3 tTA
In diesem Stamm wird der transcriptional trans activator tTA Uberexprimiert.
Die tTA Expressionskassette wurde chromosomal in den leu2-Locus des
Stammes AH22ura3 integriert.
=  AH22ura3 tTA sdh2prom::tetOprom
Neben der tTA Uberexpression wurde in diesem Stamm der Promotor des
SDH2 Gens gegen den reprimierbaren tetO-Promoter ausgetauscht, sodass

ein Stamm mit einer induzierbaren sdh2-Deletion entstand.

In einer Satzkultivierung im Bioreaktorblock zeigt der mit 20 mg L™ Tetracyclin
induzierte Stamm tTA sdh2prom::tetOprom das fur sdh-Deletionsstdmme typischen
Verhalten. Wie bei einem konstitutiven sdh2-Deletionsstamm wird bei dem
induzierten sdh2-Stamm die Wachstumsrate auf Glucose kaum beeinflusst wird, aber
es erfolgt statt Wachstum lediglich eine Acetatbildung auf Ethanol. Der nicht-
induzierte tTA sdh2prom::tetOprom-Stamm verhalt sich dagegen wie der wt-Stamm.

Zudem wurde nachgewiesen, dass Tetracyclin bei Stammen ohne das Tet-System
wie dem Wildtypstamm nur vernachlassigbaren Einfluss auf das Wachstum besitzt.

Die Eignung des Tetracyclin regulierten Promotorsystems zur Etablierung eines
zweistufigen Prozesses zur Bernsteinsaureproduktion wurde somit beispielhaft an
Hand einer induzierbaren sdh2-Deletion nachgewiesen. Samtliche vorbereitenden
molekularbiologischen Arbeiten zur Implementierung des Promotorsystems in die

Produktionsstamme sind erfolgt.
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4.3.3 Deletion der Succinat- und einer Isocitratdehydrogenase

Nach der Unterbrechung des Succinatabbaus war der nachste Schritt der
Stammentwicklung die Umleitung des Kohlenstoffflusses in den Glyoxylatzyklus
durch Deletion der Isocitratdehydrogenase. Isocitrat-Dehydrogenasen katalysieren
die oxidative Decarboxylierung von lIsocitrat zu a-Ketoglutarat. In S. cerevisiae
exisiteren vier verschiedene Isocitratdehydrogenasen, die sich in der Struktur ihrer
Untereinheiten, Regulation, Cofaktor-Spezifitat und Lokalisation unterscheiden.

Von diesen 4 Enzymen ist IDH das am Citratzyklus beteiligte Enzym. Die weiteren
Isocitratdehydrogenasen sind nicht signifikant am Citratzyklus beteiligt (McCammon
and McAlister-Henn 2003). Die IDPs sind im Gegensatz zur IDH NADP-abhangig und
konnen bei einer IDH-Deletion, da die Hefe keine Transhydrogenase besitzt, die
Funktion der IDH nicht vollstandig kompensieren (Bakker et al. 2001).

Daher wurde die NAD-spezifische Isocitratdehydrogenase (IDH) deletiert. Die IDH ist
ein Oktamer aus je 4 Idh1p and 4 Idh2p Untereinheiten, die durch die Gene IDH1
und IDH2 codiert werden. Die regulatorische Funktion liegt hauptsachlich bei der
Idh1p-Untereinheit, die katalytische bei Idh2p Untereinheit (Gadde et al. 1998). Beide
Untereinheiten sind essentiell fur die katalytische Aktivitat (McAlister-Henn und Small
1997), so dass eine Deletion der Idh1p oder Idh2p-Untereinheit ausreichend ist. Es
wurde die Untereinheit Idh1p deletiert, da ein Knockout von IDH2 einen “Open
reading frame* (YOR135C) auf dem komplementaren Strang unterbrochen hatte.
Durch die zusatzliche Deletion der NAD-abhangigen Isocitratdehydrogenase in den
SDH-Deletionsstammen wurde die Wachstumsrate auf Glucose in den definierten
Medien halbiert, im reichhaltigen Komplexmedium sank die Wachstumsrate lediglich
um im ein Funftel. Diese Abnahme der Wachstumsrate von IDH-Deletionsstdmmen
in definierten Medien ohne Glutamatzusatz wurde bereits von McCammon und
McAlister-Henn (2003) beschrieben.

Unter Satzbedingungen sinkt wie von Asano et al. 1999 fur einen Stamm mit
alleiniger Deletion der IDH gezeigt, auch in den SDH-IDH-Deletionsstammen die
Succinatbildung im Vergleich zu den SDH-Stammen, da der Fluss des Kohlenstoffs
zum Succinat gestort wird. Auf Ethanol zeigen die SDH-IDH -Deletionsstamme wie
die SDH -Stamme eine starke Acetatbildung und bilden keine Biomasse.

Hingegen zeigten die beiden SDH-IDH-Deletionsstdmme unter Zulaufbedingungen

die bereits fur die SDH-Deletionsstamme beobachtete Acetatbildung, aber auch eine
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Erhéhung der Succinatbildung gegentber den SDH -Stammen. Die Ausbeute Yps im
Zulauf betrug ~ 0,01 g Succinat (g Glucose)™” fir SDH-Deletionsstdmme und (iber

0,03 g Succinat (g Glucose)™ fiir sdh-idh-Stamme.

4.3.4 Deletion der Succinatdehydrogenase und Deletion zweier
Isocitratdehydrogenasen

Es wurde erganzend zur idh1 Deletion das Isoenzym Idp1p deletiert, mit dem Ziel der
Umlenkung des Kohlenstoffflusses in den Glyoxylatzyklus. Laut Haselbeck und
McAlister-Henn (1993) und Zhao und McAlister-Henn (1996) sind Stamme, mit
Deletionen der Gene idh1 und idp1 glutamatauxotroph im Wachstum auf Glucose
und weisen somit keine Isocitratdehydrogenase-Aktivitat mehr auf. Biomassebildung
aus Glucose kann in diesen Stammen nur bei Zusatz von Glutamat erfolgen. Beim
Verbrauch von Ethanol kann das streng Glucose reprimierte Isoenzym Idp2p die
Deletionen von idh1 und idp1 teilweise kompensieren (Zhao und McAlister-Henn
1996).

Daher wurde in ersten Experimenten das Ausmal} der Glutamatauxotrophie im
Stamm mit zusatzlicher idp1-Deletion, Asdh2Asdh1Aidh1Aidp1, untersucht. Auch
ohne Zusatz von Glutamat war ein geringes Wachstum des Stammes
AH22ura3Asdh2Asdh1Aidh1Aidp1 zu erkennen. Die eingesetzte Glucose war auch
nach 6 Tagen nicht vollstandig verbraucht. Das geringe Wachstum auch ohne
Glutamat widerspricht der Literatur nicht. Die Versuche beziglich der
Glutamatauxotrophie erfolgten bei Haselbeck und McAlister-Henn (1993) fur 3 Tage
auf Agarplatten und in den Versuchen von Zhao und McAlister-Henn (1996) wurde
das Wachstum binnen 24 h in Flussigkulturen in einem definierten Medium getestet.
Eine neue Publikation dieser Arbeitsgruppe beschreibt ein geringes Wachstum von
IDH-IDP1-Deletionsstammen nach 3 Tagen (Mammon und McAlister-Henn 2003).
Neben dem geringen Wachstum zeigte sich eine deutliche Bildung von Metaboliten
wie Glycerin, Ethanol und Acetat. Dies weil3t darauf hin, dass durch die zusatzliche
IDP1 Deletion zur IDH1 Deletion in dem Stamm der Citratzyklus blockiert ist, sodass
kein respirativer Stoffwechsel mehr mdglich ist, und nur noch Garprodukte des
fermentativen Stoffwechsels gebildet werden kénnen.

Ein ahnlicher Effekt wurde in Hefestammen mit anderen vollstandigen Deletionen im
Citratzyklus beschrieben. Eine Deletion der Citratsynthase (beide Citratsynthase-

Isoenzyme CIT1 und CIT2) oder der Aconitase fuhrt zu Stammen, die nicht in der
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Lage sind, respirativ zu wachsen und die glutamatauxotroph sind (Gangloff et al.
1990, Kim et al. 1986).

Zusammenfassend zeigt der Stamm Asdh2 Asdh1 Aidh1 Aidp1 ohne Glutamat einen
stark fermentativen Metabolismus, die Hauptprodukte sind Ethanol und Glycerin. Bei
Zusatz von Glutamat erfolgt eine deutliche Biomassebildung, fur die weiterfuhrenden
Experimente wurde der Glutamatzusatz im Medium auf 2 g L festgelegt. Die
Glutamtatauxotrophie im Stamm AH22ura3 Asdh2 Asdh1 Aidh1 Aidp1 zeigt, dass die
Deletion der Gene IDH1 und IDP1 zu einem Verlust der Isocitratdehydrogenase-
Aktivitat fihren und somit der Kohlenstofffluss durch den Citratzyklus verhindert und

in den Glyoxylatzyklus umgelenkt werden kann.

4.3.5 Uberexpression des transkriptionellen Regulationsfaktors HAP4 zur
Glucosedereprimierung

Hap4p ist die regulatorische Untereinheit des Hap2/3/4/5-Komplexes., welcher eine
grol3e Zahl von Glucose-reprimierten Genen reguliert. Dies sind vor allem Gene der
Atmungskette, sowie des Citratzyklus. Als Aktivator induziert er die Transkription
dieser Gene wahrend des “diauxischen shift* und tragt stark zur Verschiebung des
respiro-fermentativen Gleichgewichts in Richtung Respiration bei (Lascaris et al.,
2003; Lascaris et al., 2004). Die Gene HAP2, HAP3 und HAP5 werden konstitutiv
exprimiert (McNabb und Pinto, 2005). HAP4 wird naturlicherweise nur auf nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen exprimiert. Bei der Kultivierung einer HAP4-
Uberexpressionsmutante wurde beobachtet, dal} diese Mutation im Vergleich zum
Wildtyp zu einer erhdohten Wachstumsrate, Biomasse- und Acetat-Produktion, sowie
zu einer reduzierten Ethanol und Glycerin Bildung fuhrt (Blom et al., 2000). Der
Hap2/3/4/5p Proteinkomplex propagiert das respirative System indem der
Kohlenstofffluss durch den Citratzyklus und die respiratorische Kapazitat der
Atmungskette erhoht, sowie die mitochondriale Biogenese gefordert wird (Lascaris et
al., 2003).

