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1 Zusammenfassung

Bakterien des Phylums Bacteroidota sind in vielen Lebensrdumen zu finden. Als Teil der Darm-
Mikrobiota vieler Lebewesen spielen sie eine wichtige Rolle fiir die Gesundheit, denn sie haben die
Féhigkeit, komplexe Pflanzenpolymere zu nutzen und daraus gesundheitsférdernde Substanzen wie
Acetat oder Propionat zu produzieren. Propionat ist aber auch von wirtschaftlicher Bedeutung, da es fiir
eine Vielzahl von Anwendungen insbesondere in der Nahrungs- und Futtermittelindustrie bendtigt wird.
Die derzeitige industrielle Produktion erfolgt jedoch iiber petrochemische Prozesse. Obwohl Propionat
von einer Reihe von Bakterien gebildet wird, gibt es noch keine konkurrenzfihige Alternative zur
petrochemischen Produktion. Bacteroidota waren jedoch noch nicht Fokus der Forschung auf diesem
Gebiet. Sie kdnnen jedoch eine spannende Alternative zu den bereits etablierten Propionatproduzenten
darstellen. In dieser Arbeit sollte daher die Propionatbildung der Bacteroidota unter physiologischen

und genetischen Gesichtspunkten untersucht werden.

Eine Literaturrecherche nach Propionatproduzenten ergab 30 Spezies (Klasse Bacteroidia). Quellen
waren der Verdauungstrakt von Menschen und Tieren, methanogene Bioreaktoren, Reisfelder und
Abwasser einer Papiermiihle. Sie nutzten Substrate wie Stirke, Cellulose, Xylan und Pektin. 10 Stimme
wurden fiir weitere Untersuchungen ausgewahlt. Zwei der Spezies wurden beispielhaft ausgewahlt, um
zunéchst die Kultivierungsbedingungen zugunsten von Propionat zu optimieren. Die Steigerung der Bi»-
Konzentration im definierten Medium wirkte bei P johnsonii wachstumsfordernd, bei
B. graminisolvens fordernd auf die Propionatproduktion. Eine Glucosekonzentration oberhalb von
15 mM fiihrte zu einer Verschiebung des Produktspektrums hin zu Lactat. SchlieBlich wurden
Wachstumsversuche aller 10 Stimme im Plattenlesegerét mit 15 mM Glucose durchgefiihrt. Dabei
erzielten B. propionicifaciens und B. graminisolvens die hochsten Propionat-Titer (12,7 mM bzw.
8,0 mM). B. graminisolvens zeigte auBlerdem ein unerwartet hohes Propionat + Succinat/Acetat-
Verhiltnis (3,7 molps/molas). Daher wurden diese zwei Spezies fiir weitere Tests ausgewihlt. In
Untersuchungen der CO,-Abhéngigkeit konnten bei B. propionicifaciens in Medium ohne CO; kaum
Wachstumseinschrankungen oder Verdnderungen des Produktspektrums festgestellt werden.
B. graminisolvens bendtigte hingegen mindestens 5 mM NaHCOs; und produzierte bei niedrigen
NaHCOs-Konzentrationen vermehrt Lactat. Die genetische Ausstattung im Hinblick auf die zentralen
Gene kataboler Stoffwechselwege der beiden Stimme war anndhernd gleich. P. propionicifaciens
fehlten Gene fiir die Aldolase, die Succinyl-CoA-Ligase und NADH-Chinon-Oxidoreduktase. Beide
Spezies produzierten keinen Wasserstoff. Die Redoxbilanz von B. propionicifaciens war geschlossen
(102,6 %) unter der Annahme, dass 32,8 % der Glucose iiber den oxidativen Pentosephosphatweg
(oxPPP) verstoffwechselt wurde. B. graminisolvens verstoffwechselte vermutlich sogar 67,9 % der
Glucose iiber den oxPPP. In pH-kontrollierter Fed-Batch-Kultivierung wuchs B. propionicifaciens zu
einer ODggo von 8,1 und erzielte Propionat-Titer von 119 mM. B. graminisolvens wuchs bis auf eine
ODgoo von 9,8 und produzierte 33 mM Propionat. Es bildete vermehrt Succinat, Lactat und Pyruvat.
Weiterhin wurde eine gentechnische Methode zur Uberproduktion der nativen Methylmalonyl-CoA-
Mutase in P, vulgatus getestet. Die Transkriptabundanz war erhoht, der Stamm zeigte aber keine
Steigerung der Propionatproduktion in DMMG-Medium und eine Verringerung zugunsten von Succinat
im PYG-Medium.
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Durch Anreicherungen von Bakterien aus Kompost, Biogasanlage und Klédrwerk wurden 21 Propionat
produzierende Isolate identifiziert. Das Isolat BGG-A1, welches hohe Sequenziibereinstimmung mit
Dysgonomonas gadei zeigte (16S-rRNA), produzierte im kleinen MaBstab (0,5-ml-Kulturen) 5,4 mM
Propionat. Die Redoxbilanz war zu 95 % ausgeglichen, unter der Voraussetzung, dass Glucose zu 60 %
iiber den oxidativen Pentosephosphatweg verstoffwechselt wurde. Weitere Untersuchungen des

Stoffwechsels des Isolats stehen aus.

Die Untersuchungen zeigten, dass Bacteroidota-Bakterien das Potenzial zur Bildung von Propionat
besitzen und auch hohe Titer bei den richtigen Kultivierungsbedingungen moglich sind. Jedoch fehlen
weitreichende Erkenntnisse zu Enzymfunktionen und Regulationsmechanismen, um gezielte genetische
Modifikationen des Stoffwechsels vorzunehmen. Auch die Prozessoptimierung kann genutzt werden,
um die Produktion von Propionat durch Bacteroidota zu steigern und somit die biotechnologische

Propionatproduktion zu ermdglichen.



Einleitung 3

2 Einleitung

2.1 Bacteroidota als Teil des menschlichen Mikrobioms

Der Mensch ist nicht allein mit seinem Korper. Eine Schitzung der Zellzusammensetzung gibt an, dass
wir etwa so viele bakterielle wie menschliche Zellen beherbergen (Sender et al, 2016). Besonders
deutlich wird das bei der mikrobiellen Zusammensetzung im Gastrointestinaltrakt (GIT). Hier machen
Bakterien den weit grofiten Anteil der mikrobiellen Gemeinschaft aus (Qin et al., 2010). Allein im Colon
wird die Zahl der Bakterien beispielsweise auf bis zu 1 x 10'!' Zellen pro ml Darminhalt geschétzt
(Sender et al., 2016). Die Funktionen der Bakterien im GIT sind ebenfalls vielfiltig. Indem sie die
Darmoberflachen besiedeln, antimikrobielle Substanzen produzieren und das Immunsystem regulieren,
sorgen sie fiir eine Kolonisierungsresistenz gegeniiber Pathogenen (Mills et al., 2019). Obwohl die
Zusammensetzung der Darmbakterien auf dem Spezieslevel hoch individuell ist, sind zwei Phyla
besonders abundant: Bacillota (e¢hemals Firmicutes (Oren und Garrity, 2021)) und Bacteroidota
(Jandhyala et al., 2015). Sie machen bis zu 90 % des Darmmikrobiomes aus (Eckburg et al., 2005). Das
Phylum Bacteroidota ist dabei hoch divers und seine Mitglieder in allen moglichen Lebensrdumen zu
finden. Urspriinglich unter dem Namen Bacteroidetes bekannt (Oren und Garrity, 2021), beherbergt
diese Gruppe eine Vielzahl von Organismen, die in die Klassen Flavobacteria, Chitinophagia,
Cytophagia, Saprosira, Sphingobacteria und Bacteroidia eingeteilt werden (Hahnke et al.,, 2016a).
Charakteristisch fiir Bacteroidota ist deren grofle Kapazitit, pflanzliche Polymere abzubauen und in
vielféltige Substanzen umzuwandeln (Thomas et al., 2011). AuBlerdem sind sie Gram-negativ und bilden
keine Endosporen (Krieg ef al., 2010). Dariiber hinaus ist das Phylum aber hoch divers. Flavobacteria
beispielsweise werden hiufig aus Erde, Frisch- oder Meerwasser isoliert und haben meist einen aeroben
Stoffwechsel (Bernadet, 2010). Die Klasse Cyfophagia beherbergt auch psychrophile und thermophile
Organismen (Nakagawa, 2010). Unter den darmassoziierten Bacteroidota finden sich besonders hiufig
die Genera Bacteroides, Prevotella und Parabacteroides (Falony et al., 2016), die mit weiteren Genera
in der Klasse der Bacteroidia zusammengefasst werden (Abbildung 2.1). Diese Organismen zeichnen
sich durch einen meist anaeroben und saccharolytischen Stoffwechsel aus (Krieg, 2010). Sie sind nicht
nur Teil der Mikrobiota von Menschen sondern auch von Hunden, Schweinen, Mausen, Wiederkduern,

verschiedenen Vogeln, Termiten und Stachelhdutern (Thomas et al., 2011).

Besonders Bakterien der Gattung Bacteroides sind wegen ihrer Rolle fiir die Gesundheit in den Fokus
der Forschung geriickt. Beispielsweise verringern sie entziindliche Reaktionen im Darm (Tan et al.,
2019b), modulieren die Cytokinausschiittung und die Proliferation der Darmmukosa und unterdriicken
die Kolonisation des Darmes mit Pathogenen (Cheng et al., 2022). Ein Isolat von B. xylanisolvens zeigte
beispielsweise positive Auswirkungen auf Colitiszeichen und Dysbiosen in Mausen (Fu et al., 2023).
Daher werden Bacteroides als Kandidaten fiir neue Probiotika diskutiert (Tan et al., 2019a) und es gibt
bereits klinische Studien, die die Unbedenklichkeit von pasteurisierten Zellen von B. xylanisolvens
DSM 23964 fiir den Menschen bestétigten (Ulsemer et al., 2012a).
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Abbildung 2.1: Genera der Klasse Bacteroidia (Ludwig et al., 2010).

Bacteroides sind jedoch nicht ausschlieBlich gesundheitsforderlich. Gelangen die die Bakterien in
andere Gebiete des Korpers, konnen sie Entziindungen hervorrufen (Polk und Kasper, 1977). Auch in
der Darmgesundheit konnen sie eine nachteilige Rolle spielen. Einige Stimme von B. fragilis bilden
Toxine, die entziindliche Darmerkrankungen begiinstigen und damit zur Ausbildung von Krebs
beitragen (Chung et al., 2018). Das ebenfalls von B. fragilis produzierte kapsulidre Polysaccharid PSA
hat sowohl gesundheitsfordernde immunmodulierende Wirkung, kann aber auch die Bildung von
Abszessen begiinstigen (Surana und Kasper, 2012). Der Einfluss auf die Gesundheit des Wirts ist daher
nicht immer eindeutig und stammspezifisch. Aus diesem Grund fillt ein Grofteil der gut untersuchten
Bacteroides wie B. fragilis und B. thetaiotaomicron in Deutschland in die Sicherheitskategorie 2 nach
den Technischen Regeln fiir biologische Arbeitsstoffe (TRBA)(Technischer Arbeitsschutz - TRBA 466,
2015). Auch bei dem nahe verwandten Bakterium Segatella copri sind sowohl hohe als auch niedrige
Abundanzen mit einer Vielzahl von Erkrankungen assoziiert (Abdelsalam et al., 2023). Die Rolle der
Bacteroidia fir die menschliche Gesundheit ist daher nicht immer eindeutig. Trotzdem sind sie allein
wegen ihrer Abundanz im Verdauungstrakt vieler Lebewesen von groBer Bedeutung fiir den Korper.
Dies verdanken sie ihrer Fahigkeit, Pflanzenpolymere aus der Nahrung abzubauen. Zu den verwerteten
Verbindungen gehdren beispielsweise Stirke, Fructane, Pektine und Hemicellulose (Pudlo et al., 2022),
medizinische Polysaccharide (Qu er al., 2025), aber auch Alginat (Fu et al, 2023) und Chitin
(Fernandez-Julia et al., 2021). Einige Stimme wie B. thetaiotaomicron und B. fragilis verwerten aber
auch wirtseigene Polymere, beispielsweise Mucine (Pudlo et al., 2022).
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2.2 Abbau von Polysacchariden durch Bacteroidia

Fiir den Abbau von Polysacchariden besitzen die Bacteroidia komplexe Enzymsysteme (Abbildung 2.2).
Sie sind im Genom der Zellen in PULs (Polysaccharide utilization locus) organisiert (Bjursell et al.,
2006). Dabei handelt es sich um distinkte Genomabschnitte, auf denen die beteiligten Gene clusterartig
angeordnet sind. Diese Gene codieren fiir Enzyme, die an der Bindung, Detektion, Transport und
Hydrolyse bestimmter Polysaccharide beteiligt sind (Grondin et al., 2017). Das System wurde zuerst in
B. thetaiotaomicron fir den Abbau von Stirke entdeckt und daher Sus (Starch utilisation system)
genannt (Tancula ef al.,, 1992; Shipman et al., 1999). Seither wurden jedoch noch viele weitere PULs
entdeckt, die am Abbau anderer Polymere beteiligt sind, jedoch nach dem gleichen Prinzip funktionieren
(Despres et al., 2016). Das Sus-System besteht aus den Proteinen SusA-G und dem regulatorischen
Protein SusR. SusE und F sind in der duBleren Membran verankert und binden Stirke. SusG ist ebenfalls
an der Membran gebunden und spaltet Stirke in Oligosaccharide. Diese werden dann durch SusC und
SusD ins Periplasma transportiert, wo sie durch weitere Hydrolasen (SusA, SusB) in Di- und
Monosaccharide gespalten werden. Das regulatorische Protein SusR ist in der inneren Membran
verankert und kann die Expression der Sus-Gene induzieren, wenn Stérke detektiert wird. (McKee et
al., 2021). Wie grof3 die Kapazitit der Darm-Bacteroides zam Abbau von Polymeren ist, zeigt eine
Vorhersage von PULs verschiedener Spezies. So wurden in B. thetaiotaomicron, B. ovatus und
B. xylanisolvens jeweils 90, 188 und 100 mdgliche PULs Identifiziert (McKee ef al., 2021).

EPS

OOO0CO00DO0A0COO0S0O000

. SusEfSusF
OO OOOOOO0 X

cell wall

periplasm

T

cytosol

Abbildung 2.2: Genereller Mechanismus des Stérkeabbaus in vielen Bacteroidota-Spezies. SusE und SusF sind in
der duBeren Membran verankerte Proteine, die Stirkemolekiile binden. SusG spaltet sie in Oligosaccharide, die
mittels SusC/SusD ins Periplasma transportiert werden. Durch die periplasmatischen Enzyme SusA und SusB
werden die Oligosaccharide weiter gespalten. SchlieBlich konnen Monomere in die Zelle aufgenommen werden.
Das Regulatorprotein SusR kann die Expression der Gene je nach Substratverfiigbarkeit anpassen. Modifiziert
nach (McKee et al., 2021).
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2.3 Der Stoffwechsel der Bacteroidia

Nachdem die Polysaccharide in Monosaccharide gespalten wurden, werden sie durch den Stoffwechsel
der Bacteroidia in verschiedene organische Siduren umgewandelt dazu zdhlen Propionat, Succinat,
Acetat, Lactat und Formiat. Der Stoffwechselweg von Glucose in Bacteroides fragilis wurde bereits
Ende der 70er-Jahre beschrieben (Macy et al., 1978). Auch Segatella copri (ehemals Prevotella) zeigte
dhnliche Stoffwechselabldufe (Franke, 2020), die in Abbildung 2.3 schematisch dargestellt sind. In
beiden Untersuchungen nutzen die Organismen die Glykolyse, in der aus einem Mol Glucose zwei Mol
Phosphoenolpyruvat (PEP) entstehen. Dies kann dann entweder zu Pyruvat oder durch Carboxylierung
zu Oxalacetat (OxAc) umgewandelt werden. Bei beiden Reaktionen wird chemische Energie in Form
von Adenosintriphosphat (ATP) konserviert. Ebenso werden im Laufe der PEP-Produktion Elektronen
freigesetzt, die auf oxidiertes Nicotinamidadenindinukleotid (NAD™) tibertragen werden, wobei die
reduzierte Form des Elektroneniibertrigers (NADH) entsteht. NADH muss von der Zelle durch
Oxidation regeneriert werden, da sonst der NAD'-Pool aufgebraucht wird, was den Stillstand des
zelluldren Stoffwechsels zur Folge hitte. Viele Organismen nutzen fiir diese Regeneration
Atmungsketten, bei denen liber mehrere Schritte Elektronen vom NADH auf Chinon und schlie8lich
einen terminalen Elektronenakzeptor wie beispielsweise O,, Nitrat oder Fumarat iibertragen werden.
Diese Reaktionen kdnnen héufig zur Energiekonservierung genutzt werden, indem ein Protonen- oder
Ionengradient aufgebaut wird, der eine ATP-Synthase antreibt. Eine weitere Moglichkeit NADH zu
regenerieren ist die Fermentation. Hierbei wird die Oxidation von NADH direkt an die Reduktion von
Stoftwechselintermediaten gekoppelt. Indem die Fermentationsprodukte an die Umgebung abgegeben

werden, entledigt sich die Zelle der Elektronen.

e Y co, N ™
Methylmalonyl-CoA OxAc | = L PEP m > Pyruvat
I ATP ADP & ADPATP 2Fd,.
co,
i 2 NADH Ve H,0 2Fd,e.
i - ; f- NADH || NADH €O,
! Propionyl Succinyl e \
i -CoA -CoA &2 NAD* Acetyl-CoA | «+—
: H,0 N\ NaD* NAD‘/
AuNaT ADP
S-CoA Ao
L J A J A J
Propionat Succinat 0,5 Glucose Laktat Acetat Formiat
\. J N VAN J

Abbildung 2.3: Bildung organischer Sduren aus Glucose durch Mitglieder der Bacteroidia. PEP,
Phosphoenolpyruvat; OxAc, Oxalacetat; NAD*/NADH, Nicotinadenindinucleotid oxidiert/reduziert; ATP,
Adenosintriphosphat; Fdox/Fdred., Ferredoxin oxidiert/reduziert; AuNa, Bildung eines -elektrochemischen
Potentials. (Ddring und Basen, 2024)
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Im Fall von Bacteroidia gibt es mehrere Moglichkeiten, die Elektronentiibertriger zu regenerieren. Im
Laufe der Glykolyse entsteht Phosphoenolpyruvat (PEP), welches zu Oxalacetat (OxAc) carboxyliert
wird. Im reversen Citratzyklus (TCA) wird dann zunichst Oxalacetat zu Malat reduziert, welches durch
Abspaltung von H>O zu Fumarat umgewandelt wird. Durch die anschlieBende Reduktion von Fumarat
entsteht Succinat. Obwohl durch diesen Reaktionsweg ausgehend von OxAc bereits 2 Mol NADH
oxidiert werden, kénnen viele der Bacteroidia Succinat weiterverarbeiten. Im sogenannten Succinat-
Weg wird zunéchst Succinyl-CoA gebildet, welches durch eine Mutase-Reaktion zu (S)-Methylmalonyl-
CoA umgewandelt wird. Durch eine Epimerase wird dieses dann zu (R)-Methylmalonyl-CoA und iiber
die Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase zu Propionyl-CoA umgewandelt. Der CoA-Rest wird wieder
auf Succinat iibertragen, wodurch Propionat freigesetzt wird. Fiir die reine Bildung von Succinat bzw.

Propionat aus Glucose ergeben sich somit folgende Reaktionsgleichungen:

SuCCinatZ C6H1206 + 2 COZ + 4[H] -2 C4H604 + 2 H20 (1)
PrOpionat: C6H1206 + 4[H] - 2 C3H602 + 2 H20 (2)

Obwohl die Umwandlung von Succinat zu Propionat keinen Einfluss auf den Redoxhaushalt der Zelle
hat, ergeben sich zwei Vorteile: Erstens wird das bei der Carboxylierung von PEP genutzte CO, wieder
freigesetzt, wodurch der netto CO,-Verbrauch null ist. Zweitens kann die bei der Decarboxylierung
freigesetzte Energie durch die Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase in einen chemischen Na'-
Konzentrationsgradienten umgewandelt werden. Mittels Na"-abhangiger ATP-Synthese hat die Zelle so
die Moglichkeit, zusétzlich ATP zu generieren (Hilpert und Dimroth, 1982; Dimroth, 1997). Dieser
Mechanismus ist vor allem fiir Veillonella parvula und Propionigenium modestum bekannt, konnte aber
auch in Bacteroides vorkommen (Reichardt et al., 2014; Hilpert et al., 1984). Neben Succinat und
Propionat konnen die Zellen weitere organische Sduren bilden. Diese entstehen aus Pyruvat, welches
iiber die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase in Acetyl-CoA und dann Acetyl-Phosphat umgewandelt
wird. Die energiereiche Phosphat-Verbindung ermoglicht die Bildung eines weiteren ATP-Molekiils
iiber Substratkettenphosphorylierung. Gleichzeitig entsteht reduziertes Ferredoxin (Fdrq), dessen
Elektronen iiber den Rnf-Komplex auf NAD" {ibertragen werden konnen (Zhang et al., 2023). Alternativ
konnte auch die sogenannte ,.kopflose™ Varante der NADH-Dehydrogenase (Nuo bzw. Ndhl) an der
Reoxidation von Fdrq beteiligt sein. Diesem in P. copri gefundenem Enzym fehlen die Untereinheiten
E-G und es wird spekuliert, ob es Fdq anstelle von NADH als Elektronendonator nutzt (Franke und
Deppenmeier, 2018). Im Gegensatz dazu ist auch die Bildung von Wasserstoff (H:) eine unter den
Bacteroides weit verbreitete Strategie, um Fdreq zu reoxidieren und Elektronen abzugeben (Welsh et al.,
2024). Hingegen kann die Bildung von Fd..q auch génzlich umgangen werden, denn Acetyl-CoA kann
ebenso aus der Aktivitdt der Pyruvat-Formiat-Lyase entstehen (PFL), wobei Formiat freigesetzt wird.
CO;z und Fdeq entstehen dabei jedoch nicht (Knappe und Sawers, 1990). Eine dritte Moglichkeit ist die
Produktion von Lactat aus Pyruvat durch die Lactat-Dehydrogenase, wobei NADH oxidiert wird, sodass

die Redoxbilanz von Glucose zu 2 Lactat ausgeglichen ist.

