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Zlele der Gruppenarbelt

Biotechnologie

Optimierung eines Verfahrens zur
biotechnologischen Herstellung von
Aceton mit Hilfe eines rekombinanten E.
coli Stammes

Medienoptimierung und Aufarbeitung

* Optimierung eines synthetischen Mediums
zur Steigerung der Aceton Konzentration

« Aufarbeitung und Gewinnung von Aceton
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Stoffwechselweg zum Aceton
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Quelle: Diplomarbeit L. Blank
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Stoffwechselweg zijm Aceton
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Acetonproduktion in C.
acetobutylicum::

ThA > Thiolase
H-S~CoA
(0] (0]

H,C— P:— CH,— (“: — S~CoA Acetacetyl-CoA
Acetat / Butyrat
\ CtfAB
Acety-/Butyyicon o] -> Acetoacetyl-CoA:Acetat/Butyrat:CoA-Transferase
(0]
HiC— ¢- CH,— COOH Acetacetat
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Verwendete Medien zur Acetonproduktion mit

Literarte b-l n(a'lﬁt@ﬁt [w@@i Glucose Konz. | Temperatur |Umdrehungs- | Aceton
Menge (°C) zahl (rpm) (mM)
Lars Blank |SD8 7,0 |Batch 300 ml 2% 37 220 75-80
SD8 7,0 |Fed- Batch 300 ml 2%; 37 220
alle 12h + 4ml
3,5 M Glc
Lederle TY 7,0 [Batch 100ml 2% 37; 30 150 Ca. 60
SD8 7,0 |Batch 100ml 2% 37 150 Ca. 10
Evonik [7,5 [Batch 100ml 2% 37 150 Ca. 35
TM3a 6,8 [Batch 100ml 2% 37 150 Ca. 30
Bermejo |[SD8 7,0 |Batch 125ml 37 250 40
SD8 7,0 |Fed-Batch 4,4 | Fed wenn Glc |30 Automatisch, |>90
unter 20 mM max. 250

Quelle: Diplomarbeit Lars Blank; Dissertation S.

BIOV It w- & (o i [ o




Dr.-Ing. Frank Eiden e gepenkihen Biotechnologie

SD8 - Medium

Zusammensetzung des SD8-Mediums

SD-8

7 g/L NH,ClI Spurenelemente in SM HCI

7,5 g/L KH,PO, 40 g/L FeSO,*H,0

7,5 g/L Na,PO, 10 g/L MnSO,*H,0

0,85 g/L K2S04 28,38 g/LL AlL(SO,),

0,17 g/L MgSO, * 7 H,0 4 g/L CoCl * 6 H,0

0,8 ml/L Spurenelemente 2gL ZnS0, *7 H,0

2 g/L Glucose 1 g/L CuCl,*2 H,0
0,5 g/L H,BO,

Quelle: Diplomarbeit
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Optimierung des SD8 Mediums

Bestandteile des Hefeextraktes
» Oligopeptide
 Aminosauren

» Zucker

* Vitamine

* Einige Fettsauren
* Cholin

Abb. 2: Hefeextrakt der Firma Roth

Quelle: Schlegel, Allgemeine
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Optimierung des SD8 Mediums

Hefeextrakt ersetzen durch Zugabe von:
* Biotin — Kohlendioxid Fixierung
—~ Biosynthese von Fettsauren

« Thiamin — Pentosephosphat-Weg
— Citratzyklus
—  Acetyl-CoA” Aceton

« Ca-Pantothemnat Coenzym A
—  Acetyl-CoA” Aceton

Quelle: Eger, Vitamine
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Optimierung des SD8 Mediums

Lederle steigerte die Acetonkonzentration im TY-
Metlium durch Anderung: —

PN D g i 250
160 J r 37 °C
200
140 —
120 +— E 1% !
— 2 _ Mgso,
E 100 +— g 1 =0 mM
E' g0 | 50 | | m20 mM
8 50 mM
8 60— o 100 mM
. BL21 WL3 XL1-Blue
40 +—
20 +—
30 °C
0
BL21 XL1-Blue g -
. . :é MgSO,
Abb. 3: maximal detektierte Aceton- 3 =0mMm
. . =20 mM
konzentration bei 30 ° C . — msomm
bzw. 37 °C |} 100 mM
BL21 WL3 XL1-Blue
Abb. 4: Acetonkonzentrationen bei
Quelle: Dissertation S. unterschiedlichen MgSO, Konzentrationen

Biove rfeirnar (Gissk 1w,
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Optimierung des SD8 Mediums

Optimiertes SD8-Medium fur 30°C

SD-8

7 g/L
7,5 g/L
7,5 g/L
0,85 g/L
4,93 g/L
0,8 ml/L
2 g/

1 mg/L
1 mg/L
1 mg/L

NH,CI

KH,PO,
Na,PO,

K2S04

MgSO, * 7 H,0
Spurenelemente
Glucose
Biotin
Ca-Pantothenat

Thiamin

Spurenelemente in SM HCI

40 g/L

10 g/L
28,38 g/L
4 g/LL

2 g/l

2 g/L

1 g/L

0,5 g/L

FeSO,*H,0
MnSO,*H,O
AL,(SO,);