In der Literatur wird beschrieben, dass zahlreiche fur die Succinatbildung relevante
Gene des Zentralstoffwechsels, wie zum Beispiel die Enzyme des
Glyoxylatbypasses, ICL1 und MLS1, und Gene des Citratzykluses dieselben
Expressionsmuster wie HAP4 zeigen (DeRisi et al. 1997, Buschlen et al. 2003).
Berichte zur Uberexpression von HAP4 in Stammen mit Deletionen im Citratzyklus

liegen nicht vor. Ein Hefestamm, welcher trotz der Anwesenheit von Glucose keine
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oder eine verminderte Glucose-Repression aufweist kdonnte fur die Produktion von
Bernsteinsaure auf primaren Kohlenstoffquellen, wie Glucose, weit besser geeignet
sein als ein Wildtypstamm, da Bernsteinsaure ein Intermediat des Citrat- und
Glyoxylatzyklus ist, deren Gene dieser Repression unterliegen. Eine verminderte
Glucose-Repression fuhrt zu einer Verschiebung des respiro-fermentativen
Gleichgewichtes in Richtung Respiration, was die Propagierung des gesamten
respirativen Systems und die Erhohung des Kohlenstoffflusses durch den
Zentralmetabolismus in Richtung Bernsteinsaure zur Folge haben konnte. Daher
wurde der Einfluss einer Uberexpression von HAP4 in den SDH- und SDH-IDH1-
Deletionsstammen auf Wachstum, Nebenprodukt- und Succinatbildung untersucht.
Die Uberexpression von HAP4 fiihrte beim Wildtyp im Wildtypstamm wie von Blom et
al. 2000 beschreiben zu einer Erhdhung der Wachstumsrate. Allerdings betrug die
Erhdhung nur 9 %, statt der bei Blom et al. 2000 beschriebenen Erhdhung um 17 %.
Dieser positive Effekt auf die Wachstumsrate wurde auch in den SDH- und SDH-IDH-
Deletionsstammen nachgewiesen.

Allerdings war keine signifikante Veranderung der Succinatbildung in den Stammen
mit HAP4-Uberexpression unter Satzbedingungen nachzuweisen. Der Effekt der
HAP4-Uberexpression wurde detaillierter am Stamm Asdh2 Aidh1 untersucht. Unter
Zulaufbedingungen zeigte sich eine leichte Erhdhung der Succinatbildung durch die
HAP4-Uberexpression.

Eine HAP4-Uberexpression ist daher auf Grund der Erhéhung der Wachstumsraten
und der Succinatbildung in den Deletionsstammen eine sinnvolle Uberexpression in

einem Stamm zur Succinatproduktion.
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4.3.6 Uberexpressionen von Schliisselenzymen im Glyoxylatzyklus in den
sdh- und sdh-idh-Deletionsstdmmen

FuUr die Succinatproduktion in S. cerevisiae Uber den Glyoxylatzyklus auf primaren
Kohlenstoffquellen wie Glucose, ist eine Deregulation der Kernenzyme des
Glyoxylatzyklus auf Transkript- und gegebenenfalls auch auf Proteinebene
erforderlich, da die meisten Gene des respirativen Zentralmetabolismus von S.
cerevisiae in Anwesenheit von Glucose reprimiert sind (DeRisi et al., 1997). Deshalb
bestand der nachste Schritt der Stammentwicklung in einer Uberexpression der
Gene, welche fur die Schlusselenzyme des Glyoxylatzyklus kodieren. Primare
Zielgene fur diese Deregulation sind ACS7, ICL1 und MLS1 (siehe Abbildung 2,
durch dicke Pfeile markiert). Diese Gene sind ausschliellich Teil des Glyoxylat- nicht
des Citratzyklus und gehdren zu einem besonders stark durch Glucose reprimierten
“‘Gen-Cluster, deren Transkription durch das Protein Cat8p im Verlauf des
“diauxischen shifts“ induziert wird (Haurie et al., 2001). Laut Lorenz et al. 2001 sind
die Enzyme Icl1ip und Mis1p die bei einer Umstellung der Zellen auf den
Glyoxylatzyklus am starksten induzierten Enzyme. Auch die Expression der weiteren
Isoenzyme des Glyoxylatzyklus Mdh2p und Cit2p steigt an (Lorenz et al. 2001). Das
Produkt des Gens ACS1 ist ein Isoenzym der Acetyl-CoA-Synthetase (ACS2 kodiert
fur das andere Isoenzym) und katalysiert die Umsetzung von Acetat zu Acetyl-CoA
im Cytosol. ACS2 ist essentiell fur das Wachstum auf Glucose, wohingegen ACS1
Glucose-reprimiert ist (de Jong-Gubbels et al., 1997; Van den Berg und Steensma,
1995).
Daher wurden die beiden Schlisselenzyme /CL1 und MLS7 in Kombination mit
anderen Uberexpressionen in den sdh-idh-Deletionsstdmmen tiberexprimiert.
Folgende Stamme zur Succinatbildung basierend auf den Basisstamm Asdh2 Aidh1
und Asdh Asdh2 Aidh1 konnten konstruiert werden und wurden evaluiert:
= Asdh2 Aidh1 pFlat1-ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3
In diesen Stamm sind die Schlisselenzyme des Glyoxylatbypasses /CL7 und

MLS1 Uberexprimiert.

= Asdh2 Aidh1 pFlat1-ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1
Asdh2 Asdh1 Aidh1 ,pFlat1-ICL1* pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1
Erganzend wurde neben den beiden Glyoxylatbypassenzymen Icl1p und

Mis1p auch das Enzym Acs7p Uberexprimiert. Die Acetyl-CoA-Synthetase
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katalysiert die Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA. Die Konstruktion von
Asdh2 Asdh1 Aidh1 pFlat1-ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1 erfolgte mehrmals
allerdings war stets im Endstamm die /CL7-Uberexpression nicht mehr per
PCR nachweisbar, so dass unklar ist ob der Stamm die /CL7-Uberexpression

noch aufweist.

= Asdh2 Aidh1 pFlat1-aceA pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1
Es wurde ergénzend ein Stamm mit heterologer |CL-Uberexpression
hergestellt, da die homologe Isocitratlyase in Gegenwart von Glucose
proteolytisch abgebaut wird (Loépez-Boado et al. 1987). Im Stamm Asdh2
Aidh1 pFlat1-ACEA pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1 ist alternativ zum Gen /CL1

aus S. cerevisiae das Gen aceA (Isocitratlyase aus E.coli) Uberexprimiert.

Die sdh2-idh-Stamme zeigten auch mit Uberexpressionen die fiir diese Stamme
typische Halbierung der Wachstumsrate im definierten Medium. Im Komplexmedium
zeigt Asdh2 Aidh1 pFlat1-ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3 eine reduzierte Wachstumsrate
gegenuber den beiden anderen Deletionsstammen.

Bei dem Stamm Asdh2 Aidh1 pFlat1-/ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3 war eine deutliche
Veranderung des metabolischen Verhaltens im Vergleich zu den Deletionsstammen
zu erkennen. Im Gegensatz zu den Deletionsstammen zeigte dieser Stamm mit der
Uberexpression des Glyoxylatbypasses erstmals Wachstum auf Ethanol und
Wachstum unter Zulaufbedingungen. Allerdings wurden mit dem Stamm nur maximal
0,1 g L' Succinat erzielt.

Zudem wurde ein Stamm mit Uberexpression des Glyoxylatbypasses und der Acs1p,
Asdh2 Aidh1 pFlat1-ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1, evaluiert. Asdh2 Aidh1 pFlat1-
ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1 verbrauchte kein Ethanol und zeigte eine geringe
Biomassebildung im Zulauf. Es wurde kein Succinat gebildet. Bei der Dosierrate von
0,7 daucese L' ™" wurde auch im Zulauf Ethanol gebildet Weitere Zulaufversuche
zeigten dass die Bildung der Garprodukte Ethanol und Glycerin bei diesem Stamm
prozesstechnisch nicht vermeidbar war. Wahrend der Zulaufversuche war kein
Acetat oder Succinat nachzuweisen. Dieser fermentative Stoffwechsel kdnnte durch
die zusatzliche ACS7 Uberexpression verursacht worden sein. Méglich ist aber auch,
dass in diesem Stamm eine Mutation in der Atmungskette aufgetreten ist. Laut
McCammon und McAlister-Henn 2003 und Lin et al. 2001 fUhrt eine idh-Deletion zu
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einer erhdohten Rate an atmungsdefizienten Mutanten. Dies wirde die fehlende
Succinatbildung in dem Stamm erklaren. Die im Rahmen dieses Projekts umgesetzte
Strategie zur aeroben Succinatbildung erfordert jedoch zur Reoxidation der
Reduktionsaquivalente eine funktionelle Atmungskette.

Der Stamm Asdh2 Aidh1 pFlat1-aceA pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1 mit der heterologen
Isocitratlyase-Uberexpression zeigte als einziger der 3 Stdamme, die zur
Succinatbildung konstruiert wurden, eine deutliche Succinatbildung. Daher wurde
dieser Stamm fur 8 weitere Tage im Zulaufverfahren kultiviert.

Es zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg der Succinatkonzentration Uber die
gesamte Zulaufdauer von 8 Tagen. Bei Versuchsende wurden 3 g L Succinat
erzielt.

Neben diesen 3 Stammen zur Succinatbildung wurden auch die Stdmme untersucht,
die als Zwischenschritte der Stammentwicklung entstanden und nur einen Teil der
Uberexpressionen oder nur eine sdh-Deletion aufweisen, um den Effekt der

einzelnen Uberexpressionen einordnen zu kdnnen (Daten nicht gezeigt).