Acetat (PFOR) C6H1206 + 2 Hzo - 2 C2H402 + 2 COZ + 8[H] (3)
Acetat (PFL) C6H1206 + 2 Hzo - 2 C2H402 + 2 CH202 + 4‘[H] (4)



Einleitung 8

Lactat: C6H1206 -2 C3H603 (5)

Da die Reaktionsgleichungen je nach Stoffwechselprodukt unterschiedlich ausfallen, miissen sich auch
die Produktverhéltnisse veridndern, damit die Elektronenbilanz geschlossen ist. Wenn Glucose
vollstindig zu Propionat und Acetat umgewandelt wird, ergibt sich daher ein mogliches
Produktverhiltnis von Propionat zu Acetat von 2:1. Wenn Acetyl-CoA jedoch vollstindig iiber die
Aktivitit der Pyruvat-Formiat-Lyase produziert wird, kann ein Verhéltnis von 1:1:1 fiir alle der drei
Produkte erwartet werden (Gleichungen 6 und 7) (Gonzalez-Garcia et al., 2017a).

Propionat, Acetat: 3 CgH1,04 = 4 C3Hc0, + 2 C,H,0, + 2 H,0 + 2 CO, (6)
PrOpionat, Acetat, Formiat: C6H1206 il C3H602 + C2H4,02 + CH202 (7)

Auch die Fermentationsprodukte Acetat und Propionat haben gesundheitsfordernde Wirkungen.
Beispielsweise wirken sie antiinflammatorisch und haben antikanzerogene Wirkung an den Enterozyten
(Blaak et al., 2020). Auch spielen sie eine positive Rolle bei kardiovaskuldren Erkrankungen, indem sie
den Blutdruck und das Arteriosklerose-Risiko senken (Xiong et al., 2022). Speziell Propionat wird eine
positive Rolle im Lipidstoffwechsels des Korpers zugeschrieben, denn es hemmt die Lipogenese und
Cholesterogenese und verringert die Bildung von viszeralem Fett (Morrison und Preston, 2016).
Auflerdem kann es die Verweildauer der Nahrung im Magen verldngern und dadurch die Sittigung

fordern, weswegen es bei Ubergewicht hilfreich sein kann (Arora et al., 2011).

2.4 Propionsaure in der Industrie

Die Produktion von organischen Sduren durch Bacteroidia ist nicht nur fir die Gesundheit von
Bedeutung. Propionséure und deren Salze sind wichtige Inhaltsstoffe in der Nahrungs- und
Futtermittelindustrie und dienen als Plattformchemikalien fiir eine Reihe anderer Stoffe. Wéhrend
Propionséure einen stechenden Geruch hat, sind deren Salze farb- und geruchslos (Samel et al., 2018).
Sie haben bakterizide (Antone et al., 2023) und fungizide (Razavi-Rohani und Griffiths, 1999)
Eigenschaften, weswegen ihre Hauptfunktion in der Tierfutterindustrie liegt, beispielsweise als
Konservierungsmittel fiir Getreide (Rutenberg e al., 2018). Als Silage-Zusatz wiederum verringert
Kalzium-Propionat das Wachstum von Schimmel und kann dadurch die Gesundheit von Kiihen
verbessern und deren Milchproduktion steigern (Zhang et al., 2020). Natiirlicherweise ist von
Proionibakterien produziertes Propionat Teil des charakteristischen Geschmacks von Emmentaler Kise
(Frohlich-Wyder und Bachmann, 2004). Dariiber hinaus ist auch der Zusatz von Propionsdure und
dessen Natrium- Kalzium- oder Kaliumsalzen von der européischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit
zugelassen (EFSA ANS Panel, 2014), beispielsweise als Konservierungsmittel fiir Backwaren (Debonne
et al., 2023). Verschiedene Propionat-Ester werden hdufig auch als Aromen eingesetzt (Samel et al.,
2018). Unabhidngig von dessen Nutzen in der Nahrungsmittelindustrie fungiert Propionat auch als
Plattformchemikalie (Abbildung 2.4). Zusammen mit pflanzlichen Abfallprodukten wie Stroh oder
Zuckerrohrbargassse konnen die Zelluloseester Zellulose-Propionat und Zellulose-Acetat-Propionat
hergestellt werden (El Nemr et al., 2021; Huang et al., 2011), Diese konnen wiederum in einer Vielzahl

von Produkten eingesetzt werden, beispielsweise Zahnbiirsten- und Werkzeuggriffe, Farben, Lacke,
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spezielle Beschichtungen und auch Membranen zur Wasserfilterung (Li et al., 2012; Huang et al., 2011;
Cheng et al., 2011). Wegen seiner vielfaltigen Verwendungsmoglichkeiten wird daher vorausgesagt,
dass der Marktanteil von Propionat bis 2030 von 463.000 t auf rund 600.000 t steigen wird (Agilelntel
Research (ChemlIntel360), 2022). Die reine Propionséure hat dabei einen relativ geringen Marktwert
von ca. 1-2 € pro Kg, wohingegen seine Derivate deutlich hhere Preise von bis zu 600 € pro Kg erzielen
(Ranaei et al., 2020).
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Abbildung 2.4: Propionat-Derivate und deren Nutzen in der Industrie (Ranaei ef al., 2020).

Die industrielle Produktion von Propionat erfolgt hauptsichlich auf 2 Wegen, die beide auf fossilen
Rohstoffen basieren. Im Reppe oder BASF-Prozess wird Ethylen zusammen mit Kohlenmonoxid und
H>0 bei hohem Druck carbonyliert. Der zweite Prozess besteht aus der Produktion von Propanal aus
Ethylen, welches dann zu Propionsdure oxidiert wird. Beide Prozesse sind charakterisiert durch ihre
geringen Rohstoff-Kosten, eine hohe Ausbeute und implementierte industrielle MaB3stdbe (Samel et al.,
2018), jedoch bendtigen sie hohe Temperaturen und Druck oder teure und giftige Metallkatalysatoren.
Dementsprechend werden die steigenden Preise fiir Energie und fossile Rohstoffe auch die
Produktionspreise von Propionsdure beeinflussen (Cherubini et al.,, 2009). Auch steigt die Nachfrage
nach nachhaltig produzierten Rohstoffen (Baumann und Westermann, 2016). Aus diesem Grund wird
schon lange nach alternativen Produktionstechniken mittels mikrobieller Fermentation gesucht. Um mit
derzeitigen petrochemischen Produktionsmethoden mithalten zu kdnnen, muss eine biotechnologische
Propionatproduktion bestimmte Richtwerte erreichen. Dazu gehort eine Ausbeute von 0,55 g Propionat
pro g Glucose (gP/gG) und eine Produktivitit von 1 g/1*h (Rodriguez et al, 2014). Eine andere
Publikation setzt die Grenze bei 0,6 gp/gc und einer Konzentration (Titer) von annidhernd 100 g/l
(Gonzalez-Garcia et al., 2017a).
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2.5 Mikrobielle Propionatproduktion

Mikrobielle Propionatproduktion findet auf den unterschiedlichsten Wegen in einer Vielzahl von
Bakterienspezies statt, beispielsweise aus Aminoséduren, biosynthetisch oder fermentativ (Gonzalez-
Garcia et al., 2017a). Fermentationsprozesse haben jedoch das grofite Potential zur biotechnologischen
Nutzung, da sie fir den Organismus Energie generieren und die Regeneration von
Elektroneniibertragern ermdglichen (Gonzalez-Garcia et al.,, 2017a). Neben dem Succinat-Weg gibt
weitere Fermentationsmechanismen (Abbildung 2.5): Den Acrylat-Weg, bei dem Propionat aus Lactat
iiber Acryloyl-CoA produziert wird, und den Propandiol-Weg ausgehend von 1,2-Propandiol (Reichardt
et al., 2014). Propionibakterien nutzen eine Sonderform des Succinat-Wegs, den Wood-Werkman
Zyklus (Thierry et al., 2011). Auch der Succinat-Weg kommt nicht nur in Propionat-produzierenden
Bacteroidia vor, sondern auch in anderen Spezies wie Veillonella parvula und Propionigenium
modestum (Hilpert und Dimroth, 1991).

Uber den Acrylat-Weg, der in Clostridium propionicum entdeckt wurde, werden Alanin, Serin und
Lactat fermentiert (Cardon und Barker, 1946). Sie werden zu Pyruvat umgewandelt, aus dem
energiebringenden Acetat entsteht. Die Bildung von Propionat dient der Regeneration der
Elektroneniibertrager. Dafiir wird Pyruvat zu D-Lactat reduziert, aus dem dann iiber Lactoyl-CoA,
Acryloyl-CoA gebildet wird. Als néchstes folgt eine weitere Reduktion zu Propionyl-CoA und
schlieflich die Umwandlung zu Propionat (Hetzel ef al., 2003). Neben C. propionicum wurde dieser
Weg auch bei anderen Bakterien des Phylums Bacillota entdeckt beispielsweise bei der
Lactatfermentation von Megasphaera elsdenii (Hino und Kuroda, 1993). In Coprococcus catus wurde
das Gen fiir das Schliisselenzym, die Lactoyl-CoA-Dehydratase, nachgewiesen (Reichardt et al., 2014).
Hinweise auf diesen Weg wurden aber auch in dem Bacteroidia-Bakterium Prevotella ruminicola
Stamm 23 nachgewiesen, welches Propionat aus Acrylat bilden kann (Strobel, 1992). Beim Wachstum

auf Glucose wird jedoch der Succinat-Weg genutzt.

1,2-Propandiol wird von vielen Bakterien auf unterschiedliche Weise gebildet. Ausgehend von desoxy-
Zuckern wie Rhamnose und Fucose wurde die Bildung in E. coli, Klebsiella pneumoniae und
Salmonella enterica beschrieben (Turner und Roberton, 1979; Boronat und Aguilar, 1981; Badia ef al.,
1985). Auch in den Bacteroidia-Bakterien Prevotella ruminicola und Phocaeicola vulgatus wurde die
Bildung von Propandiol beim Wachstum auf Rhamnose gezeigt (Turner und Roberton, 1979; Clausen
et al, 2024). Andere Arten wie Clostridium sphenoides oder Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum produzierten 1,2-Propandiol auch aus Glucose und weiteren Zuckern (Tran-Din
und Gottschalk, 1985; Cameron und Cooney, 1986). Verschiedene Lactobacilli nutzen hingegen Lactat
als Substrat (Saxena et al., 2010). In Co-Kultur kann sogar Propionat entstehen, da L. diolivorans das
durch L. buchneri produzierte Propandiol zur Produktion von Propanol und Propionat verwendet (Zhang
et al., 2010). Salmonella enterica produziert Propionat hingegen selbststdndig, denn das aus Rahmnose
gebildete Propandiol wird iiber die Intermediate Propionaldehyd und Propionyl-CoA weiterverarbeitet.
(Reichardt et al., 2014). Auch das Bakterium Roseburia inulinivorans produziert Propionat beim
Wachstum mit Rhamnose auf diesem Wege (Scott et al., 2006). Bakterien der Genera Propionibacterium
und Acidipropionibacterium (Propionibakterien) nutzen den Wood-Werkmann-Zyklus. Dieser

Stoffwechselweg dhnelt mit seinen Intermediaten denen des Succinat-Weges. Glucose wird dabei
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zundchst in der Glykolyse zu Pyruvat umgewandelt. Dieses wird zu Oxalacetat carboxyliert, wobei die
fiir die Propionibakterien charakteristische Methylmalonyl-CoA Transcarboxylase verwendet wird
(Thierry ef al., 2011). Diese verkniipft die Carboxylierung von Pyruvat mit der Decarboxylierung von
Methylmalonyl-CoA und erhoht so die energetische Ausbeute des Stoffwechselweges (Gonzalez-Garcia
etal., 2017a).

GLYCERONE PHOSPHATE LACTATE £
FUCOSE 7?&‘ ’5\ /f\ 'KATP
Atp LACTALDEHYDE PYRUVATE
I K[H] %
PROPIONYL-COA OXALOETATE

1,2-PROPANEDIOL METHYLMALONYL COA
CoA
- SUCCINYL goR,  SHEENIE
PROPIONYL-COA
KCOA
ATP
PROPIONATE PROPIONATE
PYRUVATE
€0,
ATP
CO? 5
Bacteroidia
PROPIONYL-COA OXALOACETATE| TN BEP
2[H] 3
11 METHYLMALONYL-COA 2
SUCCINATE
LACTATE LACTOYL-COA SUCCINYL-COA
ACRYLOYL-COA 1A%
PROPIONATE PROPIONYL-COA

[HI

PROPIONATE

Abbildung 2.5: Fermentative Stoffwechselwege zur Bildung von Propionat. I, Propandiol-Weg; 11, Acrylat-Weg;
III, Wood-Werkman-Zyklus; IV, Succinat-Weg. PEP, Phosphoenolpyruvat. Modifiziert nach (Gonzalez-Garcia et
al., 2017a).

2.6 Gegenwertiger Stand der biotechnologischen Propionatproduktion

Die mikrobielle Produktion von Propionat im industriellen MaBstab stellt eine groBe Herausforderung
dar. Um die Redoxbilanz der Zelle auszugleichen und Energie zu generieren, werden Nebenprodukte
wie Acetat produziert, die die Propionatausbeute verringern und im Aufreinigungsprozess zusétzliche
Kosten verursachen (Rodriguez et al., 2014). Auch die Produktion von Propionat selbst hat negative
Auswirkungen auf den Zellstoffwechsel. So bewirken hohe Propionatkonzentrationen eine Hemmung
des Wachstums und Zunahme von Nebenprodukten (Gu et al., 1998; Blanc und Goma, 1987). Um eine
industrielle Produktion zu ermdglichen, muss der Produktionsprozess daher optimiert werden. Das

Forschungsinteresse in diesem Gebiet lag bisher deutlich bei den Propionibakterien, was sich an der
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Studienlage bemerkbar macht. Zwei Reviews, die 2020 und 2021 publiziert wurden, listen jeweils 23
Beispiele fiir die Propionatproduktion mit verschiedenen Propionibakterien auf, jedoch nur vereinzelt
Beispiele von anderen Spezies (Ranaei et al., 2020; Ammar und Philippidis, 2021). Insbesondere das
Bakterium Acidipropionibacterium acidipropionici wird als eines der vielversprechendsten Kandidaten
zur mikrobiellen Propionatproduktion angesehen, denn es zeichnet sich durch hohe Propionat-Titer und
eine grofle Sduretoleranz aus (Ammar und Philippidis, 2021). Der Organismus ist jedoch flir gezielte
genetische Modifikationen schwer zuganglich, weswegen randomisierte Mutation, beispielsweise durch
genome shuffling, zur weiteren Verbesserung der Propionatproduktion genutzt wird (Guan et al., 2012;
Ammar und Philippidis, 2021). FEin ebenfalls vielfach untersuchter Produktionsstamm ist
P, freudenreichii. Mittels gentechnischer Methoden wurden verschiedene Versuche zur Steigerung der
Propionatproduktion {iber Modulation des Stoffwechsels unternommen (Ammar et al., 2014; Wang et
al., 2015b; Wang et al., 2015a). Dariiber hinaus wurden auch andere Ansétze verfolgt. Glycerol ist ein
giinstiges Abfallprodukt in der Biodiesel Produktion und wird héufig als Substrat oder Co-Substrat bei
der Fermentation mit Propionibakterien eingesetzt. Da es reduzierter ist als Glucose wird so die
theoretische Propionatausbeute gesteigert (Zhang und Yang, 2009). Auch Prozessoptimierung spielt eine
Rolle. Immobilisierte Zellen von A. acidipropionici zeigten eine gesteigerte Produktivitdt im Vergleich
zu freien Zellen und die Nutzung von Fed-Batch Kultivierung steigerte die Propionatausbeute (Jiang et
al., 2015). Auch auBerhalb von den Propionibakterien wurden Propionat-Produktionsprozesse
untersucht. Gentechnisch verdnderte E. coli-Stimme werden als mogliche Propionatproduzenten
diskutiert, da sie geringe Anforderungen an ihr Kulturmedium haben und eine Vielzahl von
gentechnischen Methoden existiert, um den Metabolismus gezielt zu manipulieren (Gonzalez-Garcia et
al., 2020). Obwohl der Organismus kein natiirlicher Propionatproduzent ist, konnte das native aber
inaktive sbm-Operon exprimiert werden, was den Organismus zur Bildung dieser Séure iiber den
Succinat-Weg befdhigte (Li et al., 2017). Es wurde jedoch angezweifelt, ob das Operon iiberhaupt
funktionsféhig ist, da es keine Methylmalonyl-CoA Epimerase enthélt. Anstelle von Propionat wurde
eine andere Substanz gemessen, die zur gleichen Zeit eluierte und nur im Komplexmedium entstand
(Gonzalez-Garcia et al., 2017b). Durch Optimierung der metabolischen Strome dieses Organismus und
Kultivierung in pH-kontrollierter Fed-batch Kultur, konnten jedoch Propionat-Titer von 30,9 g/l erreicht
werden (Miscevic et al., 2020). Propionatproduktion durch heterologe Expression der Enzyme aus
A. acidipropionici wurde ebenfalls getestet, erreichte aber geringere Titer (Gonzalez-Garcia ef al.,
2020). Auch das Bakterium Clostridium saccharoperbutylacetonicum, das die Fahigkeit zu Hydrolyse
komplexer Substrate besitzt und bereits als Produktionsstamm fiir Butanol etabliert ist, wurde als
Propionatproduzent untersucht. Uber einen synthetischen Acrylat-Weg produzierte es etwa 3 mM
Propionat (Baur et al., 2022). Die Nutzung von verschiedenen mikrobiellen Konsortien zur Produktion
von Propionat aus Nahrungsabfall wurde auch bereits getestet (Wu et al., 2023). Durch die Komplexitét
der bakteriellen Zusammensetzung lassen sich diese Fermentationsprozesse jedoch schwer verstehen

und gezielt verbessern.