CoCl * 6 H,O
ZnSO, *7 H,0
Na,MoO,*2 H,0O
CuCl,*2 H,0
H,BO,

Bioverfahrenstechnik
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Kostenaufstellung des optimierten SD8-Mediums

Spurenelementlosung
Chemikalie

FeSO, x 7 H,0O
MnSO, x H,O
Al,(SO,); x 18 H,O
CoCl x 6 H,O
ZnS0O, x 7 H,0
Na,MoO, x 2 H,0
CuCl, x 2 H,O
H;BO,

HCI

Endpreis fiir 1 Liter

Bioverfahrenstechnik

Menge

lg
05¢g

1000 mL

Kosten

0,59 €
0,72 €
8,03 €
1,19 €
0,07 €
0,38 €
0,05 €
0,01 €

17,90 €
28,94 €

SD8-Medium
Chemikalie
NH,CI

KH,PO,
Na,HPO, x 2 H,0O
K,SO,

MgSO, x 7 H,0
Spurenelementlosung
Glucose x H,O
Biotin

Thiamin
Ca-Panthothenat

Endpreis fiir 1 Liter

Menge

715¢g
1,5¢
0,85¢g
493 g
0,8 mL
20g
1 mg
1 mg
1 mg

Kosten
0,23 €
0,29 €
0,29 €
0,05 €
0,16 €
0,03 €
0,41 €
0,01 €
0,01 €
0,01 €
1,49 €
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Aufarbeitung

* Fermentative Herstellung von Aceton (und
1-Butanol) mit C. acetobutylicum:
Satzfermentern von > 100m3

* Substratkosten (Maisstarke oder Melasse)
60 %

* Energiekosten fur die Produktisolierung
durch Destillation mit ca. 12 %

 Annahme: Rekombinanter E. coli hat den
gleichen Stoffwechsel wie C.
acetobutylicum, daher gleiche Kosten =
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Aufarbeitung

 Annahme: Rekombinanter E. coli hat den
gleichen Stoffwechsel wie C.
acetobutylicum, daher gleiche Kosten

Kostenstellen Prozentualer Anteil

Biomasse 60 % 31,48 €
Destillation 12 % 6,30 €
Endpreis fiir 1 LL 37,78 €

* Verbesserte Produktisolierung durch
Membranverfahren
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Mogliche Aufreinigungsschritte

 Mikro-/Ultra Filtration der
Fermentationsbruhe

« Dampfpermeation um die Destillation zu
ersetzen

* Nutzen:
Geringer Primarenergiebedarf
Geringe Betriebskosten
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Dampfpermeation

» Gesattigter Dampf uber die Membran
geleitet.

* Durch transportierte Permeat wird auf der
Membranrﬂckseite verdampf und entzieht

‘Verdampfer| @ :::nu:em me
Membran Kahi-
. M é_ kmer

Ol&-ﬂm_a_

‘ KuhMasser
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Ausblick

Biotechnologie

» Weitere optimierende Parameter (pH,
Zusatzstoffe o. a.) zur Steigerung der
Produktausbeute

 Limitierende Faktoren:

— Toxizitat von Aceton (ab welcher
Konzentration)

— Toxizitat von Nebenprodukten

* Verbesserte Produktisolierung durch
Membranverfahren (Pervaporation,




' ‘:Falchh:gh;chule
. elsenkirchen - -
Dr.-Ing. Frank Eiden Biotechnologie

Literatur

BERMEJO, L., WELKER, N., AND PAPOUTSAKIS, E. 1998. expression of Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 Genes in Escherichis coli for aceton production and acetat
detoxification. Applied and Environmental microbiology Vol 64, Nr. 3 (1998).

 BLANK, L. Molekularebiologische und fermentative Charakterisierung eines rekombinaten
Stammes von C. acetobutylicum zur Optimierung der Stoffwechselwege. Diplomarbeit,
Universitdat Dortmund.

 EGER, K. 1989. Vitamine 1I, Wasserlosliche Vitamine. Von O. Isler, G. Brubacher, S. Ghisla
und B. Kréutler. G. Thieme Verl., Stuttgart 1988; X, 467 S., 334 Abb., 31 Tab., kart. DM 220,
—. Pharmazie in unserer Zeit 18, 6, 187.

 FucHs, G., SCHLEGEL, H.G., AND EITINGER, T. 2007. Aligemeine Mikrobiologie. 53 Tabellen.
Thieme, Stuttgart [u.a.].

* LEDERLE, S.M. 2010. Heterofermentative Acetonproduktion. Dissertation, Universitat Ulm.

Bioverfahrenstechnik




Dr.-Ing. Frank Eiden Biotechnologie

Vielen Dank fur lhre
Aufmerksamkeit!

Fragen ?