4.3.7 Uberexpressionen im Glyoxylatzyklus in den sdh-idh-idp-
Deletionsstammen

Auch im 4 x Deletionsstamm Asdh2 Asdh1 Aidh1 Aidp1 wurden parallel zu den 2 x
und 3 x Deletionsstammen verschiedene Uberexpressionen des Glyoxylatbypasses
evaluiert.
Zusétzlich zu der Uberexpression der Hefe-eigenen Gene ICL1 und MLS1 erfolgte
im 4 x Deletionsstamm eine heterologe Uberexpression der Gene KIICL1 und
KIMLS1. Diese beiden Gene kodieren fur die Isocitrat-Lyase und die Malat-Synthase
in der Hefe Kluyveromyces lactis. Diese beiden Enzyme aus der Crabtree-negativen
Hefe K. latcis unterliegen im Vergleich zu den homologen Enzymen aus S. cerevisiae
nicht einer durch Glucose induzierten negativen Regulation auf Proteinebene (Lopez
et al., 2004).
Folgende Kombinationen an Uberexpressionen wurden in dem 4 x
Deletionsstammen charakterisiert:
= Uberexpression der homologen Bypassenzyme und der ACS1
Asdh2 Asdh1 Aidh1 Aidp1 pFlat1-/ICL1 pFlat2-MLS1 pFlat3-ACS1
= Uberexpression der heterolgen Bypassenzyme aus K. lactis
Asdh2 Asdh1 Aidh1 Aidp1 pFlat2-KIICL1 pFlat3-KIMLS 1
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= Uberexpression der heterolgen Bypassenzyme aus K. Jactis und
Uberexpression der Acetyl-CoA-Synthethase
Asdh2 Asdh1 Aidh1 Aidp1 pFlat1-ACS1 pFlat2-KIICL1 pFlat3-KIMLS 1

Auch die 4 x Deletionsstamme mit Uberexpressionen zeigten in definiertem Medium
ohne Glutamatzusatz einen fermentativen Stoffwechsel. Beispielhaft flr diese
Stamme wird das Verhalten von Asdh2 Asdh1 Aidh1 Aidp1 pFlat1-ICL1 pFlat2-MLS1
pFlat3-ACS1 beschrieben. Bei geringem Wachstum wurde Glycerin und Ethanol
sowie eine geringe Menge Acetat gebildet. Die Succinatbildung lag unter 0,1 g L™.
Die geringe Biomasseausbeute von nur 0,03 g Biomasse (g Glucose)' und die
deutliche Produktion an Garprodukten deuten darauf hin, dass der Citratzyklus durch
die idh1 und idp1 Deletion unterbrochen ist.

Wurde dem definierten Medium 2 g L™ Glutamat zugesetzt, erfolgt bei alle Stammen
deutliches Wachstum und eine Ethanol und Glycerinbildung in einer Gré3enordung
vergleichbar mit den 2 x und 3 x Deletionsstammen. Allerdings blieben selbst bei
Zusatz von 2 g L™ Glutamat die Succinatkonzentrationen unter 0,4 g L™'. Bei einer
Zulaufrate von 0,7 gaiucose L' h™' kam es zu einer deutlichen Ethanolbildung. Diese
Ethanolbildung trat auch bei einer deutlichen Reduzierung der Zulaufrate auf nur
0,015 g Glucose L h auf, und ist somit prozesstechnisch nicht vermeidbar.
Festzuhalten ist, dass mit dem 4 x Deletionstdmmen mit verschiedenen
Uberexpressionen keine signifikante Succinatbildung erreicht werden konnte, obwonhl
die SDH und IDH-Deletion vervollstandigt wurde. Die zusatzliche eingefuhrte idp1-
Deletion fuhrte zu einer Blockade des respirativen Stoffwechsels, so dass nur noch
Fermentationsprodukte nachweisbar waren. Durch die vollstandige Blockade des
respirativen Metabolismus scheinen Stamme mit Deletionen der Enzyme Sdhp, Idhp
und Idp1p nicht zur oxidativen Succinatbildung geeignet. Da sich 4 x
Deletionsstamme mit  Uberexpressionen nicht von dem Stamm ohne
Uberexpressionen unterschieden, sind keine Aussagen zur Auswirkung der

Uberexpression der Kluyveromyces lactis Enzyme moglich.

4.3.8 Fazit zur Stamm- und Prozessentwicklung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine metabolische Variante zur oxidativen
Produktion von Succinat ausgehend von Glucose in Saccharomyces cerevisiae

molekularbiologisch umgesetzt. Dazu wurde, analog zu den Arbeiten mit E. coli (Lin
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et al, 2005), eine Strategie verfolgt, welche die Blockierung der
Weiterverstoffwechselung des produzierten Succinats, sowie die Umlenkung des
Kohlenstoffflusses uber den Glyoxylatzyklus in Richtung Succinat, umfasst. Diese
Strategie wurde durch Repression bzw. Ausschaltung der Aktivitdten der Enzyme
Succinat-Dehydrogenase und Isocitrat-Dehydrogenase realisiert.

Gleichzeitig wurden die Kernenzyme des Glyoxylatzyklus dereguliert, da diese in
Anwesenheit von Glucose transkriptionell stark reprimiert sind (DeRisi et al., 1997,
Haurie et al., 2001). Wie angestrebt konnte der Citratzyklus nach den Intermediaten
Isocitrat und Succinat unterbrochen werden. Mit sdh?1 und sdh2-Deletionsstammen
wurde eine erhdhte Succinatbildung von S. cerevisiae erreicht. Im Zulaufverfahren
wurden Succinatkonzentrationen von bis zu 8,5 g L™ erzielt.

Zudem wurde das tetO Promotorsystem als System fur induzierbare Deletionen
erfolgreich etabliert und in den verwendeten Hefestammen evaluiert.

Die im nachsten Schritt konstruierten Stamme mit einer zusatzlichen Deletion des
Gens IDH1 zeigten im Zulaufversuch eine gegenuber den reinen sdh-Stammen eine
erhohte Succinatbildung im Zulaufverfahren.

Eine vollstandige Ausschaltung der Isocitratdehydrogenase-Aktivitat durch
zusatzliche Deletion des Gens IDP1 fuhrte zu einer Verstarkung des fermentativen
Metabolismus. Die Uberexpression des globalen transkriptionellen
Regulationsfaktors Hap4p fuhrte zu einer Erhdhung der Wachstumsrate und einer
verbesserten Succinatbildung unter Zulaufbedingungen.

Es wurde eine Vielzahl von Stdammen mit verschiedenen Kombinationen an
Uberexpressionen der Kernenzyme des Glyoxylatzyklus (homolog und heterolog)
konstruiert. Eine partielle Deregulation des Glyoxylatzyklus wurde in sdh2-
Deletionsstammen erreicht.

Im Laufe der iterativen Stammentwicklung und -charakterisierung wurde eine Vielzahl
an rekombinanten Hefestammen mit Deletionen und Uberexpressionen im
Zentralstoffwechsel konstruiert und umfassend reaktionstechnisch und metabolisch
charakterisiert. Es wurde damit eine grundlegende Basis fur eine weitere Stamm-
und Prozessentwicklung zur biotechnologischen Herstellung von Bernsteinsaure in

der Hefe Saccharomyces cerevisiae gelegt.
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4.4 Nachweis der Grundfunktionalitat der Mikropumpen

4.4.1 Entwurf und Fertigung eines skalierbaren Prototyps

Als erster Schritt der Entwicklung einer parallelen Dosiertechnik wurde zum
Nachweis des Funktionsprinzips ein Prototyp flir 8 Reaktoren entworfen. Zur
Fertigung des Prototyps mussten Lieferanten fur die gewunschten Materialen
ermittelt werden. Der entworfene 8xPrototyp fur die individuelle Dosierung von
jeweils 3 Flussigkeiten in 8 Milliliter-Bioreaktoren musste wegen einer in
Musterstlickzahlen schlechten Verfligbarkeit einiger Teile (Prazisionskugeln fir die
Ventile, PEEK-Werkstoff, Silikonfolien in gewunschten Starken, Edelstahl-Kapillaren)
auf lieferbare Dimensionen hin abgeandert werden, so dass zunachst ein 1xPrototyp
in ,Sandwich“-Bauweise fur die individuelle Dosierung von 3 Fllssigkeiten Uber einen
magnetisch induktiven Antrieb konstruiert wurde.
Der Prototyp ist in 2 Segmente aufgeteilt:
= Aktorik

Die nicht autoklavierbare Aktoreinheit enthdlt die zum Antrieb der

Mikropumpen notwendigen Elektromagneten und eine Platine zur

Ansteuerung der Spulen.

»  Fluidik

Die autoklavierbare Fluidsektion enthalt die Fluidkanale, die Mikropumpen und

Dosierkandule.
Bei den Mikropumpen handelt es sich um Membranpumpen. Eine Fordereinheit
besteht aus der Pumpkammer sowie den Ein- und Auslassventilen der
Membranpumpe. Eine Silikonmembran zwischen PEEK-Platte und Dosierplatte
fungiert als Pumpmembran. Die Kraftibertragung von den Elektromagneten der
Aktorik auf die Pumpmembran erfolgt Uber einen in die Fluidiksektion integierten
Hebel, der wiederum einen Dosierstift betatigt. Eine weitere Silikonmembran dichtet
die in der sogenannten Dosierplatte verlaufenden Flissigkeitskanadle ab. Die Aktorik

wird im Betrieb auf die Fluidik aufgesteckt.
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Jede Mikrodosiereinheit ist an einen zentralen Substratkanal angeschlossen. Im
Ruhezustand sind sowohl das Einlassventil, als auch das Auslassventil geschlossen
(ausreichende Vorspannung Uber ein Elastomer). Dieses Elastomer stellt gleichzeitig
die Membran fur das Membranventil. Wird der Dosierstift durch den Antrieb bewegt
und drickt auf die Membran, so 6ffnet sich gleichzeitig das Auslassventil und eine
definierte Menge Substrat wird in die Dosierkapillare gedruckt. Mit dem Abfliel3en des
Substrates sinkt der Druck und das Auslassventil schlie3t sich. Sobald der Hubkern
wieder in die Ausgangslage zuruckkehrt, 6ffnet sich das Einlassventil aufgrund der
Anderung der Druckverhéltnisse und die nachste Dosiermenge wird in die
Pumpenkammer geférdert.