2.7 Zielsetzung

Trotz der langjéhrigen Forschung zur mikrobiellen Propionatproduktion wurde noch kein Prozess
entwickelt, bei dem alle Kriterien fiir eine konkurrenzfahige Fermentation erreicht werden, da ein hoher

Titer meist mit einer geringen Produktivitdt einhergeht und umgekehrt (Ranaei ef al., 2020). Die
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Zielwerte wurden jedoch mit Glucose als Substrat berechnet. Das Substrat stellt dabei einen der der
groBten Kostenfaktoren dar, und ist entscheiden fiir die Rentabilitit des Prozesses (Rodriguez et al.,
2014). Gleichzeitig entstehen weltweit bis zu 1,6 Milliarden Tonnen Nahrungsabfall, dessen Entsorgung
Ressourcen verbraucht und zur Produktion von CO; beitrigt (Pour und Makkawi, 2021). Auch spielen
Faktoren wie die lokale Verfiigbarkeit eine Rolle, da lange Transportwege zusitzliche Kosten
verursachen (Baumann und Westermann, 2016). Pflanzliche Abfille fallen hingegen {iiberall an.
Bacteroidia konnen eine Vielzahl von Polysacchariden verwenden und daraus organische Séuren wie
Propionat produzieren. Mit dieser Féhigkeit konnten sie Grundlage fiir die Propionatproduktion
basierend auf pflanzlichen Polymeren aus Nahrungsabfillen und landwirtschaftlichen Nebenprodukten
werden. Zwar gibt es bereits Untersuchungen zur Propionatproduktion von Propionibakterien auf
vorbehandelten Substraten wie Maiskolbenmolasse oder hydrolysiertem Mehl (Liu et al., 2012;
Kagliwal et al., 2013), die Nutzung von komplexen Substraten wie Xylan wurde fiir diese Gruppe aber
noch nicht beschrieben und die Vorbehandlung der Substrate stellt wieder einen Kostenfaktor dar
(Ammar und Philippidis, 2021). B. xylanisolvens kann Xylan hingegen direkt zur Propionatproduktion
nutzen (Chassard et al, 2008) und B. luti produzierte geringe Mengen Propionat aus Xylan und
Zellulose (Hatamoto et al., 2014). Bacteroidia haben noch weitere Vorteile gegeniiber
Propionibakterien. Durch ihren hohen GC-Gehalt, eine dicke Zellwand, effektive Restriktionssysteme
und wenige verfiigbare Vektoren gestaltet sich die genetische Modifikation der Propionibacteria als
schwierig (Ranaei et al, 2020). Fiir Bacteroidia wurden in den letzten Jahren jedoch zahlreiche
genetische Methoden entwickelt darunter ein System zur markerlosen Deletion (Neff et al., 2023) und
ein CRISPR/Cas-System (Zheng et al., 2022). So wurde die Succinatproduktion von P. vulgatus bereits
mittels gentechnischer Methoden gesteigert (Gindt ef al., 2024). Trotz ihres groflen Potentials wurden
Bacteroidia bisher meist nur im Kontext der Darmgesundheit untersucht. Das tiefere Verstindnis,
welche Enzyme am Stoffwechselweg zur Bildung von Propionat beteiligt sind und welche Faktoren die
Propionatproduktion beeinflussen, fehlt jedoch. Dazu kommt, dass diejenigen Organismen dieser
Klasse, die in der Forschung am besten beschrieben sind, wie B. thetaiotaomicron und B. fragilis in
Deutschland der Sicherheitskategorie 2 zugeordnet sind. Diese Arten eignen sich nur schlecht als
Produktionsstimme von industriellen Prozessen, da biirokratische Hiirden und strengere
Sicherheitsanforderungen hinzukommen. Dies erschwert die Moglichkeit, einen im Labormafstab
etablierten Prozess auf industrielle GroBe zu skalieren und sorgt fiir groflere Investitionskosten. In den
letzten Jahren wurden jedoch viele neue Bacteroidia entdeckt, die in die Sicherheitskategorie 1 fallen
und fiir die eine Propionatproduktion festgestellt wurde (Nishiyama et al., 2009; Ueki et al., 2008; Ueki
et al., 2011; Robert et al., 2007). Viele von ihnen sind jedoch noch wenig charakterisiert. Auch gibt es

keine vergleichenden Daten zur Propionatproduktion dieser Stimme.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die Propionatproduktion der Bacteroidia ndher zu untersuchen.
Zunichst wurden dazu diejenigen Spezies identifiziert, fiir die eine Propionatproduktion bereits
beschrieben wurde. Dann sollte die Propionatproduktion der Spezies verglichen werden. Besonders gute
Propionatproduzenten wurden ndher untersucht, um die Mechanismen in Bacteroidia besser zu
verstehen. Auch ein gentechnischer Ansatz wurde verfolgt, um zu tberpriifen, ob gentechnische
Methoden die Produktion gezielt verbessern konnen. SchlieBlich wurden neue Stdimme aus
Umweltproben isoliert, um zu sehen, ob so effektive Propionatproduzenten gewonnen werden kénnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Organismen
3.1.1 Stammauswahl

Das Ziel der Arbeit war es, die Propionatbildung ausgewéhlter Organismen des Phylums Bacteroidota
zu untersuchen. Diese Gruppe, zuvor bekannt als Bacteroidetes (Oren und Garrity, 2021), umfasst eine
Vielzahl von Spezies, weswegen zunichst eine Literaturrecherche durchgefiihrt wurde. Dazu wurde die
Plattform ,,Pubmed* verwendet (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Die Suche des Stichwortes
»Bacteroides* oder ,,Bacteroidetes* in Kombination mit ,,propionate’ oder ,,propionic acid®, ergab 656
Eintrdge (Abruf am 10.03.2024). Zusétzlich wurden auch Querverweise der Publikationen (,,Zitiert
durch und ,,Ahnliche Artikel*) durchsucht. Anhand der Titel und Zusammenfassungen konnten
relevante Texte herausgesucht werden, wobei der Fokus auf Informationen zur Produktbildung einzelner
Bacteroidetes gelegt wurde, beispielsweise in Erstbeschreibungen neuer Spezies. Extremophile
Organismen wurden nicht beriicksichtigt. Aus den Ergebnissen wurde eine Ubersichtstabelle erstellt.
Zehn dieser Stimme wurden anhand von verschiedenen Kriterien selektiert. Dazu zdhlten die
Verfiigbarkeit der Stimme iliber Stammsammlungen und Einstufung in die Sicherheitsstufe S1 anhand
der technischen Regeln fiir biologische Arbeitsstoffe (Technischer Arbeitsschutz - TRBA 466, 2015).
AuBerdem wurde nach biotechnologisch interessanten Eigenschaften ausgewéhlt, wie eine hohe
Propionat-Produktion, besonders effektive Nutzung von Polymeren oder ein grofles Substratspektrum.

3.1.2 Organismenliste

Die Beschaffung der in dieser Arbeit verwendeten Stimme erfolgte {iber die DSMZ (Leibniz-Institut
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig).
Weiterhin wurden einige Stdmme vom Institut fiir Mikrobiologie und Biotechnologie (Arbeitsgruppe
Uwe Deppenmeier, Universitdt Bonn) zur Verfligung gestellt. Die verwendeten Stimme, Vektoren und

Oligonukleotide sind in Tabelle A1 - Tabelle A3 zusammengefasst.

3.2 Kulturmedien und Losungen
3.2.1 Medium-Zusiitze und Stammlosungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Hersteller sind in der Tabelle A7 aufgefiihrt. Den
Grundmedien wurden verschiedenste Zusitze aus Stammldsungen hinzugefiigt (Tabelle 3.1). Soweit
nicht anders angegeben wurden sie in H2Oues:. gelOst. Autoklavierbare anoxische Losungen wie die
Glucose-Losung und die L-Cystein-Losung wurden in der Mikrowelle bis zum Siedepunkt erhitzt. Dann
wurden sie unter Begasung (100 % N») luftdicht verschlossen. AnschlieBend wurden sie bei 121 °C fiir
20 Minuten autoklaviert. Die hitzelabilen Vitamin- und Antibiotika-Stammldsungen wurden unter
Zuhilfenahme von Einweg-Sterilfiltern (PorengréBe 0,2 wm, Sarstedt) sterilisiert. Fiir anoxische Zusétze
wurden dabei zunéchst mit N, befiillte und autoklavierte Miiller-Krempel-Flaschen bzw. Serumflaschen
vorbereitet. Die Losungen wurden dann mit sterilen Spritzen und Kaniilen durch den Filter in die

Flaschen gedriickt. Eine zweite Kaniile sorgte fiir den Druckausgleich.
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Tabelle 3.1: Herstellung und Zugabemenge der Stammldsungen.

Stammlésung Zugabemenge Herstellung
(Konzentration) bzw. Endkonzentration
Glucose (1,5 M) 10 ml/1 (DMMG, PYG) Anoxisch, autoklaviert
13 ml/l (PYHVG)
L-Cystein HCl x 1 H,O 2 M) | 1,4 ml/l Anoxisch, autoklaviert
(pH kontrollierte Fed Batch)
Hamin Losung 2 ml/l 50 mg Hamin in 1 ml NaOH (1 M)
(alle anoxischen Medien) ad. 100 ml HOgest, anoxisch,
sterilfiltriert
Vitamin K;-Lésung 0,2 ml/1 0,1 ml Vitamin K; ad. 20 ml
(alle anoxischen Medien) Ethanol (95 %, v/v), anoxisch,
sterilfiltriert
10 x Wolin Lsung 1 ml/1 Anoxisch, sterilfiltriert
(DMMGQG)
5 x Wolin-Losung mit B, 2 ml/l Anoxisch, sterilfiltriert
(DMMG, PYG)
10 x B-Vitamin-Losung 1 ml/1 Anoxisch, sterilfiltriert
(PYHVG)
Erythromycin (50 mg/ml) 300 mg/1 in Festmedien in Ethanol (95 %, v/v)
100 mg/1 in Fliissigmedien und
Konjugationsplatten
Gentamycin (50 mg/ml) 100 mg/1 in Sterilfiltriert
Konjugationsplatten
Vancomycin (0,75 mg/ml); 7,5 mg/l; 100 mg/l Sterilfiltriert
Kanamycin (10 mg/ml)

10 x Wolin-Losung

Tabelle 3.2: Zusammensetzung der 10 x Wolin-Losung

Substanz Menge pro 1 H;Ogest.
Biotin 20 mg
Folsdure 20 mg
Pyridoxin x HCI 100 mg
Thiamin x HCI 50 mg
Na-Riboflavin 50 mg
Nicotinsdure 50 mg
Ca-Pantothenat 50 mg
Vitamin B, 1 mg
p-Aminobenzoat 50 mg

a-Liponsdure 50 mg
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5 x Wolin-Lésung mit By,

Die 5 x Wolin-Lésung mit B, enthielt die gleichen Komponenten, der 10 x Wolin-Ldsung, jedoch in
halber Konzentration. Zusétzlich beinhaltete sie 10 mg/l Cyanocobalamin (B12), wodurch im Medium

eine B, Konzentration von 21 ng/ml erreicht wurde.

10 x B-Vitamin-Losung (Ueki et al., 2006a)

Tabelle 3.3: Zusammensetzung der 10 x B-Vitamin-Ldsung

Substanz Menge pro 1 HyOgest.
Biotin 10 mg
Vitamin B, 10 mg
p-Aminobenzoe Sédure 30 mg
Folséure 50 mg
Thiamin Hydrochlorid 50 mg
Pyridoxine Hydrochlorid 150 mg

3.2.2 Herstellung der Kulturmedien

Es wurden Medien fiir aecrobe und anaerobe Organismen verwendet. Die verwendeten Chemikalien sind
in Tabelle A7 aufgefiihrt. Die Medien wurden durch Autoklavieren fiir 20 Minuten bei 121 °C (DX-65,
Systec, Linden, Deutschland) sterilisiert. Die anoxischen Fliissigmedien Pepton-Hefe-Glucose-Medium
(peptone-yeast-glucose, PYG), definiertes Minimalmedium mit Glucose (DMMG), Pepton-Hefe-
Héamin-Vitamin-Glucose-Medium (peptone-yeast-hemin-vitamin-glucose, PYHVG) sowie davon
abgeleitete Medien wurden i.d.R. mit L-Cystein-HCl und dem Sauerstoffindikator Resazurin hergestellt.
Dazu wurden zunéchst alle angegebenen Komponenten in H>Ouy gelost und der pH eingestellt
(SevenEasy, Mettler Toledo, Columbus,USA). Dann wurden die Medien mit einem Gasgemisch
(80 % N2/20 % CO>) durchstromt. L-Cystein-HCl1 x 1 H»O sorgte fiir eine Reduzierung des vorhandenen
Sauerstoffs, wodurch ein Farbumschlag des Resazurin von Blau zu Pink und schlieBlich farblos
beobachtet wurde. Sobald das Medium deutlich rosa gefarbt war, wurde das Medium auf ebenfalls
begaste KulturgefaBe verteilt, die direkt im Anschluss mit Gummistopfen luftdicht verschlossen und
autoklaviert wurden. Die Zugabe von Glucose und weiteren Zusitzen sowie Inokulation erfolge im
Anschluss mit sterilen Spritzen und Kaniilen, wobei die Stopfen vorher mit 96 % vergilltem Ethanol
abgeflammt wurden. Festmedien fiir Agar-Platten wurden zusdtzlich 15 g/l Agar hinzugefiigt (Agar
Kobe I, AppliChem GmbH, Darmstadt). Sie wurden nicht begast und enthielten kein L-Cystein. Die
Zusitze wurden hinzugegeben, sobald das Medium auf ca. 60 °C abgekiihlt war. Zur Anaerobisierung
wurden sie 1-2 Tage vor Nutzung in das anoxische Zelt gestellt (3.3.1). Fiir die Vereinzelung von
Anreicherungskulturen wurden Gussplatten verwendet. Sie enthielten L-Cystein in gleicher
Konzentration wie die Fliissigmedien und pro 1 Medium 6,6 g Agar. Sie wurden am Tag ihrer
Verwendung frisch hergestellt und nach dem Autoklavieren bei 55 °C fliissig gehalten Kurz vor
Inokulation wurden die Mediumzusétze hinzugegeben. Die Kulturen wurden in Phosphat gepufterter
Saline (PBS) verdiinnt. Davon wurden je 100 ul unter sterilen Bedingungen in Petrischalen gegeben und
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sofort leicht geschwenkt. Nachdem der Agar ausgehértet war, wurden die Platten in das Anaerobenzelt

eingeschleust.

3.2.3 Luria-Bertani-Medium (LB) (Sambrook et al., 1989)

Tabelle 3.4: Zusammensetzung des LB-Mediums

Substanz Menge pro 1 H>Ogest.
Trypton 10 g
NaCl 10 g
Hefeextrakt 5 g

3.2.4 10 x Phosphat-gepufferte-Saline (PBS)
Tabelle 3.5: Zusammensetzung 10 x PBS

Substanz Menge pro 1 HyOgest.
NaCl 80 g
KCL 2 g
Na;HPO,4 x 2 H,O 178 g
NaH,PO, 24 g

Der pH der Losung wurde mit 1 M HCI auf 7,2 eingestellt. Die einfach konzentrierte Arbeitslosung wurde durch
10-fache Verdiinnung mit H>Oges. hergestellt.

3.2.5 Pepton-Hefe-Glucose-Medium (PYG)

Das Komplexmedium PYG wurde zur Stammhaltung und Reaktivierung aus Kryokulturen sowie fiir
Vorkulturen verwendet. Dem Medium wurde nach dem Autoklavieren 1,5 M Glucose, 2 ml/l Himin,
0,2 ml/l Vitamin K; und 2 ml/l 5 x Wolin-Lésung hinzugefiigt. Der pH wurde vor der Begasung mit
KOH auf 8 eingestellt.

Tabelle 3.6: Zusammensetzung des PYG-Mediums

Substanz Menge pro 1 HyOgest.
Trypton 5 g
Pepton 5 g
Hefeextrakt 10 ¢
Fleischextrakt 5 g
NaHCO; 04 g
L-Cystein HCl x 1 H>O 0,5 g
Resazurin 0,1 % 1 ml
PYG-Salzl6sung 1 40 ml

PYG-Salzlosung 11 40 ml




Material und Methoden 18

Tabelle 3.7: Zusammensetzung PY G-Salzlosung I

Substanz Menge pro 1 H>Ogest.
K;HPO;, 51 g
KH2PO,4 1 g
NaCl 2 g

Tabelle 3.8: Zusammensetzung PYG-Salzl6sung 11

Substanz Menge pro 1 HyOgest.
CaClz X2 HzO 0525 g
MgSOs x 7 HO 05 g

3.2.6 Definiertes Mineralmedium mit Glucose (DMMG)

Im definierten Minimalmedium (DMMG) wurden Versuche zur Medienzusammensetzung, zur CO,-
Konzentration und zur Stoffwechselbilanz durchgefiihrt. Aulerdem bildete es die Grundlage fiir das
Anreicherungsmedium (AM, 3.9.1) und das Medium fiir die pH-kontrollierte Kultivierung (3.5.3). Dem
Medium wurde nach dem Autoklavieren 1,5 M Glucose, 2 ml/l Himin, 0,2 ml/l Vitamin K; und 2 ml/
5 x Wolin-Losung hinzugefiigt. Der pH wurde vor der Begasung mit KOH auf 8 eingestellt. Dariiber
hinaus wurde das Medium fiir verschiedenste Versuche abgewandelt. Zur Untersuchung der
Medienzusammensetzung wurde zunidchst DMMG mit 10 x Wolin-Ldsung verwendet, sodass eine Biz-
Konzentration von 1 ng/ml erreicht wurde. Durch Zugabe einer 4 pg/ml B, Stammlosung in H2Ogest,
die wie in Abschnitt 3.2.1 hergestellt wurde, wurde die Bi>-Konzentration auf 21 ng/ml erhoht. Bei der
Untersuchung des Wachstums und der Produktbildung aller Stdmme und allen nachfolgenden
Kultivierungen wurde DMMG mit 5 x Wolin-Ldsung verwendet, welches bereits die angepasste Bia-

Menge enthielt.

Tabelle 3.9: Zusammensetzung DMMG

Substanz Menge pro 1 HyOgest.
NaHCO; 4 g
L-Cystein HCl x 1 H>O 0,5 g
DMM-Salzlésung I 100 ml
DMM-Salzlosung I1 100 ml
FeSOs-Lsg. I ml
SL-6 2 ml

Resazurin 0,1 % 1 ml
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Tabelle 3.10: Zusammensetzung DMMG-Salzl6sung 1

Substanz Menge pro 1 H>Ogest.
KH>PO, 17 ¢
K>HPO, 22 g
NaCl 9 g
NH4CI 75 ¢

Tabelle 3.11: Zusammensetzung DMMG-Salzldsung 11

Substanz Menge pro 1 H>Ogest.
CaCl; x 2 H,O 260 mg
MgCl, x 6 H,O 1 g

FeSO4Losung

Fiir die Eisenlosung wurden zundchst 0,278 g FeSO4 x 7 HyOgest. in zwei Tropfen konzentrierter

Salzsdure gelost. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 100 ml HyOgest.

SL-6-Spurenelementel6sung

Tabelle 3.12: Zusammensetzung SL-6-Spurenelementelosung

Substanz Menge pro 1 HyOgest.
ZnS04 x 7 H,O 0,1 g
MnCl; x 4 H,O 30 mg
H;BO; 03 ¢
CoCl; x 6 H,O 02 g
CuCl2 x 2 H,O 10 mg
NiClL; x 6 HO 20 mg
NaxMoOs x 2 H,O 30 mg

3.2.7 DMMG mit Hefeextrakt (DMMG-H)

Nach ersten Versuchen fiel auf, dass einige Stimme, wie beispielsweise B. propionicifaciens deutlich
besser wachsen, wenn geringe Mengen komplexer Bestandteile im Medium vorhanden sind.
B. propionicifaciens wurde daher regelmafBig im DMMG-H kultiviert, welches aus DMMG mit 0,5 g/1
Hefeextrakt bestand. Hefeextrakt wurde dabei entweder vor dem Autoklavieren eingewogen und zum
Nédhrmedium hinzugegeben, oder anschlieBend aus einer Stammldsung mit einer Konzentration von

50 g/ hinzugefiigt.

3.2.8 Pepton-Hefe-Himin-Vitamin-Glucose-Medium (PYHVG) (Ueki et al., 2008)

PYHVG wurde mit 1 ml/l 10 x B-Vitamin Losung hergestellt und enthielt insgesamt 19,5 mM Glucose.
Weiterhin wurden dem Medium nach dem Autoklavieren 2 ml/l Hiamin und 0,2 ml/l Vitamin K;

hinzugefiigt. Das Medium diente der initialen Messung der Produktbildung der Isolate und Typstdmme.
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Tabelle 3.13: Zusammensetzung PYHVG-Medium

Substanz Menge pro 1 H>Ogest.
Trypticase Pepton 10 ¢
Hefeextrakt 5 ¢
Na,CO; 02 g
L-Cystein-HCI x H,O 03 g
Salzlosung I (6 g/l KoaHPO4) 75 ml
Salzlosung 11 75 ml
Resazurin 0,1 % 1 ml

Tabelle 3.14: Zusammensetzung PYHVG-Salzlosung 11

Substanz Menge pro 1 HyOgest.
KH,PO4 6 g
(NH4),SO4 12 ¢
NaCl 12 g
MgSO. x 7 H,O 12 g
CaCl, 12 g

3.3 Kultivierungsbedingungen
3.3.1 Anoxische Arbeiten

Fliissigkulturen wurden in gasdicht verschlossenen Hungate-Rohrchen oder Serumflaschen im
Wasserbad wachsen gelassen. Die Inkubation von Festkulturen und Wachstumsversuche im Plattenleser
wurden in einem Vinyl-Anaeroben-Zelt durchgefiihrt. Das Zelt und die darin verwendeten Geréte
stammten von der Firma Coy Laboratory Products Inc. (Grass Lake, USA). Es wurde mit einem
Gasgemisch aus 80 % Nz und 20 % CO, betrieben. Zusitzlich wurde manuell H; bis zu einer
Konzentration von 4 % zugesetzt. Mittels zweier Palladiumkatalysatoren wurde so der Restsauerstoff
eliminiert. Ein Gas-Messgerit (Anaerobic Monitor CAM-12) diente der Kontrolle des Sauerstoff- und
H»-Gehalts und die Luftfeuchtigkeit wurde mit Hilfe von Silica-Granulat verringert. Im Anaeroben-Zelt
befand sich ein Inkubator (Modell 2000 fiir Vinyl-Kammern) zur Kultivierung auf Festmedien sowie
ein Plattenlesegerit (Epoch™ 2 Mikroplate Spectrophotometer, BioTek Instruments, Inc., Winooski,
USA) fiir Wachstumsversuche.

3.3.1 Gefrierkonservierung

Zur Konservierung der Bacteroidota-Stimme wurde eine anaerobe PYG-Glycerin-Mischung aus je
2,5 ml PYG und Glycerin (99,5 %) hergestellt, die dann mit 5 ml einer iiber Nacht gewachsenen Kultur
vermischt wurde. Die Lagerung erfolgte bei -70 °C. Zusétzlich wurden Kulturen konserviert, die
Ausgangspunkt fiir die Inokulation der Vorkulturen fiir die Experimente waren. Diese Arbeitskonserven
wurden aus derselben Kultur wie die Stammkonserve hergestellt und bestanden aus jeweils 250 ul
Glycerin-PYG-Mischung und 250 pl Kultur. Sie wurden aerob in Schraubdeckelrohrchen pipettiert und
sofort eingefroren. Die Reaktivierung der Arbeitskonserven erfolgte, indem 250 ul in 5 ml PYG-
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Medium iiberfithrt wurden. L-Cystein in den Medien sorgte dabei fiir eine schnelle Reduktion des
eingebrachten Sauerstoffs. Nachdem Wachstum erkennbar war, wurden die Kulturen erneut in PYG
iiberfiihrt. Diese Kulturen konnten dann fiir mindestens 2 Wochen bei 4 °C gelagert werden und dienten
der Inokulation von Vorkulturen. Zur Konservierung der E. coli Stimme wurde LB-Medium anstelle
von PYG-Medium verwendet.

3.3.2 Kultivierungsbedingungen fiir Bacteroidia

Bacteroidia-Staimme wurden in Volumina von 5 — 500 ml kultiviert und, sofern nicht anders angegeben,
mit je 1 % des Kulturvolumens aus Vorkulturen inokuliert. In der Regel erhielten die Vorkulturen
dasselbe Medium und Substrat, wie die Kulturen mit denen die Experimente durchgefiihrt wurden. Die
Inkubation von B. propionicifaciens und P. paurosaccharolyticus erfolgte jeweils bei 30 °C, die aller
anderen Stamme bei 37 °C im Wasserbad (WTB, Memmert, Schwabach, Deutschland). Fiir die
Kultivierung auf Minimalmedium wurde zunidchst in DMMG mit 1 m/l der 10 x Wolin-Losung
verwendet. Dieses Medium minderte jedoch das Wachstum einiger Stimme, weswegen Versuche zur
Optimierung des Mineralmediums durchgefiihrt wurden. Aufgrund der dabei erhaltenen Ergebnisse
enthielt das Medium in den nachfolgenden Versuchen die 5 x Wolin-Losung mit gesteigerter Bis-
Konzentration. Diese wurde ebenfalls im PYG-Medium eingesetzt.

3.3.3 Kultivierung von Escherichia coli

Das bei gentechnischen Arbeiten eingesetzte Bakterium E. coli wurde in LB-Medium aerob bei 37 °C
in einem Inkubator (Innova 4239, New Brunswick, Kanada) kultiviert. Fliissigkulturen wurden bei

150 rpm geschiittelt.

3.4 Analysemethoden
3.4.1 Bestimmung des bakteriellen Wachstums

Die optische Dichte bei 600 nm (ODgoo) diente als MaB fiir die Bakterienbiomasse einer Kultur. Die
Messung erfolgte gegen einen Leerwert des gleichen Mediums in einem Spektrophotometer. Gemessen
wurde entweder direkt in Hungate-Rohrchen (OD600 DiluPhotometer, Implen, Miinchen) oder in
Plastikkiivetten mit der Schichtdicke 1 cm (Biowave II, WPA, Cambridge, UK). Letzterem ging eine
Verdiinnung der Kulturen auf eine ODgo von 0,1 bis 0,3 voraus.

3.4.2 Bestimmung des pH

1,5 ml Kultur wurden in ein 2-ml-Reaktionsgefil3 gegeben und zentrifugiert (6000 x g, 4 °C, 20 min).
Dann wurde der pH des Uberstandes mit einem Messgerit (SevenEasy, Mettler Toledo, Columbus,USA)
ermittelt. Es wurde darauf geachtet, dass sich ein konstanter Wert eingestellt hatte, bevor der Wert
aufgeschrieben wurde.

3.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration in Zellkulturen wurde regelmdflig mit einer Biuret-Reaktion bestimmt
(Schmidt er al., 1963). Als Ausgangsmaterial dienten Zellpellets von 0,5 — 2 ml Kultur, die bei 6000 x g,
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4 °C und 20 Minuten sedimentiert worden waren (5427 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der
Zellmasse wurden 1 ml H2Ogest. sowie 125 pl einer 4 M NaOH Losung hinzugefiigt. Danach folgte die
Lyse bei 99 °C fiir 10 Minuten. Die Proben wurden auf Eis gekiihlt, bevor jeweils 400 ul Biuret-Losung
hinzugegeben wurden. Nachdem die Proben 30 Minuten lang bei 37 °C inkubierten und nochmals fiir
5 Minuten bei 4 °C und 13.000 x g zentrifugiert worden waren, wurde die Absorption des Uberstands
bei 546 nm gegen HyOgesr. gemessen. Zur Quantifizierung wurde eine Standardreihe mit 1 mg/l BSA in
H>Oqes. hergestellt, Als Blindwert diente 1 ml H2Ogest. Zu den Ansdtzen wurden direkt 125 pl NaOH

hinzugegeben. Sie wurden dann auf die gleiche Weise bearbeitet, wie die Proben.

Tabelle 3.15: Zusammensetzung der Biuret-Losung

Substanz Menge pro 1 HyOgest.
Kaliumnatriumtartrat 1692 g
CuSOs x 5 H,O 25 g
Kaliumiodid 6,24 g
NaOH 10 g

Bei der Herstellung wurde darauf geachtet, dass die Substanzen einzeln geldst und in oben angegebener

Reihenfolge miteinander vermischt wurden. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

3.4.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatografie

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (high-performance liquid chromatography, HPLC) wurde
in dieser Arbeit regelméfig zur Bestimmung der Produkt- und Glucosekonzentration von Fliissigkeiten
eingesetzt. Fiir die HPLC-Proben wurden ca. 400 pl Kultur, bei 6000 x g (4 °C, 20 min) sedimentiert.
Zu je 250 ul Uberstand wurden 10 ul 50%iger Schwefelsiure (v/v) gegeben. Die Mischung wurde dann
erneut bei 4 °C und 13.000 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das zur Analyse verwendete Shimadzu
HPLC-System (Kyoto, Japan) bestand aus einem automatischen Probennehmer (SIL-20AC), einem
Pumpensystem (LC-20AD) und einem Ofen (CTO-20AC). Die Signalerfassung erfolgte mit Hilfe eines
UV-Vis-Detektors, der Licht mit 210 nm Wellenldnge emittierte und eines Brechungsindexdetektors
(refractive index detector, RID). Pro Messung wurden 10 pl Probe mit 5 mM Schwefelsdure fiir
30 Minuten bei 30 °C und einem Volumenstrom von 6 ml/min liber eine organic-acid-resin-Saule eluiert
(300 x 8 mm, Chromatografie Service GmbH, Langerwehe, Deutschland). Zur Konzentrations-
berechnung wurden i. d. R. die Messwerte des RID-Detektors verwendet. Die Daten des UV-Vis-
Detektors wurden genutzt, wenn die Konzentration unter dem Detektionslimit im RID lagen. 100 bis
0,5 mM Standardlésungen dienten der Quantifizierung der Substanzen. Die Auswertung der Laufe und

Berechnung der Konzentrationen erfolgten mit dem Firmenprogramm LabSolutions™.

3.4.5 Gaschromatografie (GC)

Die Gaschromatografie wurde ebenfalls zur Analyse geldster Substanzen (Acetat, Succinat, Propionat)
im Kulturiiberstand genutzt, denn die Methode wies ein niedriges Detektionslimit fiir Acetat auf. Die
Acetatkonzentration wurde daher in der Bilanzberechnung aus den GC-Daten ermittelt. Weiterhin wurde
die Zusammensetzung der Gasphase in den KulturgefaBen analysiert. Fiir beide Analysemethoden
wurde ein 8860 GC-System (Agilent, Santa Clara, USA) verwendet. Das Analysematerial fiir die

Sduren-Bestimmung bestand aus 950 pl zellfreiem Kulturiiberstand, welcher wie in Punkt 3.4.4 durch
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Zentrifugation gewonnen wurde. AnschlieBend wurde dem Uberstand 50 pl 2 M Phosphorsiure
hinzugefiigt. Die Proben wurden erneut zentrifugiert (13.000 x g, 4 °C, 5 min) und der Uberstand
vermessen. Es wurde die HayeSep P 60/80 UM Saule (6 ft. 1/8 2 mm, Agilent) verwendet. Jede Messung
lief 30 Minuten mit N als Tragergas bei einem Fluss von 300 ml/min. Die Temperatur der Séule wurde
wihrend der Messung von 120 °C auf 250 °C erhdht. Die Detektion der Substanzen erfolgte mit einem
Flammenionisationsdetektor (FID), der bei 250 °C betriecben wurde. Zur Bestimmung der
Wasserstoffproduktion wurden Kulturen von B. cellulosilyticus, P. copri, B. graminisolvens und
B. propionicifaciens in 20 ml DMMG mit entweder 15 oder 30 mM Glucose bis zur stationéren Phase
kultiviert. Mit einer gasdichten Spritze wurden dann jeweils 1 ml Gas aus den Flaschen entnommen und
direkt in den Injektionspart des GC eingespritzt. Die Trennung erfolgte mit der Séule carboBOND (50 m
x 530 um x 5 um, Agilent, Santa Clara, USA) und N, als Trégergas bei einer Flussrate von 5 ml/min
und 50 °C. Uber einen Wirmeleitfihigkeitssensor (TCD), der bei 180 °C betrieben wurde, wurden die
Gasbestandteile detektiert. Als Referenzgase dienten reiner Stickstoff (100 % N>), Protadur (80 % N»/20
% COy), Formiergas (95 % Na/5 %H>) und Gas aus einer Flasche mit DMMG.

3.4.1 Optisch-Enzymatische Glucosebestimmung

Zusétzlich zur HPLC-Methode wurde die Glucosekonzentration in einzelnen Féllen auch iiber eine
enzymatische Reaktion bestimmt. So konnte wéhrend der Fed-Batch-Versuche (3.5.3) entschieden
werden, ob eine Glucosegabe notwendig war. Dabei wurde ein Reaktionsansatz aus Hexokinase und
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Version 05, Roche, Freiburg, Deutschland) verwendet. Das erste
Enzym phosphoryliert dabei ATP abhéngig Glucose zu Glucose-6-Phosphat (G6P), welches durch die
Aktivitit der G6P-Dehydrogenase zu 6-Phosphogluconolakton umgewandelt wird. Beim zweiten Schritt
wird NADP* zu NADPH + H" reduziert. Letzteres weist ein typisches Absorptionsspektrum mit einem
Peak bei 340 nm auf. Die Zunahme der Absorption bei dieser Wellenldnge kann nach dem Labert-
Beer‘schen Gesetzt in die NADPH Konzentration umgerechnet werden, die der Glucosekonzentration
entspricht. Als Analysematerial diente zellfreier Kulturiiberstand (Zentrifugation 13.000 x g, 4 °C,
5 Min), der entweder unverdiinnt eingesetzt oder bis zu 1:10-fach mit HOgest. verdiinnt wurde. Der
Reaktionsansatz wurde in einer Plastik Halbmikroliter Kiivette der Schichtdicke 1 cm nach Angaben

des Herstellers hergestellt.

Tabelle 3.16: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Optisch-Enzymatischen Glucosebestimmung

Komponente (Konzentration) Menge pro Kiivette
Tris (0,2 M) mit MgSO4x 7 HyOuest. (2 mM), pH 7,6 900 pl
Na-NADP" (44 mg/ml) 10 pl
Na,-ATP (96 mg/ml) 10 pl
Proben Uberstand 10 ul

Nachdem der Ansatz sorgfaltig durchmischt worden war, wurde die Extinktion E1 bei 340 nm gemessen.
Im Anschluss folgte die Zugabe von jeweils 10 pl des Enzymgemischs aus Hexokinase und Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase. Nach Inkubation fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde erneut die
Extinktion E2 gemessen. Die Berechnung der Glucosekonzentration in g/l erfolgte nach der folgenden
Formel 1.
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(EZ - El) * qus * Mngucose

VF
exdx VProbe "

Cglucose [%] =

Formel 1: Berechnung der Glucosekonzentration mittels optisch enzymatischer Bestimmung. ¢, Konzentration;
E1/E2; Extinktion bei 340 nm vor und nach Zugabe der Enzymmischung; Vg, Gesamtvolumen; MW;
Molekulargewicht von Glucose (180 g/1); &, Extinktionskoeffizient von NADPH bei 340 nm (6.300 [*mol*cm™);

d, Kiivettendicke (1 cm); Vpone, Probenvolumen; VF, Verdiinnungsfaktor)

3.4.2 Bestimmung intrazellulirer Polysaccharide (IPS)

Glykogen ist ein intrazelluldrer Speicherstoff aus a-D-Glucose-Einheiten, die iiber a-(1—4) und
a-(1—6) Bindungen verkniipft sind (Cifuente er al., 2019). Die Bestimmung erfolgt iiber eine
kolorimetrische Methode mit Anthron (Del Don et al., 1994). Dafiir wurden jeweils 2,5 - 5 ml Zellkultur
sedimentiert (13.000 x g, 4 °C, 20 min) und anschlieBend in 1 ml HyOges. gewaschen. Dann wurde das
Zellpellet in 300 pl HoOges. resuspendiert und mit 200 ul NaxSO4 (2 % w/v) vermischt. Es folgte die
Inkibation fiir 10 Minuten bei 70 °C, mit anschlieBender Kiihlung auf Eis. Nachdem 1 ml Methanol
(MeOH) hinzugegeben wurde, wurden die Zellen wiederum zentrifugiert (12.000 x g, 4 °C, 3 min). Das
so entstandene Pellet wurde noch einmal mit 1 ml MeOH gewaschen und der Uberstand verworfen,
bevor 5 ml des Anthron-Reagenzes zum Ansatz gegeben wurden. Nach 15 Minuten Inkubation bei 90 °C
folgte eine weitere Kiithlung auf Eis. SchlieSlich wurde die Extinktion der Probe bei 620 nm gegen einen
Leerwert gemessen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe einer Eichgeraden, die aus je
300 pl Glykogen-Losung bestand und zwischen 0 und 800 mg/1 Glykogen aus Rinderleber enthielt. Das
Anthron-Reagenz wurde vor jeder Bestimmung neu hergestellt. In spateren Versuchen wurde, um den

Probendurchsatz zu erhéhen, jeweils nur ein Fiinftel der Komponenten eingesetzt.

Tabelle 3.17: Zusammensetzung des Anthron-Reagenzes

Substanz Menge pro 100 ml H>O gest.
H,SO4 konz. 75 ml

Ethanol, 96 % (v/v) Sml

Anthron 02¢g

Eine weitere Methode der Glykogenbestimmung wurde angewandt, um den Glykogengehalt der
Standardsubstanz zu ermitteln (Lanham et al., 2012). Dazu wurden zwischen 0 und 2 mg Glykogen aus
Rinderleber in 2-ml-Reaktionsgefile abgewogen und in 2 ml 0,9 M HCI gelost. 500 pl dieser Losung
wurden direkt tiber die HPLC vermessen. Mithilfe einer Glucose-Eichreihe wurde die Menge an
Glucose ermittelt, die in dem Glykogen enthalten waren. Dieser zusétzliche Schritt ermdglichte die
Umrechnung der Glykogenkonzentration der Anthronbestimmung [g/1] in einen Glucosedquivalenzwert
[mol/1].

3.4.3 Trockengewichtbestimmung

Zur Berechnung der Stoffwechselbilanz wachsender Zellen war eine Trockengewichtbestimmung

notwendig. Dafiir wurden jeweils 45 — 50 ml Zellkultur in ein 50-ml Zentrifugenréhrchen gefiillt und
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bei 6000 — 8000 x g und 4 °C fiir 20 Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
in 1 ml PBS aufgenommen und in ein 2-ml Reaktionsrohrchen iiberfiihrt, dessen Masse zuvor mit einer
Feinwaage (Analysewaage XA205, Mettler-Toledo GmbH) bestimmt worden war. Die Trocknung
erfolgte fiir 24 h per Gefriertrocknung (Gefriertrockner VaCol mit Vakuumkonzentrator, Zirbus
technology GmbH, Bad Grund). Direkt im Anschluss wurde erneut das Gewicht bestimmt. Aus den
Werten wurde die Differenz errechnet, die mit dem Verdiinnungsfaktor korrigiert wurde, um das

Trockengewicht in g/l zu erhalten.

3.4.4 Elementaranalyse

Die elementare Zusammensetzung der Bacteroides-Stimme erfolgte aus Zellen der spéten
exponentiellen Phase. Es wurden 1000 ml einer Kultur von B. propionicifaciens in DMMG bei einer
ODgoo von 0,9 geerntet. Von B. graminisolvens wurden 500 ml einer Kultur mit einer ODsoo von 1,4
eingesetzt. Die Zellen wurden bei 8000 x g und 4 °C und 20 Minuten sedimentiert und mit 1/5 des
Ausgangsvolumens H>Oqes. gewaschen. Das Pellet wurde dann in ca. 30 ml H2Ogest. resuspendiert, um
es in ein 50-ml Falcon Réhrchen zu iiberfiihren. Es folgte die Trocknung fiir 48 h im Gefriertrockner.
Danach wurde die Zellmasse mit Morser und StoBel homogenisiert und 2-mal jeweils 40 mg des Pulvers
in Schraubdeckelrohrchen gefiillt. Die Analyse der Zellen erfolgte durch das Fraunhofer-Institut fiir
Angewandte Polymerforschung IAP (Potsdam, Deutschland). Es ermittelte den prozentualen
Massenanteil von Stickstoff, Kohlenstoff, Wasserstoff, Schwefel und Sauerstoff der Proben. Der
Sauerstoffanteil wurde aus drei technischen Replikaten berechnet, der aller anderen Elemente aus zwei

Messungen. Die Berechnung der Summenformel der Zellmasse erfolgte nach Formel 2.

g my X M,
Anteil eines Elements an der Summenformel = ———
My X m,

Formel 2: Berechnung der molaren Anteile der Elemente in der Zellmasse. my, Masse des Elements pro mg
Trockengewicht; My, molare Masse des Elements; m., Masse Kohlenstoff in der Probe pro mg Trockengewicht;
M., molare Masse Kohlenstoff (12,01 g/mol).

3.5 Physiologische Untersuchung der Bacteroidia
3.5.1 Wachstumsversuche im Plattenlesegeriit

Fir einen erhohten Probendurchsatz wurden Wachstumsversuche in einem Plattenlesegerit
durchgefiihrt (Epoch™ 2 Mikroplate Spectrophotometer, BioTek Instruments Inc., Winooski, USA),
welches sich im Anaeroben-Zelt befand (3.3.1). Die Vorbereitung des Mediums und die Inokulation der
Kulturen erfolgten jedoch auBlerhalb des Zeltes in Hungate-Rohrchen mit jeweils 10 ml Medium. Die
Medien wurden mit einer ODgoo von 0,02 inokuliert und dann innerhalb des Zeltes in Mikrotiterplatten
uberfiihrt. Die Wells der 24-Well Platten wurden mit jeweils 1000 ul Kultur befiillt und 48-Well Platten
mit 500 pl. Die Reste der Ursprungskultur wurden fiir die Bestimmung der Produktkonzentration zum
Startzeitpunkt verwendet und als Kontrollen dienten Wells mit H;Ogesr. und Medium. Die
Mikrotiterplatte wurde mit einem klaren Film abgedeckt (Sealing tape sterile, Thermo Scientific,
Darmstadt, Deutschland) und mit einer sterilen Kaniile zwischen den Wells perforiert, um eine Wolbung

der Folie durch Gasproduktion zu verhindern. Um die Kondensatbildung zu unterdriicken, wurde
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zwischen der oberen und der unteren Heizplatte ein Gradient von 1° C eingestellt. Bei einer
Inkubationstemperatur von 37 °C hatte die die obere Heizplatte eine Temperatur 37,5 °C und die untere
36,5 °C. Das Messprogramm bestand aus einem Zyklus, welcher sich alle 15 Minuten wiederholte. Es
beinhaltete ein 5-miniitiges Schiittelintervall (doppelt-orbital) bei 282 Zyklen pro Minute (cycles per
minute, cpm), gefolgt von 20 s Schiitteln (linear) bei jeweils 567 cpm. SchlieBlich wurde die ODso
bestimmt. Am Ende des Wachstumsversuches wurden Proben zur Produktbestimmung entnommen.