Die Einzelteile dieses 1xPrototyps wurden weitgehend aus Vollmaterialien heraus
gefrast. Einige Komponenten der Sandwich-Bauweise sollen spater wirtschaftlich
durch Laserschnitt hergestellt werden. Bei der Fertigung der Einzelteile waren hohe
Malgenauigkeiten gefordert, was besonders bei den Teilen aus dem
Hochleistungskunststoff PEEK schwierig zu gewahrleisten war und nur durch
zwischenzeitliches Temperieren der Teile gelang. Die Einzelteile waren trotz zum Teil
sehr kleiner Abmessungen problemlos montierbar. Der FlUussigkeitsteil des
1xPrototypen der Dosiereinheit wird GUber acht mit definiertem Moment angezogene

Schrauben zusammengehalten und Uber die zwei Silikonfolien abgedichtet.

4.4.2 Grundgedanken zum Dosieralgorithmus

Die eingesetzten Mikrodosierpumpen arbeiten nach dem Verdrangungsprinzip und
fordern pro Pumpentakt eine diskrete Volumenmenge dV in der GréRenordnung von
einem Mikroliter. Durch Abweichungen in Fertigung und Materialien konnen die
diskreten Volumenmengen von Pumpe zu Pumpe variieren. Dies erfordert eine
individuelle Kalibration der einzelnen Pumpen. DarUber hinaus koénnen weitere
Randebedingungen wie Fluidviskositat und aktuelle Flussrate diesen Parameter
beeinflussen, welche durch hinterlegte typische Kennlinienfelder ebenfalls erfasst
und beriicksichtigt werden kénnen (Abbildung 4.6). Uber das Kennlinienfeld der
Pumpe wird im Prozessleitsystem aus der vorgegebenen Forderrate die

einzustellende Taktrate der Pumpe berechnet.
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Abbildung 4.6: Prinzipielles Kennlinienfeld zur automatischen Anpassung der
Pumpenkalibration

Das Prozessleitsystem Ubertragt diese als Sollwerte zur Ansteuerungselektronik. Der
Mikrocontroller der Ansteuerungselektronik ermittelt wie folgt den Zeitpunkt des
nachsten DosierstolRes fur eine bestimmte Pumpe: Zunachst wird durch Integration
der Taktrate der Sollwert der Zykluszahl einer individuellen Pumpe ermittelt.
Ubersteigt der Sollwert der Zykluszahl die aktuelle Zykluszahl um 100 %, so wird der
nachste Dosierstol} initiiert und der Istwert um 100 % erhoht.

Dieser Algorithmus, welcher auf einer stetigen Integration des Sollwerts der
Dosierrate beruht, gewahrleistet, dass auch mehrfache Sollwertanderungen
zwischen zwei Dosiersto3en mathematisch korrekt berlcksichtigt werden.

Zur effizienten Abarbeitung wurde der Algorithmus in 32 bit Festkommaarithmetik
implementiert. Im weiteren Verlauf des Projekts zeigte sich, dass der Mikrokontroller
die Berechnungen fur bis zu 144 parallele Dosierpumpen mit einer Zyklusrate von
100 Hz ausfuhren kann. Der unterstutzte Sollwertbereich der Taktrate ist mit ~ 1 Takt
pro Stunde bis zu 2 Takte pro Sekunde sehr weit und entspricht bei einem diskreten

Pumpenvolumen dV; = 1 yL einem stetig einstellbaren Bereich der Flussrate von 1

bis 7200 pyL h™.
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4.4.3 Erster Prototyp der Ansteuerung

Um schnell einen ersten Prototyp zur Ansteuerung der Pumpenhardware zur
Verfugung zu stellen, wurde eine bereits vorhandene Elektronikbaugruppe modifiziert
und der oben beschriebene Algorithmus implementiert. Die in Abbildung 4.7 gezeigte

Elektronik erlaubt die Ansteuerung von bis zu 16 Magnetspulen.

B/ ZTTZSEL ELBIBLBL

BIGE988Z W JI9SWO O XH

Abbildung 4.7: Elektronikbaugruppe fiir die Ansteuerung von bis zu 16 parallelen
Mikropumpen

Zur Kommunikation wurde fur diese, wie auch fur alle nachfolgenden
Schaltungsentwirfe das auf der Schnittstellenhardware RS232 basierte Protokoll
DPP genutzt (Abbildung 4.8). Mit Hilfe des Programms DPP-Insight kénnen auf
einfache Art und Weise die Variablen und Parameter der Elektronikbaugruppe, wie
beispielsweise die Taktraten der Pumpen oder die Aktivierungszeit der

Magnetspulen, modifiziert werden.



ERGEBNISSE 48

3 DPP Insight 1.0.13 =13
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B HTuD 1.01) Protocal wersion 1.1 DPP protocal version implemented by the device,
S 0x0001  Prafile version 1.0 DPF prafile version implemented by the device.
8040002  Device address 1 Device network. address.
2 0:0003  Device name HTuD Device name.
5 0w0004  Device wersion 1.0 Device firrmware vergion,
BHI020005  Device SM - Device senal number,
0 0x0005  Device state Device operation state.
B 040100 Pumps 000 Pump state.
B 040102 DC.Max A0 % t awirmunn allowed duty cpcle,
00103 T.0n 400 s Purnp cail on time.
8 0«0110  Pmpl.5P 1.000 Hz Pump rate.
B 0«0111  Pmp2.5P 0,000 Hz Pump rate.
B 0«0112  Pmp3.5P 0,000 Hz Purmp rate.
B 020113 Pmpd 5P 0.a0n Hz Pump rate.
0«0114  Pmp5.5F 0,000 Hz Pump rate.
B 0«0115  PmpE.SP 0,000 Hz Pump rate.
Bl 0«0116  Pmp?.5P 0,000 Hz Purp rate.
B 020117 PmpB.SP 0.a0n Hz Pump rate.
020118 Pmpa.5P 0,000 Hz Pump rate.
B 0«0119  Pmpl0SP 0,000 Hz Pump rate.
B 0«0114  Pmpll1.5P 0,000 Hz Purmp rate.
00118 Pmpl25P 0.a0n Hz Pump rate.
B 02011C Pmpl3sP 0,000 Hz Pump rate.
B 00110 Pmpl4.5P 0,000 Hz Pump rate.
Bl 0«011E Pmpl5.5P 0,000 Hz Purp rate.
B 02011F  PmplBSP 0.a0n Hz Pump rate. o
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Prmpl1.5F
Purnp rate,
Iin [ @
I ax [ 2
Base 32767
Walue [ 1000 Hz 0x00007FFF
Mew value Hz Write

Abbildung 4.8: Benutzeroberfldche von ,DPP-Insight*

4.4.4 Evaluierung der Aktorik und Fluidik des 1xPrototyps

Die Ansteuerung der Aktuator-Einheit per PC-Software, Schnittstelle und
Steuerplatine der DASGIP erfolgt problemlos. Es wurden verschiedene Taktraten
und Tastverhaltnisse der elektrischen Pulse getestet und es wurde nachgewiesen,
dass alle drei magnetische Hubkolben im 1xPrototyp - wie in der Konstruktionsphase
mit der Finiten Elementen Methode simuliert — bei elektrischen Spulen-Leistungen
von < 1 W/Spule und Zeiten im 100 ms-Bereich bereits mit vollem Hub arbeiten.

Die Dosierung von Flussigkeiten schlug zunachst fehl, da die Kugel-Ein- und
Auslass-Ventile nicht dicht abschlossen. Spane aus der Fertigung und eine unter
dem Mikroskop erkennbare ungleichmallige PEEK-Oberflache im Ventilsitz

verhinderten das Abdichten der Prazisions-Glaskugeln. Nachdem die Kegel-Sitze
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nachgeschliffen und die Vorspannung der Kugeln erhdht wurde, forderten alle drei
Mikropumpen Flissigkeiten. Somit konnte die Grundfunktionalitdt der Konstruktion
nachgewiesen werden. Allerdings zeigten sich in weiterfUhrenden Langzeittests
wiederholt Verschlei3 und daraus resultierende Undichtigkeiten im Ventilbereich,

weshalb die Konstruktion in diesem Bereich Uberarbeitet wurde.

4.4.5 Redesign des 1xPrototyps

Da ein Auswechseln der Ventile in der ursprunglichen Konstruktion eine kompletten
Austausch der aufwandig zu fertigenden und teuren PEEK-Einheit erfordert hatte,
wurde die Konstruktion Uberarbeitet und als alternative Variante zu den
selbstgebauten Ruckschlagventilen wurde auf preisgunstige, kommerziell erhaltliche
Miniaturventile zuruckgriffen. Diese wurden in die PEEK-Platte der Dosiertechnik
eingesetzt. Die Ventile werden durch eine eingepresste Hiulse in der Platte befestigt.
Somit ist auch ein spaterer Austausch der Ventile z.B. auf Grund von Verschleil}
problemlos moglich. Die Haltbarkeit der kommerziellen Miniventile wurde an Hand
der Daten des Herstellers und zudosierten Volumina eines beispielhaften
industriellen Prozesses auf mindestens 3 Jahre abgeschatzt.

Hub und Vorspannung des Dosierstiftes wurden in einer zusatzlichen manuell
betriebenen Testeinrichtung, die lediglich aus einer Dosierpumpe besteht, optimiert.
Statt PEEK wurde fur die Ventilplatte Plexiglas verwendet, um den Ventilbereich
optisch kontrollieren zu kdnnen. Da sowohl bei der manuellen Testvorrichtung als
auch im Prototyp mit 3 Dosierpumpen nach mehr als 100 Betriebsstunden eine
Beschadigung der Pumpenmembran durch den Dosierstift zu erkennen war, wurde
als Alternative zum Dosierstift eine Dosierkugel verwendet, um die Pumpenmembran
zu schonen. Der Umstieg auf eine Dosierkugel erforderte allerdings auch eine neue

Konstruktion der Dosierhebel bzw. der Fuhrung der Kugel durch die Dosierhebel.