3.5.2 Untersuchung der CO,-Abhingigkeit

Der Einfluss von CO; auf den Stoffwechsel wurde fiir die zwei Stimme B. graminisolvens und
B. propionicifaciens getestet. Da das Gas im DMMG eine Pufferfunktion einnimmt, musste die
Zusammensetzung des Mediums modifiziert werden. Es enthielt zusétzlich 50 mM 3-(N-Morpholino)-
propansulfonsdure (MOPS) und wurde mit 100 % Stickstoff begast. Die CO,-Konzentration des
Mediums wurde iiber die Zugabe von 0 — 50 mM NaHCO; reguliert, wobei 50 g/l in etwa der
Konzentration des herkommlichen DMMG-Mediums entsprechen. Es wurden jeweils 10 ml Medium in
Hungate-Réhrchen mit einer ODgpo von 0,02 inokuliert. Das Medium zur Kultivierung von

B. propionicifaciens enthielt zusétzlich 0,5 g/l Hefeextrakt.

3.5.3 Kultivierung als pH-kontrollierte Fed-Batch

Das Medium fiir den Versuch basierte auf DMMG, aber jeweils mit der doppelten Konzentration
Ammoniumchlorid, Magnesiumchlorid, Calciumchlorid, Eisenlésung, SL-6-Spurenelemente-Losung
sowie Hamin, Vitamin K; und 5 x Wolin-Losung. AuBBerdem wurden 1 g/l Hefeextrakt hinzugefiigt
(Hersteller siche Tabelle A7). Dies sollte eine Limitation des Zellwachstums verhindern. L-Cystein HCI1
x 1 H>O wurde dem Medium erst nach dem Autoklavieren aus einer anaeroben 2,5 M Stockldsung
hinzugefiigt, sodass eine Konzentration von 0,5 g/l erreicht wurde. Der Aufbau des Reaktors ist in
Abbildung 3.1 gezeigt. 1,5 1 des Mediums wurden in einem Kulturgefa3 vorbereitet und zusammen mit
einer autoklavierbaren pH-Elektrode (EasyFerm Plus PHI K8 200, Hamilton, Bonaduz, Schweiz)
autoklaviert. Eine Begasung mit 80 % N»/20 % CO, (v/v) wurde erst im Anschluss vorgenommen,
wobei die Gaszufuhr durch Einwegfilter (0,2 um PorengroBe) sterilisiert wurde. Die Gaszufuhr lief
wihrend der gesamten Kultivierungsdauer bei einem Volumenfluss von 1 1/h. Die Zusédtze und Glucose
wurden dem Medium, nachdem es bis auf Handwéirme abgekiihlt war, {iber einen Animpfstutzen
hinzugegeben. Die Kultivierung startete mit einer initialen Glucosekonzentration von 15 mM. Sie wurde
regelméBig iiber eine optisch-enzymatische Bestimmung iiberpriift (3.4.1). Sank sie unter einen Wert
von 5 mM erfolgte eine erneute Zugabe in Pulsen von 15 - 60 mM. Die Kultur wurde mit 1 % des
Ausgangsvolumens aus einer Ubernachtkultur im DMMG-H inokuliert. Das Kulturgefil war an eine
Biostat B plus Steuereinheit (Satorius, Gottingen, Deutschland) angeschlossen. Sie steuerte den Riihrer,
die KOH-Pumpe und konnte die Temperatur iiber einen Temperaturfiihler {iberpriifen. Die Kultur wurde
bei 50 rpm durchmischt und der Wassermantel um das Gefal mit einem Thermostat (RM6, Lauda,
Lauda-Ko6nigshofen, Deutschland) beheizt. Durch die konstante pH-Messung erfolgte die automatische
Zugabe einer 2 M KOH-Losung, sobald der pH unter 7 fiel. Ein Probennehmer ermoglichte die sterile
Entnahme von Kultur und damit die regelmidBige Bestimmung von ODeg, Glucose- und
Produktkonzentration. Bei der Probennahme wurde darauf geachtet, dass das Reservoir mindestens

zweimal gespiilt wurde, bevor Proben zur Messung entnommen wurden.
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Abbildung 3.1: Aufbau der pH-kontrollierten Fed-Batch-Kultivierung. Graue Pfeile zeigen die Flussrichtung von

Fliissigkeiten und Gasen. 1, 2 M KOH-Vorratslosung; 2, Pumpe der Steuerungseinheit; 3, pH-Elektrode; 4,
Temperaturfithler; 5, Rihrgerdt bei 50 rpm; 6, Probennehmer mit Reservoir; 7, Gaszufuhr bei 1 1/h; 8,

Wassermantel und Thermostat, 9, Animpfstutzen zur Zugabe von Glucose und Medienzusétzen.

3.5.4 Herstellung ruhender Zellen
Zur Herstellung von ruhenden Zellen wurden jeweils 1000 ml DMMG bzw. 3000 ml DMMG-H mit

B. graminisolvens und B. propionicifaciens Vorkulturen inokuliert. Am Ende der exponentiellen Phase
wurden die Bakterien anoxisch geerntet. Dabei wurden die Kulturen innerhalb des Anaerobenzeltes in
luftdicht verschlieBbare Zentrifungenbecher verteilt und bei 6000 — 8000 x g und 4 °C fiir 10 - 20
Minuten sedimentiert (Sorvall RC 6, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland). Die Zellen
wurden zweimal mit jeweils 1/5 des Ausgangsvolumens in Resting-Cells-Buffer (RCB, Tabelle 3.18)
gewaschen und schlieBlich in 100 pl (B. graminisolvens) bzw. 200 ul (B. propionicifaciens) RCB
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann in sterile Gefd3e pipettiert und luftdicht verschlossen,
bevor sie wieder aus dem Anaerobenzelt geschleust wurde. Um den Wasserstoff aus den Kulturgefédf3en
zu spiilen, wurde der Luftraum in den Gefallen mit sterilen Kaniilen und Filtern (0,2 um Porengrofie)
fir 5 Minuten mit 80 % N»/20 % CO, (v/v) ausgetauscht. AnschlieBend wurden die Kulturen fiir
30 Minuten bei ihren entsprechenden Inkubationstemperaturen ausgehungert. Vor dem Start der
Messung erfolgte die Gabe 15 mM Glucose. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Kulturen bis zu 120 h
weiter inkubiert und regelméBig Proben zur Bestimmung der Produktkonzentration entnommen.

Weiterhin erfolgte die Bestimmung des Proteingehalts am Anfang der Inkubation und nach 4 bzw. 8 h.
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Resting Cells Buffer (RCB)
RCB wurde hergestellt wie DMMG. Seine Zusammensetzung ist in Tabelle 3.18 aufgefiihrt. Es bestand

aber ausschlieBlich aus dessen Puffersubstanzen und NaCl. Weiterhin enthielt der Puffer keine Vitamine
oder Hamin. Lediglich Glucose wurde direkt vor dem Start der Produktmessung zu einer End-

konzentration von 15 mM hinzugefiigt. Der pH wurde vor dem Begasen mit KOH auf pH 8 eingestellt.

Tabelle 3.18: Zusammensetzung RCB

Substanz Menge pro 1 H>Ogest.
NaCl 09 g
KH,PO,4 1.7 g
K>HPO, 22 g
L-Cystein HCl x 1 H>O 05 ¢g
Resazurin 0,1 % 1 ml

3.5.5 Stoffwechselbilanz wachsender Zellen

Fiir die Untersuchung der Stoffwechselbilanz wurden Wachstumsversuche von B. graminisolvens und
B. propionicifaciens mit je drei 500-ml-Kulturen durchgefiihrt. Es wurden in regelméfBigem Abstinden
Proben entnommen zur Bestimmung von ODsgo, Proteingehalt und Produktkonzentrationen entnommen.
18 weitere 50-ml-Kulturen wurden parallel inkubiert. Von diesen Kulturen wurden zu unterschiedlichen

Zeitpunkten ODego, Proteingehalt und Trockengewicht bestimmt.

3.6 Genomanalyse

Das Vorhandensein der Gene fiir Enzyme der zentralen Stoffwechselwege wurde mit dem Programm
Blast® (https://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) iiberpriift. Zunichst mussten dafiir Aminoséuresequenzen
relevanter Enzyme gefunden werden, die als Referenz fiir die Suche dienten. Diese wurden iiber die
Datenbanken UniProt (https://www.uniprot.org/) (The UniProt Consortium, 2025) und Protein Data
Bank in Europe (PDBe; https://www.ebi.ac.uk/pdbe/) bezogen. Da nur wenige Enzyme aus Bakteroidia-
Bakterien charakterisiert sind, wurden homologe Enzyme aus anderen Bakterien als Referenz
verwendet. Die entsprechenden Referenznummern sind in Tabelle A12 aufgefiihrt. Mit den Sequenzen
wurde ein Vergleich vom BlastP-Algorithmus durchgefiihrt. Es wurde die ,,nicht redundante
Proteinsequenzen®-Datenbank durchsucht. Die Suche wurde auf die 11 Bacteroidota-Spezies
beschriinkt, war jedoch nicht stammspezifisch. Wenn keine signifikante Ubereinstimmung fiir einen
Organismus gefunden wurde, wurde eine weitere Suche durchgefiihrt, jedoch mit dem BlastN-
Algorithmus. Er vergleicht Aminoséuresequenzen mit Gensequenzen. Dadurch konnte die Nukleotid-
Datenbank ,,Whole genome shotgun sequencing® verwendet werden. Da noch nicht bei allen der
Stimme vollstdndig annotierte und zusammengefiigte Genome vorlagen, half dieser Schritt in vielen
Fillen Ubereinstimmungen zu finden, selbst wenn die erste Suche keine Treffer ergeben hatte. War trotz
dessen keine Sequenz auffindbar, wurde das Gen als nicht vorhanden eingestuft. Um stammspezifische
Daten zu erhalten, wurde die BlastN-Analyse noch einmal mit zwei vollstandigen Genomen der zwei

Stamme B. graminisolvens und B. propionicifaciens wiederholt. Dafiir wurden pro Stamm zwei
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Genome verwendet. Fiir B. graminisolvens, NZ_BAJS01000063.1 und NZ_ ATZI01000001.1 und fiir
B. propionicifaciens, NZ_BAJO01000080.1 und NZ_AQWS01000001.1.

3.7 Arbeiten mit Nukleinsiuren
3.7.1 Isolierung von genomischer DNA (gDNA) aus Phocaeicola vulgatus

Als Ausgangsmaterial diente eine 5 ml Ubernachtkultur von P. vulgatus in PYG-Medium, von der je
2 ml zentrifugiert wurden (13.000 x g, 5 min, 4 °C). Die Pellets wurden bis zur weiteren Verwendung
bei —20 °C gelagert. Zur Isolierung der DNA wurde das NucleoSpin Microbial DNA Kit von Macherei
Nagel (Diiren, Deutschland) verwendet. Alle Materialien und Losungen wurden mitgeliefert und die
Isolierung wurde nach Anleitung durchgefiihrt. Der Zellaufschluss erfolgte in einem Lyse-Gerit
(FastPrep™-24 56, MP Biomedicals Germany GmbH, Eschwege) bei 6 m/s fiir 3 x 30 s mit 50 mg
Glasperlen (150 -212 um). Die gDNA wurde mit 2 x 25 pl Elutionspuffer von der Silikat-Sdule eluiert.
AnschlieBend folgte die Bestimmung der DNA-Konzentration (3.7.3) und die Priifung der Qualitét mit
Gelelektrophorese (3.7.4).

3.7.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli und P. vulgatus

E. coli Stimme wurden in 5 ml LB, P. vulgatus Staimme in PYG inokuliert. Beide Medien enthielten
jeweils 100 mg/l Erythromycin. Die Kulturen wurden {iber Nacht inkubiert und je 2 ml davon fiir
5 Minuten bei 6000 x g und 4 °C sedimentiert. Es wurde das NucleoSpin Plasmid Easy Pure Kit von
(Macherei Nagel, Diiren) verwendet und entsprechend der Anleitung durchgefiihrt. Eluiert wurde erst
mit 20 pl und nochmals mit 10 pul des beiliegenden Elutionspuffers. AnschlieBend wurde die

Konzentration im Spektrophotometer bestimmt und die Qualitét durch Gelelektrophorese iiberpriift.

3.7.3 Quantifizierung von Nukleinsiuren

DNA und RNA haben ein charakteristisches Absorptionsspektrum mit einem Hohepunkt bei einer
Wellenlénge von 260 nm und einem Minimum bei 230 nm (Garcia-Alegria et al., 2020). Dies wird bei
der Bestimmung der Nukleotidkonzentration mit Spektrophotometer ausgenutzt. Es wurde das
NanoPhotometer® N60/N50 (Implen GmbH, Miinchen) genutzt. Vor jeder Messung wurde die Optik
mit H,Oges. gereinigt und ein Leerwert mit Elutionspuffer gemessen. Dann wurde jeweils 1 ul Probe auf
den Mess-Punkt aufgetragen. Das Gerdt ermittelte die DNA-Konzentration sowie weitere
Absorptionsparameter, die die Abschidtzung der Qualitidt zulassen. Ein Absorptionsverhéltnis von
260/280 von 1,7 -2 wurde dabei als Hinweis auf eine gute Reinheit der Probe angesehen, wobei
geringere Werte auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder Phenolen zuriickzufiihren sind und héhere
Werte auf einstrangige Nukleinsiduren. Bei dem 260/230 Verhaltnis ist hingegen ein Ergebnis von {liber
1,5 optimal (Bruijns et al., 2022).

3.7.4 Agarose Gelelektrophorese

Fiir die Auftrennung von Nukleinsduren wurden 0,8 - 1%ige (w/v) Agarosegele hergestellt. Dazu wurde
die entsprechende Menge Agar mit 1 x TAE-Puffer gemischt und durch mehrmaliges Aufkochen in der
Mikrowelle gelost. Im Anschluss wurden 60 ul/l des Farbstoffs Midori Green Advance (Nippon
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Genetics Europe GmbH, Diiren) hinzugefiigt. Nach dem Aushérten wurde es in eine Gelkammer gelegt
und mit 1 x TAE-Puffer bedeckt. Die Gele wurden mit 3 ul 1 Kb DNA Ladder oder 1 Kb Plus DNA
Ladder (NEB, New England Biolabs, Frankfurt am Main) beladen. 2,5 pl DNA-Probe wurden jeweils
mit 0,5 pl 6 x Ladefarbstoff (Gel Loading Dye Purple (6x), NEB) vermischt und ebenfalls auf das Gel
aufgetragen. Dann wurde fiir 30 — 45 Minuten iiber eine Steuereinheit (Biometra, Analytik Jena
GmbH+Co. KG, Jena) eine Spannung von 90 V angelegt. Im Anschluss wurden die DNA-Fragmente
durch UV-Strahlung einer Fotodokumentationsstation (Geldokumentationsanlage Dark Hood DH+50,
Biostep GmbH, Jahnsdorf) sichtbar gemacht und dokumentiert.

Tabelle 3.19: Zusammensetzung des 50 x TAE-Puffers

Substanz Menge pro 1 H>Ogest.
TRIS 242 ¢
Eisessig 57,1 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 100 ml

Der 1 x TAE-Puffer wurde durch die Verdiinnung der 50-fachen Losung mit H>Ouges:. hergestellt.

3.7.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Es wurden zwei verschiedene Polymerasen fiir die PCR-Reaktionen verwendet. Die Tag-Polymerase
(OneTag Quick-Load 2x Mastermix mit Standard Puffer, NEB, New England Biolabs, Frankfurt am
Main) diente der Amplifizierung von DNA-Fragmenten beispielsweise zur Identifizierung von Stimmen
mittels 16S-Gen-Sequenz oder Kolonie PCR. DNA-Fragmente fiir die Klonierung wurden mit der Q5®
High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, New England Biolabs, Frankfurt am Main) amplifiziert, die eine
geringere Fehlerrate hat. Es wurde meist mit 25 pl Reaktionsansétzen gearbeitet, die jeweils 1 ul DNA-
Matrize enthielten und entsprechend der Gebrauchsanleitung vorbereitet wurden. Die
Hybridisierungstemperaturen wurden mit Hilfe des NEB Tm calculator
(https://tmcalculator.neb.com/#!/main) bestimmt. Bei jeder Reaktion wurde zusétzlich ein Ansatz ohne
DNA-Template mitgefithrt. Primer wurden mit dem Programm ApE (A plasmid editor,
https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/, (Davis und Jorgensen, 2022)) anhand der Zielsequenz
designt. Mit dem online Tool OligoAnalyzer™ (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer, Integrated DNA
Technologies), wurden Primer auf Sekundéarstrukturen und heterodimere iiberpriift und tiber die Firma
Sigma-Aldrich (Merck, Darmstadt, Deutschland) bezogen. Der Ablauf der PCR-Reaktionen der beiden
Polymerasen ist in der Tabelle A4 zusammengefasst.

3.7.6 PCR-Aufreinigung

Bei bestimmten Anwendungen, wie beispielsweise Sequenzierungen oder Gibson-Assembly, war es
notwendig, PCR-Fragmente vor der weiteren Nutzung aufzureinigen. Hierfiir wurde das NucleoSpin
Gel and PCR Clean-Up Kit (Macherei Nagel, Diiren, Deutschland) verwendet. Die Elution erfolgte
zweimal, zundchst mit 15 pl und dann 10 pl Elutionspuffer, der zuvor auf 70 °C erhitzt worden war. Die
Elutionen wurden vereinigt. Im Anschluss erfolgte die Priifung der Qualitéit und der DNA-Menge mit
Spektrophotometer (3.7.3).
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3.7.7 Sequenzierung von DNA

Es wurden jeweils Ansdtze mit 12 pl DNA vorbereitet. Lineare DNA wurde mit Nuclease-freiem HyOges:.
auf eine Konzentration von ca. 40 ng/ul verdiinnt und Plasmide auf 100 ng/ul. Dann wurden je 2 pl
eines 10 pM konzentrierten Primers (Tabelle A3) komplementir zur Zielsequenz hinzugegeben und

schlieBlich zum Sequenzierservice der Firma LGC-Genomics (Berlin, Deutschland) geschickt.

3.7.8 Isolierung von RNA

Zur Isolierung von RNA aus P vulgatus wurden Zellen des Wildtyps, P vulgatus pG106 sowie
pG106 np mutA_ scpA jeweils in DMMG und PYG mit der dreifachen Menge der 5 x Wolin-Losung
bis zur mittleren exponentiellen Phase inkubiert (ODsoo ca. 0,8 bzw. 2,5). Vor der Zellernte wurden die
Kultur-Rohrchen fiir 10 Minuten auf Eis gestellt. Dann wurden jeweils 1 ml Kultur auf Eis in 1,5 ml
ReaktionsgefiBe gefiillt und sedimentiert (13.000, 5 min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und
darauf geachtet, dass die Fliissigkeit komplett abgenommen wurde. Dann wurden die Zellen bis zur
Weiterverarbeitung bei — 70 °C gelagert. Fiir die Extraktion der RNA wurde das RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Es wurden jeweils Zellen aus 2 ml (DMMG) bzw. 1 ml
(PYG) Kultur eingesetzt. Die Extraktion wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Um die
Kontamination mit DNA zu verringern, wurde zusétzlich eine Sidulen-DNAse Behandlung mit dem
RNAse-Free DNase Set (Qiagen) durchgefiihrt. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte
mittels Spektrophotometer (3.7.3) und eine Gelelektrophorese wurde durchgefiihrt, um die Intaktheit
der RNA zu bestitigen. Dafiir wurden die Proben so behandelt wie im RNA RiboRuler High Range
RNA Ladder Protokoll (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) beschrieben. AnschlieBend wurden
sie auf ein 1%iges Agarose-Gel aufgetragen (Punkt 3.7.4). Die restliche RNA wurde bei -70 °C gelagert.

3.7.9 cDNA-Synthese und quantitative PCR

Um das Transkript Level zu bestimmen, wurde eine quantitative-(q)-PCR durchgefiihrt. Zunichst wurde
dafiir die RNA in komplementéire DNA (cDNA) umgewandelt. Dafiir wurde das cDNA Synthese Kit
(Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) genutzt. Zu je 20 ul Ansatz wurden 5 ul
RNA aus Proben eingesetzt, die in DMMG gewachsen waren und 1 pl RNA aus den Proben mit
Wachstum auf PYG. Die cDNA wurde als Matrize fiir die qQPCR verwendet. Hierfiir wurden jeweils
10 pl Ansitze mit dem Blue S’Green 2 x Master Mix nach herstellerangaben pipettiert. Als Kontrolle
dienten Ansitze mit mRNA, die entsprechend der cDNA-Proben mit Reinstwasser verdiinnt worden
waren. Die Proben wurden in eine 96-well PCR-Platte (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland) pipettiert und die Platte mit einem klaren Film versiegelt (Adhesive Clear PCR Seal,
Biozym Scientific GmbH). Dann wurde die Platte kurz zentrifugiert (PlateFuge, Benchmark Scientific,
Sayreville, USA). Die Analyse wurde im qTower’ (Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland)
durchgefiihrt. Die Messung des Ct-Wertes erfolgte mit dem Programm qPCR soft 4.1 (Analytik Jena).
Im Anschluss folgte die Auswertung der Daten mittels folgender Berechnung:

1. Act = Ctgesuchtes Gen — CtReferenzgen

2. AAct = ACtTestorganismus - ACtl{ontrollorganismus

3. x-fache Verinderung = 274ACt
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Es wurden zwei Referenzgene getestet und die Transkriptabundanz der zwei Gene fiir die
Methylmalonyl-Coa-Mutase (mut4 und scpA) tberpriift. Dafiir wurden insgesamt 4 Primer-Paare
verwendet, deren Sequenzen in Tabelle A3 aufgefiihrt sind. Als Referenzgene dienten das Gen fiir die
Gyrase (gyrA) und fiir das ribosomale Protein L23 (/23) aus P. vulgatus. Kontrollorganismus war der
Wildtyp von P. vulgatus. Testorganismen waren dementsprechend P. vulgatus pG106 und P. vulgatus
pG106_np mutA scpA (Abschnitt 3.8)

3.8 Generierung des Stammes P. vulgatus pG106_np _mutA_scpA

In P vulgatus wurde bereits die Uberproduktion der Lactat-Dehydrogenase gezeigt (Liick und
Deppenmeier, 2022), indem das korrespondierende Gen inklusive nativen Promoter (np) in einen High-
Copy-Vektor kloniert worden war. Diese Technik sollte nun fiir die Uberproduktion der Methylmalonyl-
CoA-Mutase angewandt werden. Sie besteht aus zwei Untereinheiten mit je einem korrespondierenden
Gen: mutA und scpA. Es wurde ein DNA-Abschnitt amplifiziert, der diese Gene enthielt zusammen mit
einen 238 bp langen Abschnitt davor (np_mutA_scpA). Dieses Fragment wurde dann mittels Gibson
Assembly in den Vektor pG106 (Jones et al., 2020) kloniert und zunichst in E. coli DH5a Zellen
transformiert. Uber Kolonie PCR wurden positive Klone ausgewihlt, deren Plasmide wiederum isoliert
und in Ca-kompetente E. coli S17-1 Zellen transformiert wurden. Dann wurde das Plasmid iiber
Konjugation in P. vulgatus eingebracht.

3.8.1 Herstellung rekombinanter Plasmide

Zur Rekombination des Fragments np_ mutA_scpA in das Plasmid pG106 wurde das Gibson-Assembly
genutzt (Gibson et al., 2009). Fiir den Reaktionsansatz wurde das Kit Gibson Assembly® Master Mix
(NEB, New England Biolabs, Frankfurt am Main) verwendet, welches bereits alle notwendigen Puffer
und Enzyme enthielt. Der Reaktionsansatz wurde mit 0,09 pmol DNA sowie H>Ogest. nach
Herstellerangaben vorbereitet. Vektor- und Fragment-DNA wurden dabei in einem molaren Verhiltnis
von 1:2 gemischt. Der DNA-Gehalt in pmol wurde nach Formel 3 ermittelt. Zunédchst wurde dabei die
Stoffmenge in 0,5 pul aufgereinigtem PCR-Produkt bestimmt und dann das bendtigte Volumen Plasmid-
Isolat berechnet, um die halbe Stoffmenge zu erzielen. Der fertige Ansatz wurde dann fiir 15 Minuten
bei 50 °C inkubiert und das Produkt bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

m* 1000
mowa [pmol] = Bp x 650 da

Formel 3: Berechnung der DNA-Konzentration fiir das Gibson-Assembly. npna, Stoffmenge der DNA-Fragmente
in pmol; m; Masse der Nukleinsduren in ng; 1000, Umrechnungsfaktor; bp, Anzahl der Basenpaare der DNA; 650
da, Umrechnungsfaktor in Dalton

3.8.2 Transformation

Es wurden vorbereitete Kalzium-kompetente Zellen (E. coli DHS5a und S17-1) verwendet, die zunéchst
auf Eis aufgetaut und in gekiihlten 2-ml-Reaktionsgefdflen mit jeweils 1 pl Plasmid durch leichtes
Schnipsen vermischt wurden. Die Zellen inkubierten fiir 30 Minuten auf Eis und erhielten dann 90 s
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lang bei 42 °C einem Hitzeschock, bevor sie wieder 3 — 5 Minuten auf Eis abkiihlten. Dann wurden je
500 pl SOC-Medium (37 °C, Tabelle AS) hinzugegeben und fiir 1 h bei 37 °C und 300 rpm im
Thermoblock (Thermomixer Comfort, Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Damit der gesamte
Reaktionsansatz ausplattiert werden konnte, wurden er fiir 2 Minuten bei 11.000x g und
Raumtemperatur sedimentiert und 400 pl des Uberstandes verworfen. Die Zellen wurden dann
vorsichtig in dem Rest des Mediums resuspendiert und auf LB-Agar mit 300 mg/l Erythromycin
ausplattiert. Neben dem Konstrukt np mutA scpA wurden auch ein Ansatz ohne Plasmid als
Negativkontrolle sowie das Plasmid pG106 als Positivkontrolle mitgefiihrt. Letzteres wurde nicht
aufkonzentriert, sondern mit 1 x PBS jeweils 10-fach auf bis zu 10** verdiinnt. Der unverdiinnte Ansatz
sowie die Verdiinnungsstufen 102 und 10 wurden dann ausplattiert. Koloniewachstum war nach 1-1,5
Tagen sichtbar.

3.8.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde genutzt, um die Insertion von DNA-Abschnitten in vielen Kolonien nach der
Transformation zu untersuchen. Zum Nachweis der Insertion des DNA-Abschnitts np_mutA_scpa in
das Plasmid pG106, wurden die Primer CDO7 fw und CDO7 rv verwendet (Tabelle A3). Sie sind
komplementér zu den Plasmid-Sequenzen, die die Insertionsstelle flankieren, sodass das PCR-Produkt
eines positiven Klons etwa 4000 bp langer ist als das des Ursprungsplasmids. Fiir die Kolonie PCR
wurde von den Platten der transformierten Zellen mit einer sterilen Pipettenspitze Zellmaterial
aufgenommen. Es wurde in den Reaktionsansatz fiir die Kolonie-PCR eingetaucht und im Anschluss
erneut auf LB-Erythromycin-Agar ausgestrichen. Dann wurden je 25 ul OneZag Quick-Load 2x
Mastermix mit Standard Puffer (NEB) mit den Primern hinzugegeben. Die Reaktion lief nach den
Schritten in Tabelle A4 ab. Da der Mastermix bereits Ladepuffer enthielt, wurden die Proben im
Anschluss direkt auf ein Agarosegel (3.7.4) aufgetragen, um die Lange der Fragmente zu {iberpriifen.
Auf diese Weise wurden jeweils 12 Transformationsansitze mit Gibson-Assembly-Insert, zwei Gibson-

Assembly-Ansitze ohne Insert und 2 Kolonien mit pG106 im Transfomationsansatz getestet.

3.8.4 Konjugation

10 ml LB mit 100 mg/l Erythromycin wurden mit einer Einzelkolonie des Stammes E. coli S17-1
pG106_np mutA scpA inokuliert. AuBerdem wurden 5 ml PYG mit 1 % Kulturvolumen aus einer
Ubernachtkultur von P, vulgatus angeimpft. Der Empfingerstamm sollte zu Beginn der Arbeiten eine
ODgoo von 0,1 — 0,2, der Donorstamm von 0,2 - 0,8 erreicht haben. Da E. coli schneller wuchs, hatte die
Kultur zum Zeitpunkt der Ernte eine ODsoo von 1,1 erreicht und wurde 1:4 mit PYG verdiinnt. Nach
Erreichen der Ziel-OD wurden die Zellen mindestens 15 Minuten lang auf Eis inkubiert. Dann wurden
jeweils 150 pl E. coli mit 850 pl P. vulgatus vermischt (Mischverhiltnis 1:5). Diese Arbeit erfolgte unter
oxischen Bedingungen. Als Kontrolle der Wachstumsfdhigkeit der anaeroben Bakterien wurde ein
Ansatz ohne Zugabe von E. coli mitgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 10 Minuten bei 9000 x g und 4 °C
sedimentiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde dann in 200 ul PYG resuspendiert und
auf eine vorgewidrmte PYG-Platte getropft. Diese wurde dann iiber Nacht unter oxischen Bedingungen
bei 37 °C inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die Platten in das Anaerobenzelt iiberfithrt und das

gesamte Zellmaterial in 2 ml PYG-Medium aufgenommen. Je 50 und 200 pl dieser Fliissigkeit wurden
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dann auf PYG-Agar mit je 100 mg/l Erythromycin und Gentamycin ausplattiert. Sichtbare Kolonien
wurden auf dem gleichen Medium im 3-Strich Verfahren vereinzelt.

3.9 Anreicherung und Isolierung von Polymer abbauenden Bacteroidota
3.9.1 Anreicherungsmedium (AM)

Bakterien wurden entweder in DMM oder Anreicherungsmedium (AM) kultiviert. AM wurde auf Basis
des DMM-Mediums hergestellt, enthielt aber jeweils 1 g/l Hefeextrakt und 1,5 g Pepton. Somit sollte
gewdhrleistet werden, dass auch Stdmme mit hdherer Nahrstoffanforderung angereichert werden.
Unlosliche Substrate waren Xylan aus Buchenholz (X), Avicel PH-101 (A), Whatman-Filterpapier
(GB003) (W) und Chitin aus Krabbenschalen (C) (Hersteller siche Tabelle A7). Sie wurden vor dem
Autoklavieren in einer Konzentration von 10 g/l zum Medium hinzugegeben. Vom Filterpapier wurde
ein ca. 0,5 x 3 cm langer Streifen abgeschnitten und in die Kulturréhrchen gelegt. Xylooligosaccharide
(Xo) wurden aus einer anoxischen 1,5 M Stammldsung (Herstellung wie Glucoseldsung) in einer
Konzentration von 15 mM nach dem Autoklavieren zum Medium hinzugegeben. Zur Anreicherung der
Bacteroidota enthielten alle Medien Vancomycin (Van) und Kanamycin (Kan) in einer Endkonzentration
von jeweils 7,5 ug/ml bzw. 100 pg/ml. Festmedien aus AM konnte zusétzlich vor dem Autoklavieren
12 mg/1 des Farbstoffs Bromkresolpurpur zugegeben werden.

3.9.2 Probematerialien

Viele Bacteroidota sind darmassoziiert und dafiir bekannt, ein reiches Repertoire an polymerabbauenden
Enzymen zu besitzen. Dementsprechend wurden die Probequellen ausgewihlt. Ein Uberblick iiber die
Proben Herkuntft ist in Tabelle 3.20 aufgefiihrt. Sie wurden direkt nach Entnahme in Enghalsflaschen
gefiillt, mit Stopfen luftdicht verschlossen und bis zur Weiterbearbeitung bei 4 °C gelagert.

Tabelle 3.20: Ursprung der Probenmaterialien zur Isolierung von Bacteroidota.

Art der Probe Ort Kiirzel
Mischung der Kompostmieten B01/2020 und | Kompostwerk der Stadtentsorgung Bm
B03/2018 aus Bioabfall Rostock, 18209 Parkentin

Klarwerk Zulauf (unbearbeitetes Abwasser) Klarwerk Rostock

Vorschlamm (Probe aus dem Vorklarbecken) Klarwerk Rostock v
Primarschlamm  (Aus dem  Vorkldrbecken | Klarwerk Rostock P
abgeschiedener Kliarschlamm)

Bio-P Becken (Entnahme aus anoxischem Teil) Klarwerk Rostock B
Biogasanlage: 30 — 37 °C und 42 °C Fermenter, | Biogasanlage Grof3 Bébelin Bg0*
Schweinegiille, Mais-, Riibenschnitzel

Biogasanlage: 30 — 37 °C und 42 °C Fermenter, | Biogasanlage Grof3 Bébelin Bgl
Schweinegiille, Mais-, Riibenschnitzel

Biogasanlage: Fermenter A, 38 - 40 °C, Mais, Gras | Biogasanlage Giistrow Bgll

*Fiir die Proben Bg0 entfiel der Anreicherungsschritt. Die Probenlésung wurde direkt verdiinnt und ausplattiert.



Material und Methoden 35

3.9.3 Anreicherung
Zunéchst wurde eine Spatelspitze bzw. 1 ml jeder Probe (Tabelle 3.20) in 20 oder 40 ml DMM-Medium

ohne Zusitze gefiillt. Dazu wurden die Serumflaschen unter sterilen Bedingungen gedffnet und das
Probenmaterial hinzugegeben. Im Anschluss wurden die Flaschen wieder gasdicht verschlossen und der
Inhalt gut vermischt. Aus der Probenmischung wurden Anreicherungskulturen entweder in DMM oder
AM mit unterschiedlichen Substraten inokuliert (1 % des Kulturvolumens) und bei jeweils 30 °C und
37 °C inkubiert (Passage 1, P1). Eine Ubersicht iiber die Kultivierungsbedingungen ist in Tabelle A6
aufgelistet. Da eine Bestimmung der optischen Dichte in den Kulturen mit unldslichen Substraten
unméglich war, wurde das Wachstum anhand von Gasbildung (Uberdruck im WachstumsgefiB3) oder
mikroskopischen Bildern {iberpriift. Sobald eine Kultur Wachstum zeigte, wurde sie erneut transferiert.
Zur Kontrolle der Produktbildung wurden HPLC-Proben einzelner Kulturen entnommen. Nach
mindestens 3 Passagen folgte die Isolierung der Stimme. Dafiir wurden Proben ausgewéhlt, die eine
hohe Konzentration von Propionat aufwiesen. Die Bakterien der Gruppe Bg0 wurden nicht angereichert,

sondern direkt isoliert, wie unter Punkt 3.9.4 beschrieben.

3.9.4 Isolierung

Anreicherungskulturen wurden jeweils 1:10 mit PBS bis zu einem Faktor von 10 verdiinnt. Von jeder
zweiten Verdiinnungsstufe wurden 100 pl auf eine Platte AMX oder AMXo mit 7,5 mg/l Vancomycin
und 100 mg/l Kanamycin sowie dem pH-Indikator Bromkresolpurpur ausplattiert oder in Agarplatten
eingegossen (3.2.1) Der Farbstoff wurde bereits zur Isolierung von Bacteroides Staimmen genutzt (Tan
et al., 2018). Durch den Farbumschlag bei pH-Werten zwischen 7 (Violett) und 5 (gelb) sollten Kolonien
mit besonders schneller Séurebildung identifiziert werden. Sobald eine Verdnderung erkennbar war,
wurden Kolonien mittels 3-Strich- Methode auf einer weiteren Platte AMX oder AMXo vereinzelt. Die
Reinheitsausstiche wurden noch 2-mal wiederholt. Als néchstes wurden Einzelkolonien in je 200 ul PBS
suspendiert. Dieses wurde komplett zur Inokulation von 5 ml Medium (Ursprungsmedium der
Passage 3) verwendet. Nach Anwachsen folgte die Inokulation von 5 ml PYHVG. Aus diesen Kulturen
wurden HPLC-Proben zur Produktbestimmung entnommen und Gefrierstocks angefertigt. Die
Anreicherungen und Isolate wurden anhand des folgenden Schemas benannt: 1. Ursprungskiirzel
(Tabelle 3.20) 2. Substrat (Xylan, X; Xylooligosaccharide, Xo) 3. Inkubationstemperatur (30 °C oder
37 °C) und 4. Kolonienummer. So wurde beispielsweise das Isolat ZX301 benannt (Z, Zulauf Kldranlage
Rostock; X, Xylan; 30, 30 °C Kultivierungstemperatur; 1, Isolat 1).

3.9.5 Identifizierung der Isolate

Um Bacteroidetes-Isolate zu identifizieren, wurden die Sequenzen des 16S-rRNA Abschnittes der DNA
ermittelt. Dazu wurden zunéchst jeweils 1 ml PYHVG-Kultur geerntet (6000 x g, 4 °C, 20 min) und in
1 ml H2Oges. gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen in 600 pl H2Ogest. aufgenommen und in ein
Schraubdeckelrohrchen mit ca. 50 mg Glasperlen (150 -212 um) gegeben. Diese wurden einmal fiir 30 s
bei 6 m/s im Lyse-Gerdt (FastPrep™-24 5%, MP Biomedicals Germany GmbH, Eschwege)
aufgeschlossen. Die fliissigen Bestandteile wurden bei 13.000 x g und 4 °C ecine Minute lang
sedimentiert. Dann wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt und die Probe fiir
10 Minuten bei 94 °C inkubiert, um DNAsen zu inaktivieren. Im Anschluss wurden 2 ul als Template
fiir die Eubac-PCR mit oneTaq® Polymerase eingesetzt (3.7.5). Es folgte die Kontrolle der DNA-
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Qualitdt iiber Agarose-Gelelektrophorese. SchlieBlich wurden die PCR-Ansédtze mit dem Kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Macherei Nagel, Diiren, Deutschland) aufgereinigt und die
Konzentration bestimmt. Im Anschluss folgte die Sequenzierung der PCR-Produkte (3.7.7). Die dabei
erhaltenen Sequenzen wurden mittels BLASTn identifiziert.

3.9.6 Amplicon-Sequenzierung

Um die mikrobielle Zusammensetzung der Anreicherungskulturen zu untersuchen, wurde eine
Amplicon-Untersuchung durchgefiihrt. Dabei wurden hoch variable Bereiche des 16S-rRNA-Gens
amplifiziert und sequenziert. Aus erhaltenen Daten wurde dann die Zugehorigkeit zu einem bestimmten
Taxon sowie dessen Abundanz abgeleitet werden (Lundberg et al., 2013). Fiir die Sequenzierung wurden
drei Anreicherungsansitze (BX30, VX30 und ZX30) aus der Passage 4 ausgewéahlt. Genomische DNA
aus jeweils 1 ml der Kulturen wurden mit dem Kit NucleoSpin Tissue (Macherei Nagel, Diiren) isoliert.
Je 30 ul DNA-Probe wurden fiir die Analyse durch die Firma Novogene (Cambridge, UK) verwendet.
Die Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte ebenfalls durch die Firma.
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4 Ergebnisse

4.1 Stammauswahl

1978 wurde der Propionat-Bildungsweg des Bakteriums Bacteroides fragilis erstmals beschrieben
(Macy et al., 1978). Dariiber hinaus ist die Propionatproduktion unter anaeroben Bakterien des Phylums
Bacteroidota weit verbreitet. Bisher gibt es jedoch kaum vergleichende Untersuchungen zur Ausbeute
und Produktivitdt, zum Bildungsweg und zu den genetischen Grundlagen in diesem Phylum. Um
zunédchst eine Stammauswahl fiir experimentelle Studien zu treffen, wurde eine Literaturrecherche
durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Tabelle A8 dargestellt sind. Insgesamt wurden 30 Spezies identifiziert,
deren Propionatproduktion experimentell nachgewiesen und publiziert wurde. Die meisten der Isolate
wurden erstmals zwischen den Jahren 2000 und 2020 beschrieben. Viele stammen aus dem
menschlichen Verdauungstrakt, aber auch methanogene Reaktoren, Reisfelder und sogar das Abwasser
einer Papiermiihle waren Quellen Propionat bildender Bacteroidota. Viele der Staimme sind in der Lage,
eine grof3e Bandbreite komplexer Substrate zu nutzen, wie Xylan, Stirke, Pektin und weitere. 20 dieser
Spezies sind anhand der technischen Regeln fiir biologische Arbeitsstoffe in der Sicherheitskategorie 1
eingestuft und somit ohne weitere Sicherheitsauflagen kultivierbar. Aus dieser Gruppe wurden
wiederum 10 Spezies ausgewihlt, die fiir die vorliegende Fragestellung interessante Eigenschaften
aufwiesen (Tabelle Al). B. cellulosilyticus und B. graminisolvens zeigten beispielsweise ein breites
Substratspektrum. Andere Stimme wurden aufgrund von interessanten Fermentationsprodukten
ausgewidhlt, so zum Beispiel B. propionicifaciens. Es wurde in der Erstbeschreibung als vergleichsweise

guter Produzent beschrieben.

4.2 Bestimmung geeigneter Kultivierungsbedingungen
4.2.1 Wachstum in Komplexmedium

Die Literaturrecherche hatte gezeigt, dass in den letzten Jahren viele neue Propionat bildende
Bacteroidota isoliert wurden. Es existiert bisher jedoch noch kein direkter experimenteller Vergleich
dieser Stimme unter definierten Bedingungen. Um einen ersten Uberblick iiber die Produktbildung und
das Wachstumsverhalten der ausgewihlten Bacteroidia zu erhalten, wurden ODgy sowie
Produktbildung der 10 ausgewihlten Stimme bei Wachstum in PYHVG-Medium bestimmt. Es bestand
grofle Variabilitdt zwischen den Stdmmen (Abbildung 4.1). Wéhrend P. johnsonii eine ODgoo von
1,7+ 0,1 und eine Propionatkonzentration von 11,2 + 1,8 mM aufwies, erreichte B. propionicifaciens
nur eine ODgoo von 0,4 £ 0.3 und produzierte 1,8 = 1.0 mM Propionat. Fiir die weitere Untersuchung
der Wachstumsbedingungen wurde daher zundchst Parabacteroides johnsonii ausgewahlt. AuBlerdem
wurde mit B. graminisolvens weitergearbeitet, welches unter diesen Bedingungen zwar eine geringe
Zelldichte und Propionatproduktion zeigte, dafiir aber das hochste Propionat/Acetat (P/A) -Verhiltnis
von 1,7+ 0,1.
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Abbildung 4.1: Wachstum und Propionatproduktion von zehn Bacteroidota Stimmen. Die Stimme wurden bis zu
72 h bei 30 °C (*) bzw. 37 °C in 5 ml PYHVG-Medium inkubiert (Gasatmosphére N»/CO»; 80 %/ 20 %; v/v). Im
Anschluss erfolgte die Bestimmung der ODsoo und der Produktbildung. Gezeigt sind die Mittelwerte und

Standartabweichung von 3 biologischen Replikaten. P/A, molares Verhiltnis Propionat zu Acetat.