4.4.6 Charakterisierung der Mikropumpe im 1xPrototyp

Zum Test von verbesserten magnetischen Hebeln und einer durch die Hubkugeln
geanderten Fordercharakteristik, sowie den Miniventilen unter moglichst realistischen
Einbauverhaltnissen wurde am vorhandenen Prototyp mit 3 Kanalen ein Kanal
entsprechend umgerustet und evaluiert. Ausgewertet wurde die Forderung der
Pumpe bezogen auf die Anzahl der Pumpenhibe, um verschiedenen Taktraten der

Pumpen vergleichen zu kdnnen.
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Im Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse der umfassenden
Pumpencharakterisierung dargestellt. Die Reproduzierbarkeit der Forderung der
Mikropumpe im 1xPrototyp Uber den getesteten Zeitraum von 4 Monaten und Uber
250 Betriebsstunden ist hervorragend. Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss der
Taktrate, mit der die Pumpe betrieben wird, auf die Férderung pro Hub. Der Einfluss
der Ansprechzeit der Mikropumpe wurde ermittelt. Die Ansprechzeit gibt an, wie
lange der Dosierhebel von den Elektromagneten angezogen wird. Fur den spateren
Betrieb wurde eine Ansprechzeit von 200 ms gewahlt. Als Betriebsspannung wurden
9 und 12 V untersucht. Da kein Einfluss der erhdhten Spannung auf die Férderung
festgestellt wurde, wurde die Betriebsspannung auf 9 V festgesetzt. Glycerin wurde
als klassische Modellflussigkeit fur viskose Substrate eingesetzt. Auch viskose
Substrate werden bis zu einer Viskositat von 8 mPa s, was einer 60 % (w/v) wassrige
Glycerinlésung entspricht, ohne eine Verminderung der Forderleistung gepumpt.
Dies deckt den fur eine Mikropumpe fur biotechnologische Anwendungen bendtigten
Viskositatsbereich komplett ab. Gangige Zudosierldsungen enthalten haufig bis zu
500 g L' Glucose, was einer Viskositét von lediglich 3 mPa s entspricht. Auf Grund
einer unzureichenden Befestigung der Dosierkapilare erfolgte diese Messungen
ohne die Kapillare. Nach einer Uberarbeitung der Abdichtung sank die Férderung der
Mikropumpe pro Hub durch den erhéhten Widerstand von ~2 uL auf 1,5 yL ab.

Dieser Wert liegt in Bereich der angesprebten Forderung von ~1 pL.

4.5 Aufbau und Inbetriebnahme des 48xPrototyps der Mikrodosiertechnik

4.5.1 Entwurf und Fertigung des 48xPrototyps

Basierend auf den vorangegangenen Ergebnissen der Evaluierung des 1xPrototyps
erfolgte die Konstruktion eines 48xPrototyps (Abbildung 4.9). Generell hat sich
gezeigt, dass mit zunehmender Komplexitat und Detailtreue der Gesamtkonstruktion
die Verzégerungen beim Aufbau der Modelle und der entsprechenden Darstellungen
im Verlauf derart dominant wurden, dass sie die Arbeitszeiten wesentlich
beeinflussten. Die Fertigstellung der Konstruktion und der Fertigungszeichnungen

konnte daher nur mit Verzogerungen und erhéhtem Aufwand erreicht werden.
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¥

Abbildung 4.9: Konstruktionszeichnungen des 48xPrototyps der Dosiertechnik
A: Unterseite (Darstellung ohne Riihrorgane)
B: Oberseite (Platine ohne Elektronikbauteile und Verguss)

Die Fertigung dieses grofl¥flachigen Systems stellte frastechnisch grofde
Herausforderungen an die Aufspann- und Verarbeitungsgenauigkeit. Der Prototyp
mit 48 Dosierstellen fur den Bioreaktorblock besitzt 3 Mikropumpen pro Reaktor und
unmittelbar neben der Injektor-Kapillare zusatzlich eine Durchgangsbohrung zur
Probenentnahme aus dem Reaktor. Hierzu musste eine neue Anordnung der
Dosierpumpen in der Fluidikeinheit mitsamt den jeweils zugehdérigen und den grofiten
Platzbedarf einnehmenden Spulen in der Aktorik gefunden werden. Die parallele

Dosiertechnik flir 48 Reaktoren musste in die bestehende Sterilgasabdeckung des
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Bioreaktorblocks integriert werden. Hierzu wurde durch die PEEK-Einsatze, die die
Gaszufuhroffnung und die Probe-Entnahmedéffnung eines Reaktors sowie die
Ruhrachsenaufnahme der Sterilgasabdeckung umfasst, eine zusatzliche
Durchfuhrung fur die Injektorkanule gefuhrt.

Fur die 48xAktorik wurde die mechanische Konstruktion (Positionen der Spulen, der
Probeentnahmebohrungen und der Befestigungsbohrungen fir die integrierte
Platine) festgelegt. Des Weiteren wurden die entsprechende Platine, Spulen, die
Kerne und die Laser geschnittenen Ruckschlussbleche gefertigt, zusammengebaut
und getestet. Mit der festgelegten Konfiguration wurde bei einem Hub von 0,2 mm
ein Fordervolumen von ~1,2 ul erreicht.

Die Fluidik-Platte aus PEEK stellt das aufwendigste Teil der Gesamtkonstruktion dar.
Als Frasteil konzipiert muss es die entsprechend hohen Genauigkeitsanforderungen
erfullen, um die ober- und unterseitigen Membranabdichtungen zwischen den
Durchflusskanalen zu ermdglichen als auch dichte Ventilsitze zu gewahrleisten. Die
Fertigung gelang erst nach mehreren Anlaufen, da sich das Plattenmaterial anfangs
durch innere Spannungen stark verformte. Es wurden mehrere Spezial-

Fraswerkzeuge beschafft und spezielle Techniken der Aufspannung angewandt.

Abbildung 4.10: Position der Dosierkandtile realtiv zum Magnetriihrer

Die Lange der Kanule wurde so gewahlt, dass die Kanule unmittelbar Uber dem
Magnetrahrkérper endet und daher auch beim minimalen Fullstand von 8 mL im

Reaktor in das Reaktionsmedium eintaucht (Abbildung 4.10).
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4.5.2 Paralleler 48xPrototyp der Ansteuerung

Mit dem Ziel insgesamt 3x48 = 144 einzelne Mikrodosierpumpen anzusteuern
wurden die Arbeiten zur Umsetzung einer 48fach parallelen Dosiersteuerung
begonnen. Aufgrund der gro3en Anzahl bendtigter Steuerleitungen wurde ein neuer

weiterentwickelter Typ des bisher genutzten Mikrocontrollers eingesetzt.

Abbildung 4.11: Platinenlayout 48xPrototyp

Wie aus der Abbildung des Platinenlayouts (Abbildung 4.11) ersichtlich, erscheint die
Ansteuerung der im Endausbau 144 individuellen Mikrodosierpumpen durch einzelne
Steuerungsleitungen nicht wirtschaftlich umsetzbar, da dann aufwandige
Mulitlayertechnologien zur Platinenfertigung zum Einsatz kommen mussten.

Aus diesem Grund wurde der Ansatz nach Aufbau eines ersten Musters und der
erfolgreichen Portierung der Steuerungsfirmware auf den neuen Mikrocontroller nicht
weiter verfolgt. Stattdessen musste ein alternativer Ansatz, der eine noch hohere
Integrationsdichte bei gleichzeitig reduziertem ,Verdrahtungsaufwand“ zur
Ansteuerung der Leistungstreiber fur die Magnetspulen erlaubt, gefunden werden.
Nach Recherche wurden aktuell am Markt eingeflihrte Leistungstreiber ICs
identifiziert, welche die Ansteuerung von bis zu 16 Magnetspulen pro Baustein

inklusive Fehlererkennung und eine sequentiell kaskadierbare SPI konforme serielle
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Schnittstelle aufweisen. Aufgrund der relativ tiefgehenden Konfigurierbarkeit des
Mikrocontrollers konnte auf Basis dieser Bausteine ein neues Schaltungskonzept
entworfen worden. Dieses Konzept ermoglicht die Aktualisierung der Schaltzustande
aller 144 Mikrodosierpumpen innerhalb der kurzen Zeitspanne von ca. 30 ys. Diese
liegt um GroéRenordnungen unter der angestrebten minimalen Zykluszeit der
Schaltventile von 500 ms.

Das neuartige Schaltungskonzept erlaubt somit die hier angestrebte Ansteuerung der
144 Mikrodosierpumpen mit minimalem ,Verdrahtungsaufwand“ und hohem

Integrationsgrad.

4.5.3 Optimierung der 144x Ansteuerung der Dosierpumpen

Bei der parallelen Ansteuerung von 144 Mikrodosierpumpen, welche Uber
Magnetspulen als Aktoren angesteuert werden, ist es ohne weitere Malinahmen
prinzipiell moglich, dass zu einem nicht vorhersehbaren Zeitpunkt alle Spulen
gleichzeitig angesteuert werden. Pro Spule flie3t ein typischer Strom von ca. | = 0,2
A. Im Fall einer gleichzeitigen Ansteuerung wirde somit ein Gesamtstrom von 144 *
0,2 A = 28,8 A zur Versorgung benotigt. Wurde dieser Gesamtstrom der Auslegung
zugrunde gelegt, konnte das System nicht wirtschaftlich hergestellt werden, da z.B.
Leiterbahnen mit sehr breiten Querschnitten ausgefihrt oder auf teure
Spezialkonstruktionen zurickgegriffen werden musste.

Aus diesen Grunden liegt es nahe, eine automatische adaptive Lastverteilung (engl.
,Load Balancing“) zu entwickeln, welche einen sicheren Betrieb im Auslegungs-
bereich des Dosiersystems ermdglicht.