4.2.2 Wachstum in definiertem Medium

Als néchstes wurde das Wachstum im definierten Medium getestet. Im Vergleich zum Wachstum auf
PYHVG wuchs P, johnsonii innerhalb von 72 h bis zu einer deutlich geringeren ODso von 0,67 + 0,14
(Abbildung 4.2). Zu diesem Zeitpunkt waren noch immer rund 5 mM Glucose nachweisbar, was
vermuten ldsst, dass andere Parameter oder Néhrstoffe limitierend waren. Im Vergleich zum Wachstum
auf komplexem Medium produzierte der Stamm deutlich weniger Propionat, sodass ein P/A-Verhéltnis
von nur 0,45 molp/mola erzielt wurde, welches im Komplexmedium doppelt so hoch war. P. johnsonii
produzierte auBerdem Succinat in dhnlichen Konzentrationen wie Propionat. Das Wachstum der Art
B. graminisolvens wurde durch die Zusammensetzung des DMMG-Mediums nicht limitiert, da die
Glucose bereits nach 24 h Inkubation vollstindig aufgebraucht war und nach diesem Zeitpunkt keine
weiteren Anderungen der Produktkonzentrationen erfasst wurden. Das P/A-Verhiltnis war aber ebenso
deutlich verringert (0,75 molp/mola). Neben Acetat produzierte das Bakterium Succinat und Formiat in

groBBeren Mengen.
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Abbildung 4.2: Wachstum und Produktbildung von P. johnsonii und B. graminisolvens in DMMG. Die Kulturen
(Start ODgoo = 0,01) wurden in 40 ml DMMG-Medium mit 10 x Wolin-Loésung fiir 72 h bei 37 °C inkubiert
(Gasatmosphére No/CO»; 80 %/ 20 %; v/v). Alle 24 h erfolgte die Messung der ODggo und die Probennahme zur
Produktbestimmung mittels HPLC. Mittelwerte und Standardabweichung der ODgpo und Produktkonzentrationen

von 3 biologischen Replikaten sind gezeigt.

4.2.3 Einfluss der Vitamin- und Glucosekonzentration auf das Wachstum im Mineralmedium

Cyanocobalamin (Vitamin Bi,) ist ein Co-Faktor der Methylmalonyl-CoA-Mutase und hat einen
positiven Einfluss auf die Propionatproduktion in Bacteroidota (Varel und Bryant, 1974). Um den
Einfluss dieses Vitamins auf das Wachstum und die Produktbildung von P johnsonii und
B. graminisolvens zu testen, wurde ein Wachstumsversuch im 24-Well-Format durchgefiihrt. Das
DMMG-Medium mit der 10 x Wolin-Ldsung enthielt bereits 1 ng/ml Bi;. Durch die Zugabe einer
Vitamin-B,-Losung wurde die Konzentration auf bis zu 41 ng/ml erhdht. Dies hatte auf beide Stdmme
unterschiedliche Auswirkungen (Abbildung 4.3). In P, johnsonii-Kulturen zeigte sich eine deutliche
Steigerung der maximalen ODggo von 0,34 + 0,01 (1 ng/ml) auf 0,65 + 0,06 (21 ng/ml). Eine weitere
Steigerung fiihrte jedoch zu keinem weiteren Unterschied. In Kulturen von B. graminisolvens konnte
kein Effekt auf das Wachstum beobachtet werden. Die Produktbildung wurde in P johnsonii nur
geringfligig beeinflusst. Zwar bewirkte die Erhohung der Bi>-Konzentration von 1 auf 5 ng/ml einen
Anstieg der Gesamtkonzentration der Produkte (+4,4 mM) und des Propionat/Succinat-(P/S)-
Verhiltnisses (+0,9 molp/mols), der Anstieg war jedoch nicht signifikant. AuBBerdem fiel der Effekt bei
groBBeren Mengen B, geringer aus. Die iibrigen Produktverhdltnisse wurden nicht beeinflusst. In
B. graminisolvens war eine deutlichere Wirkung erkennbar. Die Gesamtmenge an Produkten lag bei
allen Stufen zwischen 24,0 und 22,4 mM. Besonders die P/S-Verhiltnisse stiegen ab einer Bi»-
Konzentration von 9 ng/ml im Vergleich zur Kontrolle signifikant an. Mit 21 ng/ml By, stieg das
Verhiltnis auf 1,7 molp/mols. Dies bewirkte auch einen Anstieg des Propionat/Acetat-(P/A)-Quotienten
mit zunehmender Bi>-Konzentration. Auch der Anstieg des Succinat+Propionat/Acetat-(PS/A)-
Verhiltnisses im Medium mit 41 ng/ml B> (Anstieg um 1,9 molps/mola) war signifikant. Der Effekt fiel
allerdings geringer aus als bei den anderen Produktverhiltnissen und war bei geringeren B,
Konzentrationen nicht signifikant. Die Anwesenheit von B, hatte also hauptsdchlich eine vermehrte
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Umwandlung von Succinat zu Propionat zur Folge und einen geringen Effekt auf das Verhéltnis
zwischen reduzierten und oxidierten Produkten.
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Abbildung 4.3: Einfluss von B, auf Wachstum und Produktbildung von P. johnsonii und B. graminisolvens. je
1 ml Kultur (Start ODgoo 0,02) wurden bei 37 °C in 24-Well-Platten fiir bis zu 48 h inkubiert (Gasatmosphire
N2/CO2/Hz; ~80 %/ ~20 %/ max. 4 %; v/v). Das Medium bestand aus DMMG, dem zusétzlich B, hinzugefiigt
wurde. Zum Start und Ende der Messung wurden Produktkonzentrationen mit HPLC bestimmt. Eine représentative
Kurve sowie Mittelwert und Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten sind dargestellt. A, Acetat; P,
Propionat; S, Succinat. Der Signifikanzwert wurde mittels einfaktorieller ANOVA ermittelt (nicht signifikant, p >
0.05; *, p < 0,05; **, p <0,005).

Wurde B als einziges B-Vitamin in einer Konzentration von 20 ng/ml zum Medium hinzugegeben, war
die Propionatproduktion in B. graminisolvens verringert, was durch die Verringerung der P+S/A- und
P/S-Verhéltnisse um 1,2 und 1,9 molp/mols zu sehen ist (Abbildung A1l). Dieser Effekt konnte bei
P, johnsonii nicht beobachtet werden, was zeigt, dass dieser Stamm entweder einen anderen
Néhrstoffbedarf hat oder die erforderlichen Co-Faktoren selbst produzieren kann. Das Wachstum wurde
jedoch bei beiden Spezies nicht beeinflusst. Weiterhin machte es auch keinen Unterschied, welche der
zwel Vitaminlosungen verwendet wurde. Entsprechend der Ergebnisse wurden alle folgenden
Kultivierungen in DMMG-Medium mit 5 x Wolin-Lésung und zusétzlichem B, durchgefiihrt, sodass
dessen Konzentration 21 ng/ml betrug.
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Als nichstes sollte getestet werden, wie viel Glucose von den Zellen metabolisiert werden kann, bis
beispielsweise ein fallender pH inhibierend wirkt. Dazu wurden Wachstumsversuche beider Stimme mit
steigenden Glucosekonzentrationen durchgefiihrt. In Abbildung 4.4 sind die Produktkonzentrationen
gezeigt. Bei P, johnsonii ist zu sehen, dass die Glucose in den Kulturen mit initial iiber 50 mM nicht
vollstindig konsumiert wurde (7,6 = 1,5 bzw. 31,7 + 1,5 mM Endkonzentration), was einem Verbrauch
von 42,4 und 43,3 mM entspricht. Die Produktkonzentrationen stiegen an, jedoch &nderten sich die
Verhiltnisse. Acetat, Propionat und Succinat waren bei initial 15 und 25 mM Glucose die
Hauptprodukte. Bei 15 mM wurden sie in Mengen von 6,1 bis 7,8 mM produziert. Wéhrend sich die
Konzentrationen von Acetat und Propionat bei 40 mM Glucose auf 19,1 + 0,6 und 20,1 = 1,2 mM
erhohten, stieg Succinat nur auf 12,1 = 0,4 mM. Ab 40 mM Glucose kam es auch zur Lactatproduktion
(19,1 £ 0,8 mM).
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Abbildung 4.4: Produktbildung von P johnsonii und B. graminisolvens bei unterschiedlichen Glucose-
Konzentrationen. Die Zellen wurden im Plattenlesegerdt in DMMG mit unterschiedlichen initialen
Glucosekonzentrationen bei 37 °C fiir 48 h (P, johnsonii) bzw. 24 h (B. graminisolvens) in 24-Well-Platten (je 1 ml
Kultur) inkubiert (Gasatmosphéire N»/CO»/Hz; ~80 %/ ~20 %/ max. 4 %; v/v). Im Anschluss folgte die Bestimmung
der Produkte mit HPLC. Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung von zwei biologischen Replikaten.

Bei weiterer Steigerung der initialen Glucosekonzentrationen auf 50 mM stieg auch die
Lactatkonzentration auf 26,6 = 0,6 mM. B. graminisolvens verstoffwechselte weniger. Bereits bei
40 mM blieb Glucose im Medium zuriick, sodass der maximale Verbrauch zwischen 36,2 und 38,3 mM
betrug. Ebenso ist zu erkennen, dass sich die Produktkonzentrationen ab 40 mM nicht weiter steigern
lieBen. Interessanter weise erhohte sich Propionat auch bei einer Steigerung der initialen
Glucosekonzentration von 15 auf 25 mM nur schwach (8,9 £ 0.8 auf 12,1 £ 0,2 mM), wohingegen ein
deutlicher Anstieg von Succinat und die Produktion von Lactat beobachtet werden konnten. Der pH am
Ende der Kultivierung dnderte sich mit der initialen Glucosekonzentration (Tabelle A9). In den 15 mM-
Kulturen lag er in P johnsonii bei 7,1 und in B. graminisolvens bei 7,0. Mit zunechmender
Substratverfiigbarkeit stieg die Saureproduktion, was zu einem stiarkeren Absinken des pH fiihrte. Die
Kulturen, die einen Uberschuss an Glucose enthielten, erreichten dhnliche Werte. So lagen sie bei
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P. johnsonii in den 50- und 75-mM-Ansitzen bei 5,3 und 5,2. Kulturen von B. graminisolvens mit

40 mM oder mehr erreichten zwischen 5,0 und 5,1.

Zusammenfassend konnten folgende Erkenntnisse beziiglich optimaler Kultivierungsbedingungen
gewonnen werden: Eine B,-Konzentration von 21 ng/ml war ausreichend, um die Propionatproduktion
in B. graminisolvens gegeniiber Succinat und Acetat zu steigern, und hatte in P johnsonii einen
wachstumsfordernden Effekt. Die Vitamine, die sowohl in der Wolin- als auch der Vitamin-B-Lsung
enthalten waren, hatten einen positiven Effekt auf die Propionatbildung von B. graminisolvens. Sie
beeinflussten jedoch weder das Wachstum der beiden Spezies noch die Produktbildung von P. johnsonii.
Eine Steigerung der Glucosekonzentration fithrte in beiden Stimmen zu inhibitorischen Effekten
vermutlich durch den stark fallenden pH. Zusétzlich bildeten beide Stimme dann vermehrt Lactat und
die Propionatbildung lieB sich nicht verhiltnismédBig steigern. Da die zehn untersuchten Stimme
unterschiedliche pH-Minima aufweisen (Tabelle A10), sollte der pH-Abfall wéhrend der Kultivierung
moglichst geringgehalten werden. Aus diesem Grund wurden fiir vergleichende Untersuchungen ohne
pH-Kontrolle weiterhin 15 mM Glucose eingesetzt. AuBlerdem wurde dem DMMG-Medium Wolin-
Losung mit zusitzlichem B, hinzugefiigt, sodass eine Konzentration von 21 ng/ml erreicht wurde.

4.3 Propionatbildung der Bacteroidia

Wie im Punkt 4.2 gezeigt, konnen Wachstum und Produktspektren maBgeblich durch die
Zusammensetzung des Mediums beeinflusst werden. Dementsprechend sollte ein Vergleich der
Propionatbildung mit einheitlichen Kultivierungsbedingungen stattfinden. Um zu verhindern, dass
einzelne Staimme durch eine Nahrstofflimitierung beeinflusst werden, wurden sie sowohl in definiertem
(DMMGQ) als auch komplexem (DMMG-H) Medium kultiviert. Es wurden Wachstumsversuche aller
Stammen in 48-Well-Platten durchgefiihrt. Die Kultivierung erfolgte {iber 24 Stunden mit Probennahme
in der stationdren Phase. Lediglich bei den Kulturen von B. propionicifaciens musste die
Kultivierungsdauer auf 45 Stunden verlédngert werden, da das Wachstum in DMMG bis ca. 38 Stunden
andauerte und nach 24 Stunden noch immer fast 11 mM Glucose vorhanden waren (Abbildung A2). Die
Wachstumskurven sind in Abbildung 4.5 dargestellt und die Wachstumsparameter in Tabelle A11. Es
wurde eine breite Variabilitdt im Wachstum der Stdmme beobachtet. Das schnellste Wachstum sowohl
in DMMG als auch DMMG-H zeigte B. xylanisolvens (0,5 + 0,08 bzw. 0,61 £0,01 h") und die hochste
ODmax wurde von P. paurosaccharolyticus erreicht (0,90 + 0.00 bzw. 0,92 + 0,00).

Die ODmax wurde nur bei P, johnsonii und B. propionicifaciens durch die Zugabe von Hefeextrakt
beeinflusst, sie erhdhte sich jeweils um 0,08 im Vergleich zu DMMG. Wihrend die Wachstumsraten
von B. graminisolvens (0,27 £0,02 bzw. 0,28 + 0,03 h') und B. luti (0,16 + 0,02 bzw. 0,16 + 0,01 h'")
nicht von Medium abhingig waren, waren die Unterschiede bei anderen Stdimmen deutlicher.
B. propionicifaciens, welches bei beiden Kultivierungsbedingungen die geringste Wachstumsrate zeigte,
wuchs in DMMG-H schneller (0,14 h!) als in DMMG (0,09 h™'). Hinzu kam noch eine verldngerte Lag-
Phase (Abbildung A2), weswegen die ODmay erst ca. 17 h spéter erreicht wurde.
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Abbildung 4.5: Wachstum verschiedener Bacteroidia-Spezies in DMMG und DMMG-H. Die Bakterien wurden
24 bzw. 45 h (B. propionicifaciens) in 48-Well-Platten (je 2x 500 pl Kultur, initiale ODgoo von 0,02) in DMMG
oder DMMG-H (+0,5 g/l Hefeextrakt) kultiviert. Gasatmosphire: N»/CO2/Ha; ~80 %/ ~20 %/ max. 4 %; v/v).
Gezeigt ist je eine reprisentative Wachstumskurve von 3 biologischen Replikaten.
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Weiterhin wurden die Produktkonzentrationen am Ende der Kultivierung bestimmt (Tabelle 4.1, Tabelle
4.2). Die Zugabe von Hefeextrakt hatte nur einen geringen Einfluss auf die Produktbildung, da die
Differenz zwischen beiden Bedingungen meist unter 1 mM lag. Eine Ausnahme war die
Propionatproduktion von B. propionicifaciens, wo der Unterschied 1,1 mM betrug. Es bestand eine
grofere Variabilitit zwischen den Spezies. Die Haupt-Fermentationsprodukte waren Acetat, Propionat
und Succinat. Weiterhin wurde fast in allen Kulturen Formiat nachgewiesen. Die Hélfte der Stimme
produzierte zusétzlich geringe Mengen Lactat, die auBler bei B. luti, 1 mM nicht iiberschritten.
B. propionicifaciens war der einzige Stamm, der in DMMG nur Acetat (6,1 = 0,2 mM) und Propionat
(12,7 £ 0,5 mM) bildete. In DMMG-H wurden zusétzlich geringe Mengen Formiat detektiert (1,0
+0,15mM), aber mit 13,8 + 0,32 mM auch die hdchste Propionatkonzentration aller getesteten
Bakterien. B. [uti zeigte die geringste Propionatbildung (2,3 + 0,05 bzw. 2,1 + 0,4 mM) und die hochste
Succinatproduktion mit 6,8 + 0,2 mM (DMMG) und 7,8 + 0,9 mM (DMMG-H).

Tabelle 4.1: Fermentationsprodukte verschiedener Bacteroides sp.. Die Stimme wurden fiir 24 h (B. propioni-
cifaciens fir 45 h) im 48-Well-Platten (je 2 x 500 pl Kultur, initiale ODggo von 0,02) in DMMG (-) bzw. DMMG-
H (+) kultiviert (Gasatmosphére: N»/CO»/H,; ~80 %/ ~20 %/ max. 4 %; v/v). Am Anfang und Ende wurden
Produktkonzentrationen mit HPLC bestimmt (n = 3).

Produkte [ mM]

Hefeextrakt B. ce. B. gra. B. int. B. luti B. xylan. B. pro.

[+/-] CRE21 XDT-1 341 UasXn-3 XB1A Sv434
Propionat

- 3,1 +£0,09 8,0 £ 0,40 3,2+0,17 2,3+0,05 2,4+0,15 12,7 £ 0,50

+ 3,6£0,16 8,8+0,15 3,8+0,16 2,1+£0,44 2,8+0,07 13,8 £ 0,32
Acetat

- 8,0 1,01 3,2+0,12 8,4 +0,43 10,3 +0,77 8,1 +0,41 6,1 +£0,21

+ 7,9 £0,33 3,5+0,35 8,5+0,59 11,0 £ 0,71 8,4+ 0,05 6,8 +0,22
Succinat

- 2,7+0,51 3,8+0,29 3,1+£0,16 6,8+0,19 4,4+0,32 0,0 + 0,00

+ 3,3+0,23 3,7+0,31 3,2+0,20 7,8 £ 0,94 5,0+0,14 0,0 + 0,00
Lactat

- 0,4 +0,57 0,0 £ 0,00 0,1 £0,19 1,5+ 0,46 0,0 £ 0,00 0,0 = 0,00

+ 0,0 = 0,00 0,0 £ 0,00 0,2 +0,21 0,7 + 0,92 0,0 + 0,00 0,0 + 0,00
Formiat

- 02+022 5,9+0,22 1,7 £ 0,96 4,7+0,34 0,5+0,13 0,0 £ 0,00
+ 02+0,06 6,4+0,59 2,0 £ 0,93 5,1 +0,02 0,9 +0,31 1,0+ 0,15
Ausbeute [gp/gc]

- 0,09+0,00 0,23+0,01 0,09 + 0,00 0,06 = 0,00 0,07 + 0,00 0,34 + 0,00

+ 0,10+£0,00 0,25+0,01 0,11 + 0,00 0,06 + 0,01 0,08 + 0,00 0,39 + 0,01
Molares Verhiltnis P/S [molpr/mols)

- 1,2 2,2 1,1 0,3 0,6 -

+ 1,1 2.4 1,2 0,3 0,6 -
Molares Verhiltnis (P+S)/A [(molps) /mola]

- 0,7 3,7 0,8 0,9 0,8 2,1

+ 0,9 3,7 0,8 0,9 0,9 2,0
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Das hochste P/S-Verhéltnis betrug 2,2 bzw. 2,4 und wurde in B. graminisolvens gemessen, welches
auflerdem in beiden Medien die zweithdchste Propionatkonzentration (8,0 + 0,4 bzw. 8,8 £ 0,2 mM)
erreichte. Auffillig war bei diesem Bakterium, dass fast doppelt so viel Formiat (5,9 + 0,2 bzw. 6,4 £
0,6 mM) wie Acetat gebildet wurde (3,2 + 0,1 bzw. 3,5 £ 0,4mM). Dieser Stamm erreichte auch das
hochste Verhiltnis von Propionat und Succinat zu Acetat von jeweils 3,7 in beiden Medien. Obwohl
P, johnsonii in den ersten Untersuchungen im Komplexmedium die beste Propionatproduktion zeigte,
produzierte es im definierten Medium nur 5,0 £ 0,6 mM (Tabelle 4.2) und erreichte damit nur die
vierthdchste Propionatkonzentration unter den getesteten Bakterien. Auch mit 0,5 g/l Hefeextrakt konnte
es maximal 6,4 = 0,3 mM Propionat produzieren. Das weist darauf hin, das P. johnsonii die Aminoséuren
aus dem Komplexmedium zu Propionat verstoffwechselt haben konnte. Da es das Ziel dieser Arbeit war
Propionatproduzenten zu finden, die die Sdure aus Polysacchariden produzieren und nicht aus

Aminosduren, wurde dieser Organismus nicht weiter untersucht.

Tabelle 4.2: Fermentationsprodukte von je zwei Parabacteroides- und Phocaeicola-Spezies. Die Stimme wurden
fiir 24 h im 48-Well Format in DMMG (-) bzw. DMMG-H (+) kultiviert (Gasatmosphare: No/CO»/Hz; ~80 %/ ~20
%/ max. 4 %; v/v). Am Anfang und Ende wurden Produktkonzentrationen mittels HPLC bestimmt (n = 3).