Die maximal bendétigte Dosierrate pro Pumpe betragt wenige Milliliter pro Stunde. Bei
einem typischen Volumen pro Dosierstold von dV = 1 yL und einer Auslegungsgrenze
der maximalen Dosierrate Fuax = 3,6 mL h™' ergibt sich eine maximal benétigte

Taktrate je Pumpe von einem Hertz:

— F ax — B’Gm% — —
fue = M0 = {1 = 3600} =1Hz

Wahrend eines Dosierstol3es ist die Magnetspule fur t = 250 ms aktiviert. Die relative
Einschaltdauer betragt in diesem Fall
fua -t =1Hz-0,255 =25%
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Mit Hilfe eines geeigneten Verfahrens zum ,Load Balancing®, welches automatisch
fur jede beliebige Kombination von Taktraten im Auslegungsbereich eine geeignete
Einschaltreihenfolge bildet, kdnnte bei Volllastbetrieb, d.h. alle Pumpen arbeiten mit
fwax = 1 Hz, der maximal bendtigte Gesamtstrom auf lyax = 48,8 A * 25 % = 7,2 A
begrenzt werden. Dieser deutlich niedrigere Maximalwert des Versorgungsstroms
erlaubt eine Auslegung der Platine in konventioneller Technik. Im Betrieb werden
maximal 144 * 25 % = 36 Magnetspulen gleichzeitig aktiviert.
Daruber hinaus stellen sich weitere Anforderungen an das Verfahren:
= Im Mittel keine Verschleppungen der zu férdernden Fluidvolumen; schnelles
Aufholen von Rickstanden nach Spitzenlast
* Robustes Verhalten in Uberlastsituationen
= Im Mittel ausgeglichene Reihenfolgebildung bei der Ansteuerung der
einzelnen Mikrodosierpumpen.
Ein entsprechendes Verfahren wurde entwickelt, in die Firmware des Mikrocontrollers

integriert und erfolgreich in verschiedenen Lastsituationen getestet.

4.5.4 Integration in das Prozessleitsystem

Die Integration der Mikrodosierpumpensteuerung in das Prozessleitsystem fedbatch-
XP umfasst im Wesentlichen zwei Aspekte. Zum einen mussen die Funktionen zur
Kommunikation mit der Ansteuerungselektronik sowie der Pumpenkalibrierung in das
Prozessleitsystem eingebaut werden. Zum anderen mussen die neu hinzuge-
kommenen Mikrodosierpumpen geeignet in das Ubergeordnete Konzept der
abstrakten Dosierfunktionen unter Berlcksichtigung von Aspekten wie beispielsweise
Ressourcenzuordnung wahrend der Versuchsplanung integriert werden (Abbildung
4.12).
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Abbildung 4.12: Integration der Mikrodosierpumpensteuerung in das
Prozelileitsystem

Zunachst wurden die Funktionen eines DPP Kommunikationsmasters in das
Prozessleitsystem implementiert. Aufgrund der groRen Datenmengen, die zur online
Ansteuerung der 144 Pumpen Ubertragen werden mussen, wurde das DPP Protokoll
kompatibel erweitert. Innerhalb des Prozessleitsystems werden die Pumpen als
eigenstandige Objekte dargestellt. Diese Objekte enthalten die Funktionen zur

individuellen Pumpenkalibrierung (Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13: Benutzeroberfldche fiir die Dosiersteuerung in ,,fedbatch-XP*



ERGEBNISSE 57

Die Integration der Mikrodosierpumpen in das uUbergeordnete Systemkonzept des

Prozessleitsystems erforderte einige Erweiterungen und Modifikationen. Dies liegt in

dem

unterschiedlichen Charakter von Dosiersteuerungen auf Basis eines

LiquidHandlers einerseits sowie exklusiv zugeordneten Mikrodosierpumpen anderer-

seits begrundet:

Bei dem bisher verfolgten Konzept einer Dosiersteuerung (inklusive
Probenahme und -vorbereitung) mit Hilfe eines Pipettierroboters werden die
einzelnen Dosiersteuerungen wahrend der Versuchsplanung als abstrakte
Objekte angelegt, bei dem Start eines Versuchs als virtuelle Pumpenobjekte
innerhalb der Ablaufsteuerung (Schedulers) erzeugt und den Reaktoren
zugeordnet sowie zur Laufzeit die eigentlichen Dosierfunktionen Uber die
zentrale Ressource des LiquidHandlers sequentiell erbracht. Es besteht also
eine N:1 Zuordnung zwischen abstrakten bzw. virtuellen Funktionen und realer
Ressource. Die Zahl der uber die Ressourcen realisierten Funktionen ist
prinzipiell unbegrenzt, in der Praxis naturlich limitiert.

Dem gegenuber handelt es sich bei den Mikrodosierpumpen um fest
angelegte Ressourcen, die zahlenmallig begrenzt sind (drei Pumpen pro
Reaktor) und 1:1 den korrespondierenden Funktionen zugeordnet werden
mussen. DarlUber hinaus existieren die Dosiersteuerungen nicht nur als
virtuelle Objekte zur Laufzeit des Versuchs sondern auch als reale Objekte

unabhangig von einem gerade aktiven Versuch.

Zur Verwaltung der Mikropumpen inklusive ihrer Zuordnung zu Dosierfunktionen der

Versuchsplanung und ihrer Freigabe zu Versuchende wurden weitere Funktionen

implementiert sowie vorhandene Funktionen modifiziert.
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Abbildung 4.14: Mikropumpen als freie Ressourcen (A) sowie als zugeordnete

Dosierfunktionen (B)

Abbildung 4.14 veranschaulicht

noch einmal

die wechselnden Rollen der

Mikropumpen vor, wahrend und nach einer Versuchsdurchfuhrung sowie den

gemischten Betrieb von Mikrodosierpumpen und LiquidHandler. Zum Einsatz der

parallelen Dosiertechnik wurden folgende Schritte implementiert:

= Laden einer Versuchsplanung

Gemal den Angaben in den Versuchsvorlagen und der Systemkonfiguration

wird eine Zuordnung der Dosiersteuerungen zu den Ressourcen geplant

= Starten eines Versuchs

Nach positivem Konsistenztest werden die Mikrodosierpumpen belegt,

verschaltet und in einen definierten Zustand versetzt. Mikrodosierpumpen und

LiquidHandler kdnnen gemischt betrieben werden.

= Beenden eines Versuchs

Die Mikrodosierpumpen werden ,entkabelt, ausgeschaltet und freigegeben.



ERGEBNISSE 59

4.5.5 Inbetriebnahme und erstes Redesign

An der TUM wurde eine Testumgebung zur Evaluierungen der Mikropumpen im 144
x Prototyp aufgebaut und eine Befill-, Spill- und eine Reinigungsmethode etabliert.
Da sich die eingesetzten Ventile bei einem Druck von ~ 5 mbar 6ffnen, kann die
Mikrodosiertechik mittels Aufpragung eines hydrostatischen Drucks beflllt oder
gespult werden. Zur Reinigung wurde eine Reinigungsprozedur bestehend aus
einem Vorspulen der Flussigkeitskanale der Fluidik mit Wasser und Ethanol und
einer anschlielienden Reinigung der gesamten Fluidiksektion der Mikrodosiertechnik
im Ultraschallbad mit Zusatz eines Neutralreinigers erfolgte. Da die Dosiertechnik
nicht selbstansaugend ist, wirde die Férderung der Mikropumpen durch Luftblasen in
der Pumpenkammer vermindert bzw. kénnte vollstandig zum Erliegen kommen. Um
diese zu vermeiden, wurde zwischen den Flussigkeitsreservoirs und der
Flussigkeitseinlass an der Dosiertechnik ein Entgaser eingesetzt.

Bei der Inbetriebnahme des 48 x Prototyps an der TUM traten zunachst grol3e
Probleme mit der Dichtigkeit des Prototyps auf. Die Flussigkeit trat vor allem an den
der im 1 x Prototyp noch nicht vorhandenen Probenahmebohrungen aus.
Gegeneinander dichteten die 3 Kanale vollstandig ab. Als Ursache wurde eine
ungenugende Verpressung der beiden Membranen im Bereich der
Probenahmebohrung identifiziert. Durch eine Erhdhung der Membrandicke wurde
eine verbesserte Verpressung und eine Abdichtung der Membran erzielt, sodass eine

erfolgreiche Inbetriebnahme des Prototyps erfolgen konnte.

4.5.6 Charakterisierung des 48xPrototyps

Zur ersten Evaluierung der Mikropumpen wurde die Forderung der Mikropumpen pro
Hub mit VE-Wasser als Substrat bei der maximalen Pumpenfrequenz von 2 Hz
getestet. Es waren Uber 90 % der Pumpen in diesem ersten 144 x Prototyp
funktionstichtig. Die durchschnittiche Forderung der funktionstlchtigen
Mikropumpen lag bei 1,6 £ 028 pL pro Pumpenhub. In der fedbatch-Xp Software
konnte eine unabhangige Kalibrierung der Mikropumpen durch Eintragen der

Forderung pro Hub fur jede einzelne Mikropumpe erfolgen.
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Als Ursache fur nicht funktionierende Pumpen im ersten Prototypen wurden
Fertigungstoleranzen identifiziert, die die Funktionsfahigkeit der Dosierhebel oder
Dosierkugeln einschrankten. Um diese Fehlfunktionen zu beheben, waren neben
einer Nachbearbeitung der Dosierhebel und der Fuhrungsplatte der Hebel auch
Nachbearbeitungsschritte der aufwandig und erst nach mehreren Anlaufen
erfolgreich gefertigten PEEK-Platte notwenig gewesen. Auf diese Nachbearbeitung
musste aus Zeitgrunden verzichtet werden, da bereits die Fertigung und
Inbetriebnahme des 144 x Protoyps auf Grund der Komplexizitat der

Gesamtkonstruktion nur verzogert erfolgen konnte.

4.5.7 Einsatz der Mikrodosiertechnik in Kultivierungen

Vor dem Einsatz der Dosiertechnik zur pH-Regelung wurden geeignete PID-
Regelparameter als Reaktion auf eine Sprungantwort identifiziert. Mit einem reinen
Pl-Regler mit dem Parametersatz P=60 und |=10000 wurde ein schnelles Einregeln
auf den Sollwert ohne ein deutliches Uberschwingen erzielt. Abbildung 4.16 und
Abbildung 4.15 zeigen beispielhaft Daten aus einer pH-geregelten Satzkultivierung

von AH22ura3 pFlat3 in Komplexmedium mit 50 g L Glucose.
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Abbildung 4.15: Mittelwert der Wachstumskurven aus einer Satzkultivierung von
AH22ura3 pFlat3 in YEPD-Medium mit 50 g L Glucose mit pH-Regelung durch die
Mikrodosiertechnik
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Abbildung 4.16: pH-Verldufe einer Satzkultivierung von AH22ura3 pFlat3 in YEPD-
Medium mit 50 g L”" Glucose mit pH-Regelung durch die Mikrodosiertechnik

A: keine pH-Regelung (Der pH féllt bis unter das Detetionslimit der pH-Sensorik von
4 ab.)

B: P=60 und I=10000

Der beste Parametersatz aus dem Experiment mit der Sprungantwort bewahrte sich
auch in Kultivierungen und flhrte zu einer schnellen kaum Uberschwingenden
Regelung. Lediglich bei einem Wechsel von Basezugabe auf Saurezugabe oder
umgekehrt (Abbildung 4.16 B nach 15,5 und 17,5 Stunden) weicht der pH um bis zu
pH 0,4 vom Sollwert ab. Dieses Verhalten wird durch die Totzeit der Dosierkanule

verursacht. An dieser Stelle besteht somit noch Optimierpotential.
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Neben dem Einsatz der Mikrodosiertechnik zur pH-Regelung erfolgte auch ein erster
Zulaufversuch mit einem exponentiellen Dosierprofil (Abbildung 4.17). Wie Uber das

Dosierprofil vorgegeben wuchsen die Zellen mit einer Wachstumsrate von 0,12 h.
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Abbildung 4.17: Zulaufkultivierung mit dem Stamm AH22ura3 pFlat3 in YEPD-
Medium.

Es wurden bereits héhere Zelldichten vorgelegt. Das YEPD-Medium enthielt keine
Glucose, so dass der Zulauf bereits bei Versuchsbeginn gestartet werden konnte.
Das Dosierprofil gab nach einer Einlaufphase von einer Stunde, in der die Dosierrate
bei 0,7 g Glucose L h”" konstant gehalten wurde, eine Wachstumsrate von 0,12 h”
vor.

Der erste Prototyp einer 48 x parallelen Mikrodosiertechnik fur Reaktoren im
Millilitermal3stab wurde erfolgreich in ersten Kultivierungen evaluiert. Ein
systematischer Einsatz des Prototypen zur reaktionstechnischen Untersuchung der
rekombinanten Stamme zur Bernsteinsaureproduktion war auf Grund der

Verzdgerungen bei der Fertigung des Prototyps nicht mehr mdglich.

4.5.8 Fazit

Im Projektteil ,Mikrodosierung“ sollte eine parallele Mikrodosiertechnik fur ein
Bioreaktorsystem bestehend aus 48 Reaktoren im mL-Malstab entwickelt werden.
Die Dosiertechnik soll die quasikontinuierliche, individuelle Zudosierung von bis zu 3
Substraten in jeden der parallelen Bioreaktor ermoglichen.

Eine Mikrodosiertechnik fur 48 Bioreaktoren sollte auf einem bestehenden
Bioreaktorblock (Weuster-Botz et al. 2005) die folgenden integrierten Funktionen

zeigen:
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= Inertgaszuflhrung

= Aufnahme der 48 Ruhrorgane

* Probeentnahme-Offnungen

= Dosier-Kantlen

= Dosierpumpen flr 3 verschiedene Versorgungs-Flussigkeiten flr jedes
Probegefal}

= drei Vorratsbehalter anschlie3bar.

= abnehmbare elektrische Aktuatoreinheit

Im ersten Jahr wurden mehrere Prototypen zum Nachweis der prinzipiellen
Funktionsfahigkeit aufgebaut. Dabei wurden die raumlichen Verhaltnisse
eingehalten, die der spatere Einsatz einer 144 x Dosiertechnik mit 48 unabhangigen
Injektor-Kapillaren erfordert, d.h. alle Komponenten sind ohne wechselseitige
Beeinflussung in einem Rastermal’ von 35 mm Abstand betriebsfahig.

Es wurde zunachst eine funktionsfahige Dosiertechnik aus einer sterilisierbaren
Fluidikeinheit und einer abnehmbaren nicht sterilsierbaren Antriebseinheit zur
unabhangigen Mikrodosierung von einer Flussigkeit in eine Injektor-Kapillare
konstruiert,  gefertigt und  untersucht. Die  elektromagnetischen  und
mikromechanischen Komponenten sowie die Ansteuerung erflllten auf Anhieb die
Erwartungen. Im Flussigkeitsabschnitt gab es Undichtigkeiten an Kugelventilen und
Kanal-Abdichtungen. Daher wurden die Kugelventile durch kaufliche Spritzguss-
»2Duckvalves" aus Silikongummi ersetzt und deren mehrfache Dampf-Sterilisierbarkeit
ohne Funktionsverluste nachgewiesen.

Ein weiterer Prototyp wurde aufgebaut und eine verbesserte Charakteristik der
Hubbewegung auf die Pumpmembran erreicht, indem die bisherigen Hubstifte durch
Prazisions-Stahlkugeln ersetzt wurden, was eine schonende Membranverformung
ermdglicht und eine bessere Anpassung an die magnetischen Momentankrafte
darstellt.

Die Reproduzierbarkeit der Forderung der Mikropumpe in diesem optimierten 1 x
Prototyp war Uber den getesteten Zeitraum von 4 Monaten und Uber 250
Betriebsstunden hervorragend. Die Forderung der Mikropumpe pro Hub lag bei 1,5
ML. Bei der Charakterisierung der Mikropumpe zeigt sich kein signifikanter Einfluss

der Taktrate, mit der die Pumpe betrieben wird, auf die Férderung pro Hub. Auch
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viskose Substrate wurden bis zu einer Viskositdt von 8 mPa*s ohne eine
Verminderung der Forderleistung gepumpt.

Mit den Erfahrungen im Einsatz der Prototypen wurde zu Beginn des dritten Jahres
des Projekts die 48 x Mikrodosiertechnik fur den 48-fachen, parallelen
Bioreaktorblock konstruiert, aufgebaut und evaluiert. Hierbei kamen 6konomische
Fertigungsverfahren wie z.B. Laserzuschnitte und Automatendrehteile zum Einsatz.
Die Ansteuerung der 144 Mikropumpen im 48 x Prototyp wurde mittels ,Load
Balancing® optimiert und die Mikropumpen in die bestehende Prozessleitsoftware
fedbatch-Xp des Bioreaktorblocks eingebunden.

Uber 90 % der Pumpen in diesem ersten 48 x Prototyp waren nach ersten
Redesignschritten funktionstuchtig und forderten Uber 0,8 pL pro Hub. Die
durchschnittliche Férderung der funktionstiichtigen Mikropumpen lag bei 1,6 + 028
ML pro Pumpenhub.

Eine Evaluierung des 48 x Prototyps in Kultivierungen mit S. cerevisiae im aeroben

Satz- und Zulaufversuchen verlief erfolgreich.
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4.6 Soll-Ist-Vergleich

Auf Grund der Gutachterauflage ,Nachweis der Succinatausschleusung” musste ein

zusatzliches Arbeitspaket APney1 eingeflhrt und bearbeitet werden, dass bezuglich

der urspringlich geplanten Stammentwicklung zu Verzdgerungen fuhrte. Zudem

wurde entsprechend der Anregungen der Gutachter zusatzlich das Arbeitspaket

APe2 zur Okoeffizienzanalyse erganzt. Einen Uberblick (iber den Status der

einzelnen Arbeitspakete gibt Tabelle 4.6.

Tabelle 4.6: Soll-Ist-Vergleich

Bearbeiter Soll

Ist

APneu1 OB, TUM Nachweis der

Succinatausschleusung

Erfullt: Quantitative Ausschleusung
von Succinat wurde nachwiesen

AP1 OB Bereitstellung von Erfullt: Entsprechende Vektoren sind
Expressionskassetten zur konstruiert
konditionellen Expression

AP2 OB Integration der Anderung: Es wurde aus Zeitgriinden
Expressionskassetten in ~ mit Plasmiden zur Uberexpression
das Hefegenom gearbeitet.

AP3 OB, TUM Metabolomics Erfallt: Es wurden entsprechende
analytische Methoden etabliert, die
rekombinanten Stamme wurden
umfassend metabolisch untersucht
und diese Informationen in der
Stammentwicklung genutzt.

AP4 OB Uberexpression von Erfullt: Die Schlusselenzyme des

Genen des Glyoxylat- Glyoxylatzyklus Icl1p, MiIs1p und
Zyklus Acs1p wurden uberexprimiert.
Zusatzlich wurden auch heterologe
Enzyme und Transkriptionsfaktoren
Uberexprimiert.
AP5 AW-E, Entwurf von Erfullt: Ein skalierbarer Entwurf liegt
TUM parallelisierbaren vor und wurde erfolgreich umgesetzt.
Mikrodosiereinheiten
AP6 DASGIP Skalierbare parallele Erfillt: Ein skalierbarer Entwurf liegt

Ansteuerung der Aktoren

vor und wurde erfolgreich umgesetzt.
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Bearbeiter Soll

Ist

AP7  AW-E, Aufbau der Prototypen DE- Anderung: Prototyp liegt vor. Aufgrund
TUM 8 und AE-8 von Lieferschwierigkeiten wurde statt
des 8 x Prototyp ein 1 x Prototyp
gebaut.

AP8 DASGIP Aufbau des Prototypen zur Erfullt: Prototyp liegt vor
elektronischen
Ansteuerung

AP9 TUM Sicherstellung der Erfullt: Grundfunktionalitat wurde
Grundfunktionalitat des nachgewiesen.

Mikrodosierprototyps
AP10 TUM, Redesign DE-8 und AE-8 Erfullt: Es erfolgten zahlreiche
AW-E, Uberarbeitungsschritte und
DASGIP Verbesserungen des Prototyps und
eine Festlegung des Design des 144 x
Prototyps.
AP11 AW-E, Aufbau der Dosiereinheit  Erfullt: Der Prototyp mit 144
TUM DE-48 und AE-48 Mikropumpen liegt vor.

AP12 DASGIP Aufbau der elektronischen Erflillt: Die Ansteuerung des Prototyp
Ansteuerung des mit 144 Mikropumpen liegt vor.
Dosierblocks

AP13 DASGIP Einbindung in das Erfallt: Die Mikropumpen wurden in
Prozessleitsystem die Prozel¥leitsoftware fedbatch-XP

eingebunden.

AP14 DASGIP, Systemintegration an der Erflllt: Die Systemintegration des 144

TUM TUM x Prototyps der Mikrodosiertechnik in
das HTBD-System ist erfolgt.

AP15 TUM Uberpriifung der Erfallt: Durch den Einsatz zur pH-
Grundfunktionalitat des Regelung und fur Zulaufversuche
Mikrodosierblocks wurde die Funktionalitat der

Dosiertechnik nachgewiesen.

AP16 TUM Reaktionstechnische Erfullt: Die Vielzahl der in der
Untersuchungen der iterativen Stammentwicklung
Bernsteinsaureherstellung entstanden rekombinanten Stamme
mit Saccharomyces wurde reaktionstechnisch im mL- und
cerevisiae auch im L-Maf3stab untersucht.

APpewiz TUM Okoeffiziensanalyse Erfullt: Es erfolgte eine vergleichende

Okoeffzienzanalyse mit Sabento
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5 Sonstiges

5.1 Zusammenarbeit unter den Kooperationspartnern

Es fanden bisher folgende Projekttreffen statt:

16.08.06 1. Projekttreffen mit allen Partnern in Garching an der TUM

20.11.06 Kick-off der Projekte der ersten Antragsrunde im Rahmen von

ChemBioTec in Osnabrtick

09.02.07 2. Projekttreffen mit allen Partnern in Berlin bei der OrganoBalance
GmbH

16.10.07 3. Projekttreffen mit allen Partnern in Julich bei der Dasgip AG

20.11.07 Statusseminar der Projekte der ersten Antragsrunde im Rahmen von

ChemBioTec in Dortmund
12.03.08 4. Projekttreffen mit allen Partnern in Garching an der TUM

08.09.08 5. Projekttreffen mit allen Partnern in Minchen bei A-WE

In der Phase der Inbetriebnahme der Ansteuer-Elektronik fur die Aktuator-Einheit hat
ein reger und fruchtbarer Austausch von Informationen zwischen DASGIP und AW-E
stattgefunden. Bezuglich der Details zum Betrieb der Mikropumpen aus der
Prozessleitsoftware fedbatch-XP und den Evaluierungsphasen der Software am
HTBD-System an der TUM erfolgte eine enge Zusammenarbeit zwischen TUM und
DASGIP. Wahrend der Inbetriebnahme und den Testphasen der verschiedenen
Prototypen der Mikrodosiertechnik fand ein intensiver Austausch von Erfahrungen,
Messergebnissen, Konstruktions- und Verbesserungsvorschlagen zwischen AW-E
und TUM statt.

Zwischen OB und TUM erfolgt eine stetige intensive Diskussion und Kooperation
zwischen den jeweiligen wissenschaftlichen Mitarbeitern bezlglich der

Stammentwicklung und der reaktionstechnischen Untersuchung der Stamme.

5.2 Industrie-Kooperation

Nach Prasentationen dieses Verbundvorhabens bei verschiedenen international
agierenden Unternehmen der chemischen Industrie wurden insgesamt drei ,Letter-of-

Intent’ von den Firmen Degussa, BASF und DSM vorgelegt.
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Auf der Basis der erarbeiteten Daten konnte ein Kooperationsvertrag zwischen der
ORGANOBALANCE GmbH und einem europaischen Partner aus der chemischen
Industrie abgeschlossen werden. Ziel dieser Kooperation ist die industrielle

Umsetzung eines biotechnologischen Prozesses zur Bernsteinsaureherstellung.

5.3 Patente

Bei der parallelen Dosiertechnik wird zum Erreichung der Serienreife auch nach dem
Abschluss dieses Projektes weiterhin an dem Gesamtsystem gearbeitet.
Schutzrechte fur das vorliegende Verfahren zur Mikrodosierung wurden zum
derzeitigen Zeitpunkt noch nicht eingereicht.

Ein entsprechendes Patent zum Schutz der konstruierten Hefe-Stamme wurde beim
deutschen Patentamt eingereicht und durchlauft mittlerweile die
Internationalisierungsphase (PCT-Patentanmeldung PCT/DE 2008/000670
“Mikroorganismus zur Herstellung von Bernsteinsaure®, Anmelderin:
ORGANOBALANCE GmbH). Diese Patentanmeldung wurde dem vorliegenden
Bericht angehangt.

5.4 Offentlichkeitsarbeit

Vortrag auf dem ChemBioTec-Workshop ,Okoeffizienzsysteme: Quantifizierung und
Nachhaltigkeit — Methoden und Tools” am 12. September 2007 in Osnabruck: Bei
diesem ChemBioTec-Workshop wurden die Moglichkeiten zur Durchflhrung von
Okoeffizienzanalysen diskutiert, wobei dort durch TUM erste Nutzererfahrungen mit

der Software Sabento vorgestellt wurden.

Messeprasentation auf der Biotechnica 2007 vom 9.-11. Oktober 2007 in Hannover:
Vorstellung des F&E-Vorhaben “Biotechnische Herstellung von Bernsteinsaure®

durch OB auf dem Gemeinschaftsstand der Deutschen Bundesstiftung Umwelt.

Vortrag auf der DJTB (8.-10. September 2009) in Mannheim:
Gabi Gebhardt, Andreas Raab, Christine Lang, Dirk Weuster-Botz:

“‘Reaction engineering analysis of Saccharomyces cerevisiae strains for succinic acid

production”.
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Publikation in Vorbereitung (Arbeitstitel):
Andreas Raab, Gabi Gebhardt, Dirk Weuster-Botz, Christine Lang: ,Metabolic design

and initial characterization of Saccharomyces cerevisiae strains for succinic acid
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6 Ausblick

Die im Rahmen dieses DBU Projekts erzeugten Stamme stellen den Auftakt zur
mikrobiellen Succinatproduktion mit S. cerevisiae dar. Im Laufe der iterativen
Stammentwicklung und -charakterisierung wurde eine Vielzahl an rekombinanten
Hefestammen mit Deletionen und Uberexpressionen im Zentralstoffwechsel
konstruiert und umfassend reaktionstechnisch und metabolisch charakterisiert. Zur
industriellen Umsetzung muss zunachst die Stammentwicklung fortgesetzt werden.
Weitere Arbeiten zur aeroben mikrobiellen Succinatproduktion missen mit dem Ziel
einer vollstandigen Deregulierung des Glyoxylatzyklus erfolgen.

Mit einem optimierten Produktionsstamm kann auch auf Basis der bereits
vorliegenden Daten ein Produktionsprozess entwickelt und ausgelegt werden. Die
ZielgroRen dieses Prozesses sind eine Ausbeute von 0,6 Jsuccinat 9Giucose

Produktkonzentrationen (iber 100 g L™ bei einer Raumzeitausbeute von 5 g L™ h™.

Bei der Mikrodosiertechnik zeigten die ersten Kultivierungen, dass die Totzeit der
Dosierkaniile zu einem unerwiinschten Uberschwingen der pH-Regelung fiihren
kann. Die Distanz von den Auslass-Ventilen bis zur Zellsuspensionen im Reaktor
wird durch die Injektorkaniulen Uberbrickt und kann aus geometrischen Griinden
(vorhandener Bioreaktor mit definierten Kultur-EinweggefalRen) nicht verkurzt
werden. Das wulnschenswerte, schnellere Ankommen des jeweiligen Pump-
Volumens in der entsprechenden Zellkultur kann daher nur durch eine Verringerung
des Kapillarquerschnitts der Kanulen erreicht werden. Hier sind jedoch Grenzen in
Bezug auf die Stromungs-Widerstandserhohung und damit auf das Puls-Forder-
Verhalten Uber der Zeit und auf die industrielle Verfugbarkeit zusammen mit der
verbundenen Genauigkeit und die mdgliche Reinigung solcher Kanllen gegeben.
Diese Grenzen mussen in weiteren Versuchen ausgelotet und in ihrem
Zusammenspiel optimiert werden.

Zur Serienherstellung von Dosiereinheiten ist eine Versuchsanordnung zu entwerfen,
die effizient und moglichst weitgehend automatisiert alle 144 Pumpen testet und
vermisst, damit einerseits die Qualitatskontrolle gewahrleistet ist und andererseits der
Anwender eine seiner Einheit entsprechende individuelle Eichtabelle in seinen

Dosierbetrieb einarbeiten kann.
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Da die Lebensdauer von einzelnen Komponenten, wie z.B. Ventile oder
Silikonmembranen noch nicht ermittelt werden konnte, ist die Konstruktion auf

~Wartung und Service® zu Uberprufen.
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Anhang

Abkilrzungsverzeichnis

AP
BTM
DH
GC
HPLC
IDH
MS
oD
PCR
SDH
Tet
tetO
tTA

Arbeitspaket
Biotrockenmasse
Dehydrogenase
Gaschromatographie

High performance liquid chromatography
Isocitrat-Dehydrogenase
Massenspektrometrie
optische Dichte
Polymerase chain reaction
Succinat-Dehydrogenase
Tetracyclin
Tetracyclin-Operator

transcriptional Transactivator
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