Produkte [mM]

Hefeextrakt P. chartae P. johnsonii P. paurosaccharolyticus P. vulgatus

[+/-] NS31-3 M-165 WKO042 ATCC 8482
Propionat

- 6,4 +0,31 5,0 0,62 4,1+0,35 3,4+0,40

+ 4,9+1,10 6,4 +0,24 5,0 +£0,21 4,0 £ 0,04
Acetat

- 7,7+0,08 6,7+ 0,92 5,6 + 0,47 9,9 +0,51

+ 7,9+£0,14 7,5+0,36 6,0 = 0,20 10,2 £ 0,37
Succinat

- 3,5+0,22 3,6 £ 0,60 3,7+0,30 3,7+0,35

+ 3,7+0,57 3,0+0,17 4,0 £0,35 4,2 +0,35
Lactat

- 0,0 £ 0,00 0,0 = 0,00 0,5+0,09 0,0 = 0,00

+ 0,2 +0,21 0,0 = 0,00 0,6 + 0,05 0,0 + 0,00
Formiat

- 4,0 +£0,46 0,3+0,21 0,9 + 0,46 1,1+0,14

+ 4,4 +0,20 0,4 +0,02 0,9 + 0,40 1,1+0,07
Ausbeute [gr/gc]

- 0,16 £ 0,02 0,15+ 0,01 0,11 +£ 0,04 0,08 +0,01

+ 0,13+0,03 0,20 + 0,00 0,14 + 0,00 0,10 + 0,00
Molares Verhiiltnis P/S [molp/mols)

- 1,9 1,4 1,1 0,9

+ 1.4 2,2 1,3 0,9
Molares Verhiltnis (P+S)/A [(molps) /mola]

- 1,3 1,3 1,4 0,7

+ 1,1 1,3 1,5 0,8
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Insgesamt erzielte B. propionicifaciens die geringste Wachstumsrate, die auch durch Zugabe von
Hefeextrakt nur geringfiigig gesteigert werden konnte. Trotzdem produzierte es die grofite Menge
Propionat und vergleichsweise wenig Nebenprodukte. B. graminisolvens wuchs deutlich schneller und
die Wachstumsrate erreichte im Minimalmedium die gleichen Werte wie in DMMG-H. Dieser Stamm
hatte ein besonderes Produktspektrum (Tabelle 4.1). Obwohl er die zweithdchste
Propionatkonzentration erreichte, wurden relativ groBe Mengen anderer Séuren detektiert. Besonders
die hohen Formiatkonzentrationen im Vergleich zu Acetat werfen Fragen zum Stoffwechsel dieses
Stammes auf. Diese zwei Spezies wurden in der weiteren Arbeit nidher untersucht. P. johnsonii, welches
hohe Propionatkonzentrationen im PYHVG erzeugt hatte (Abschnitt 4.2.1), wurde nicht weiter
untersucht, da es in auch mit Zugabe von Hefeextrakt vergleichsweise schlecht wuchs und nur geringe

Mengen Propionat produzierte.

4.4 Einfluss von Kohlenstoffdioxid auf Wachstum und Produktbildung

CO; ist ein wichtiges Stellglied im Metabolismus Propionat bildender Bacteroidota, da es im Laufe des
Stoffwechsels assimiliert und wieder freigesetzt wird. Daher sollte liberpriift werden, welchen Einfluss
CO; auf die zwei ausgewdhlten Spezies hat. Um die CO,-Konzentration im Kulturgefdl exakt
einzustellen, wurde das Medium, welches auf dem DMMG-Medium basierte, nur mit Stickstoff begast
und die CO»-Konzentration iiber die NaHCOs-Konzentration eingestellt. HCO3™ und Protonen kénnen
Kohlenséure bilden, welche in CO, und H,O dissoziieren kann. Somit stehen HCO; und CO; in einem
chemischen Gleichgewicht (Pines ef al., 2016). Um den pH konstant zu halten enthielt das Medium
aulerdem zusitzlichen Puffer (Abschnitt 3.5.2). Den Kulturen von B. propionicifaciens wurde
auBerdem 0,5 g/l Hefeextrakt hinzugefiigt, um das Wachstum zu beschleunigen. Die Ergebnisse des
Versuchs sind in Abbildung 4.6 dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass eine Verringerung des CO»-
Gehaltes zu einer Reduzierung der Wachstumsgeschwindigkeit in B. graminisolvens fiihrte. Wéhrend
die Wachstumsrate in Medium mit 50 mM NaHCOs (0,31 + 0,01 h™') noch annihernd der in DMMG
entsprach (0,34 = 0,01 h"), verringerte sie sich bereits bei 20 mM NaHCO; auf 0,18 + 0,02 h™'. Mit
5 mM NaHCOs lag sie bei 0,04 = 0,01. Ohne NaHCOs3, war kaum ein Anstieg der ODggo erkennbar
(Wachstumsrate 0,009 + 0,001 h™'). Bei allen Kulturen, die die stationidre Phase erreicht hatten, lag die
finale ODggo zwischen 1,41 + 0,03 und 0,98 + 0,04. Das Wachstum von B. propionicifaciens wurde von
der CO»-Konzentration schwicher beeinflusst. In DMMG-H und mit 50 mM NaHCOs; waren die
Wachstumsraten fast identisch (0,20 = 0,02 h™! in DMMG-H bzw. 0,17 + 0,08 h™! in 50 mM NaHCOj3).
Doch auch im Medium ohne NaHCO3 war die Wachstumsgeschwindigkeit nur geringfiigig verringert
im Vergleich zum DMMG-H (0,13 + 0,03 h™'). Alle Kulturen erreichten in dem gewéhlten Zeitraum die
stationdre Phase und die finale ODgoo lag zwischen 0,84 = 0,03 und 0,96 + 0,02.

Auch die Produktbildung von B. graminisolvens wurde durch den CO,-Gehalt des Mediums beeinflusst.
Ohne CO; waren zum Ende des Versuchs noch immer 11,6 = 0,4 mM von anfinglich 13,9 £ 0,3 mM
Glucose vorhanden und kaum Produkte entstanden. Auch in den Kulturen mit verringerter NaHCOs-
Zugabe, wurden alle Sauren in geringeren Konzentrationen gemessen. Eine Ausnahme bildete Lactat.
Es erreichte seine hochste Konzentration von 10,7 £ 0,3 mM in Medium 5 mM mit NaHCO; und die
geringste (1,7 = 0,1 mM) mit 50 mM NaHCOs. In DMMG wurde jedoch kein Lactat gebildet. Die
Propionatausbeute verringerte sich somit von 0,15 gp/ge (DMMG) auf 0,11 gp/gs (5 mM NaHCO:3).
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Auffillig waren auch die niedrigen P/S-Werte. Wihrend sie im Plattenleser (Versuch 4.3) bei
B. graminisolvens 2,2 molp/mols betrugen, war der hochste erreichte Wert den Hungate-Réhrchen
1,1 molp/mols (5 mM NaHCO3). Er verringerte sich mit zunehmendem CO,-Gehalt noch bis auf
0,7 molp/mols (50 mM NaHCOs). Diese Verringerung war signifikant (einfaktorielle ANOVA,
p <0,0005), was zeigt, dass CO; einen Einfluss auf die Konvertierung von Succinat zu Propionat hatte.

B.graminisolvens B.propionicifaciens
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DMMG (H)
0mM
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EBERR
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Abbildung 4.6: Einfluss von CO, auf Wachstum (A) und Produktbildung (B) von Bacteroides. B. graminisolvens
und B. propionicifaciens wurden iiber 48 h in 10 ml DMMG und DMMG mit definierten NaHCO;3-Konzen-
trationen kultiviert (Gasatmosphére: Ny, 100 %, zusidtzlich 50 mM MOPS-Puffer). Den Kulturen von
B. propionicifaciens wurde zusétzlich 0,5 g/l Hefeextrakt hinzugefiigt. Die Produkt- und Substratkonzentrationen
wurden am Anfang und Ende des Versuchs iiber HPLC bestimmt. Gezeigt sind jeweils eine reprisentative
Wachstumskurve sowie Mittelwerte der Produktkonzentrationen mit Standardabweichung aus drei biologischen
Replikaten.

B. propionicifaciens produzierte in allen Kultivierungsbedingungen Acetat, Propionat, Succinat und
geringe Konzentrationen Pyruvat. Die Kultur ohne CO, /NaHCOs war die einzige, in der Glucose am
Ende der Kultivierung festgestellt werden konnte (0,9 + 0,6 mM). Der Einfluss von CO; fiel deutlich
geringer aus als bei B. graminisolvens. Es gab einen leichten Anstieg von Succinat um 0,7 mM aber eine
Verringerung von Propionat um 0,9 mM und Acetat um 0,6 mM im Vergleich von 50 zu 5 mM NaHCOj3,
die Verdnderungen waren jedoch nicht signifikant (einfaktorielle ANOVA, p > 0,05). Insgesamt wurden
Propionatausbeuten zwischen 0.25 und 0.31 gp/gg erreicht, wobei der hochste Wert im 50 mM Ansatz
gemessen wurde und der geringste in DMMG-H. Zwar waren die P/S-Werte bei 50 mM NaHCOs
gesteigert (7,6 £ 1,6 molp/mols) im Vergleich zu 5 mM (4,7 + 1,1 molp/mols), jedoch war der Effekt



Ergebnisse 48

nicht signifikant (einfaktorielle ANOVA, p >0,05). Im Fall von B. propionicifaciens wurde die
Propionatproduktion also durch die CO,-Zugabe nicht beeinflusst. Deutlicher zeigte dieser Versuch
daher die Verringerung des P/S-Verhiltnisses in R6hrchen im Vergleich zur offenen Kultivierung im 48-

Well Format im Anaerobenzelt (4.3), welche bei beiden Spezies beobachtet werden konnte.

4.5 Untersuchung des Stoffwechsels
4.5.1 Genetische Ausstattung ausgewiihlter Bacteroidota

B. graminisolvens und B. propionicifaciens zeigten deutliche Unterschiede in Niahrstoffbedarf und
Produktbildung. Eine Suche nach den fiir die zentralen Stoffwechselenzyme codierenden Genen sollte
aufklaren, ob diese Unterschiede auf genetischer Ebene verankert sind. Dazu wurden die
Aminosduresequenzen charakterisierter Enzyme durch Blastn-Analyse mit den Gensequenzen von zwei
vollstindigen Genomen der zwei Stimme abgeglichen (3.6). Darliber hinaus wurde eine
speziesspezifische Suche nach Proteinen (BlastP-Analyse) aller hier untersuchten Bacteroidia-Spezies
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Genomanalyse wurden bereits publiziert. Die entsprechenden
Rohdaten konnen in den Tabellen S4 und S5 der Publikation eingesehen werden (Doéring und Basen,
2024). Die Ergebnisse der Blastp- und Blastn-Analyse, sowie Informationen zu den genutzten
Referenzproteinen sind in Tabelle A12 zusammengefasst. Abbildung 4.7 zeigt die Daten aus der
Stammspezifischen Blastn-Analyse. Es sind die Enzymreaktionen gezeigt, die aufgrund des
Vorhandenseins ihrer entsprechenden Gene in den Organismen ablaufen kdnnen. Dabei wurden Gene
fiir Enzyme, die mit einem orangen Pfeil markiert sind, nur im Genom von B. graminisolvens

identifiziert.

Beide Spezies besitzen die genetischen Grundlagen fiir den Ablauf der Glykolyse, in der Glucose {iber
GAP und DHAP zu PEP und dann Pyruvat umgewandelt wird. Weiterhin konnten auch
Ubereinstimmungen mit allen Genen gefunden werden, die fiir den oxidativen Anteil des
Pentosephosphatwegs (PPP) notwendig sind. Dazu gehdren die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(zwf, EC:1.1.1.49), die 6-Phosphogluconolactonase (pg/, EC:3.1.1.31) und die Phosphogluconat-
Dehydrogenase (gnd, EC:1.1.1.44). Durch ihr Zusammenwirken werden pro Mol Glucose-6-Phosphat
(G6P), ein Mol CO; freigesetzt und zwei Mol NADP* zu NADPH + H' reduziert. Das dabei entstandene
Ribulose-5-Phosphat (Ru5P) kann dann iiber die RuSP-Epimerase (rpe, EC:5.1.3.1) und Ribose-5-
Phosphat-Isomerase (rpiB, EC:5.1.3.1) zu Xylulose-5-Phosphat (Xu5P) und Ribose-5-Phosphat (R5P)
umgewandelt werden. Nach weiteren Umformungen unter Beteiligung von Transketolasen (zkz,
EC:2.2.1.1) und Transaldolasen (za/, EC:2.2.1.2) entstehen daraus ein Mol GAP und zwei Mol Fructose-
6-Phosphat (F6P), welche wiederum in die Glykolyse eingespeist werden konnen. B. graminisolvens
besitzt alle fiir diese Schritte notwendigen Gene. Interessanterweise konnte in B. propionicifaciens kein
Gen fiir eine Transaldolase identifiziert werden. Dennoch besteht die Moglichkeit eines alternativen
Weges des PPP. Dieser wurde kiirzlich in dem nahe verwandten Bakterium S. copri identifiziert
(Garschagen et al., 2021). Dabei wird Seduheptulose-7-Phosphat von einer Pyrophosphat abhéngigen
F6P-1-Phosphotransferase phosphoryliert (PREVCOP 03899). 1,7-Seduheptulose-Bisphosphat wird
dann durch eine Fructose-Aldolase (PREVOCOP_06123) in Erythrose-4-Phosphat (E4P) und DHAP
gepalten. Wahrend DHAP in die Glykolyse eingeschleust wird, konnen E4P und XuS5P durch eine

Transketolase zu GAP und F6P umgewandelt werden. In beiden Organismen wurden die entsprechenden
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Gene identifiziert (Protein ID: WP _024996790.1; WP _018109477.1; WP_024997536.1;
WP _025069472.1). Es ist daher moglich, dass auch B. propionicifaciens die Fahigkeit besitzt Glucose
iiber den PPP zu verstoffwechseln.

Das im Laufe der Glykolyse entstandene PEP kann entweder iiber die Pyruvat-Kinase (pykA,
EC:2.7.1.40) zu Pyruvat umgewandelt oder durch die PEP-Carboxykinase (PEP-CK, pckA4, EC:4.1.1.49)
zu Oxalacetat carboxyliert werden. Beide Reaktionen konservieren dabei Energie in Form von ATP. Der
Sequenzabgleich mit einer Phosphoenolpyruvat-Carboxylase aus E. coli (WP_001005586.1, ppc,
EC:4.1.1.31), die ebenfalls PEP zu Oxalacetat carboxyliert, aber ohne gleichzeitige ATP-Freisetzung,
ergab mit keinem der untersuchten Stimme Ubereinstimmungen. Es wurden aber auch Gene fiir die
Bildung von Pyruvat aus Oxalacetat (Oxalacetat-Decarboxylase, oadA und oadB, EC:7.2.4.2) und die
ATP-abhingige Carboxylierung von Pyruvat zu Oxalacetat identifiziert (Pyruvat-Carboxylase, pyc,
EC:6.4.1.1). Ausgehend von Oxalacetat konnten die den Reaktionen zugrunde liegenden Gene zur
Bildung von Fumarat identifiziert werden. Dazu gehdren die Malat-Dehydrogenase (mdh, EC:1.1.1.37)
und die Fumarat-Hydratase (fumB, EC:4.2.1.2). Die Reaktion von Fumarat zu Succinat, wird durch das
Redoxenzym Fumarat-Reduktase (EC:1.3.5.1) katalysiert. Zwei Gene des Enzyms frdA und frdb, die fiir
die katalytischen Untereinheiten codieren, wurden in den Genomen der beiden Stimme identifiziert. Mit
den Genen frdC und frdD, die die katalytischen Untereinheiten in der Membran verankern, wurde keine
Ubereinstimmung in den Genomen gefunden. Es handelt sich hierbei jedoch um sehr kleine Proteine
(131 bzw. 119 AS), was den Sequenzabgleich erschwert. Auch die Reaktionen des oxidativen
Citratzyklus (TCA) von Oxalacetat iiber Citrat, Isocitrat zu 2-Oxoglutarat konnten aufgrund der
vorhandenen Gene in beiden Spezies ablaufen. In beiden Spezies wurden Ubereinstimmungen mit den
Genen korAd und korB festgestellt. Diese codieren in Mycobacterium tuberculosis fur die Ferredoxin
abhéngige Oxidation von 2-Oxoglutarat zu Succinyl-CoA. Die Suche nach den Untereinheiten der
2-Oxoglutarat-Dehydrogenase aus E. coli ergab, dass die E2-Komponente und die Dihydrolipolyl-
Dehydrogenase in den meisten der Bacteroidota vorkommen. Die E1-Komponente wurde jedoch nur in
B. xylanisolvens gefunden. Zusétzlich konnten in B. graminisolvens Gene identifiziert werden, welche
mutmaBlich fiir die Succinat-CoA-Ligase (sucC und sucD, EC:6.2.1.4) codieren. Diese wandelt das im

TCA entstandene Succinyl-CoA unter Generierung von ATP oder GTP in Succinat um.

Beide Spezies zeigten in bisherigen Wachstumsversuchen deutliche Unterschiede in deren
Produktspektren. So Dbildet B. propionicifaciens unter den meisten Wachstumsbedingungen
ausschlieBlich Acetat und Propionat und nur geringe Mengen Succinat, wihrend B. graminisolvens ein
breiteres Produktspektrum aufweist und zusétzlich Formiat und Lactat produziert. Trotz dieser
Unterschiede haben beide Spezies die gleiche genetische Ausstattung zur Produktion der organischen
Sduren. Sie haben beide die Gene, deren Produkte die Umwandlung von Succinat zu Propionat
katalysieren. Dazu gehdren die Propionyl-CoA:Succinat-CoA-Transferase (scpc, EC:2.8.3.-), die
Methylmalonyl-CoA-Mutase (mutA, scpA, EC:5.4.99.2) die Methylmalonyl-CoA-Epimerase (mce, EC:
5.1.99.1) und die (S)-Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase (mmdA-C, EC:7.2.4.3). Die Gene mmdD und
mmdE aus Veillonella parvula wurden jedoch nicht identifiziert. Gleichzeitig wurden aber auch Gene
fiir die Bildung der Nebenprodukte in den Genomen beider Spezies identifiziert. Dazu gehdrt die Lactat-
Dehydrogenase (Idh, EC:1.1.1.27) fiir die Produktion von Lactat aus Pyruvat.
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Abbildung 4.7: Genetische Ausstattung der Stimme B. graminisolvens XDT-1 und B. propionicifaciens SV434.
Das Vorhandensein der Gene codierend fiir die entsprechenden Enzyme und deren Reaktionswege wurde mittels
BLASTn Analyse von je zwei Genom-Sequenzen der beiden Stdmme iiberpriift. Als Referenz dienten

Aminosiuresequenzen charakterisierter Enzyme. Gene, die nur in B. graminisolvens identifiziert wurden, sind mit
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orangen Pfeilen markiert. Abkiirzungen: G6P, Glucose-6-Phosphat; F6P, Fructose-6-Phosphat; F1,6BP, Fructose-
1,6-Bisphosphat; GAP, Glycerinaldehyd-3-Phosphat; DHAP, Dihydroxyaceton-Phosphat; PEP Phospho-
enolpyruvat, OxAc, Oxaloacetat; Ru5SP Ribulose-5-Phosphat; XuS5P, Xylulose-5-Phosphat; RSP, Ribose-5-
Phosphat; S7P, Seduheptulose-7-Phosphat; E4P, Eythrose-4-Phosphat. Gene: Glucokinase, gicK; Glucose-6-
Phosphat-Isomerase, pgi; 6-Phosphofructokinase, pfkA;  Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase, fbad; GO6P-
Dehydrogenase, zwf; 6-Phosphogluconolactonase, pgl; Phosphogluconat-Dehydrogenase, gnd; Ribulose 5-
Phosphat-Epimerase ,rpe; Ribose-5-Phosphat-Isomerase, rpiB; Transketolase, tkt4, tktB, Transaldolase, ta;, GAP-
Dehydrogenase, gapA; Phosphoglycerat-Kinase, pgk; Phosphoglycerat-Mutase, gpml; Enolase, eno, Pyruvat-
Kinase, pykA; PEP-Carboxykinase, pckA; Oxalacetat-Decarboxylase, oadA,0adB; Lactat-Dehydrogenase, ldh;
Pyruvat-Formiat-Lyase, pfl; Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreductase, pfor; Phosphat-Acetyltransferase, pta; Acetat-
Kinase, ack; Malat-Dehydrogenase, mdh; Fumarat-Hydratase, fumB; Fumarat-Reductase, fidA, frdB; Citrat-
Synthase, citZ; Aconitat-Hydratase, acnA; Isocitrat-Dehydrogenase, icd; 2-Oxoglutarat-Oxidoreductase, kor4,
korB; Succinat-CoA-Ligase, sucD; Propionyl-CoA:Succinat-CoA-Transferase, scpC; Methylmalonyl-CoA-
Mutase, scpA, mut4; Methylmalonyl-CoA-Epimerase, mce; (S)-Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase, mmdA-C.

Sie besitzen beide die Gene fiir die Produktion der Pyruvat-Formiat-Lyase (pfl, EC:2.3.1.54) und die
Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreductase (pfor, EC:1.2.7.1), die jeweils Pyruvat in Acetyl-CoA umwandeln
und dabei Formiat bzw. CO; freisetzen. Weiterhin wurden die Gene fiir die Phosphat-Acetyltransferase
(pta, EC:2.3.1.8) und Acetat-Kinase (ack, EC:2.7.2.1) identifiziert. Beide sind an der Umwandlung von
Acetyl-CoA zu Acetat beteiligt und letzteres generiert ATP mittels Substratkettenphosphorylierung.

Ein wichtiger Aspekt des Stoffwechsels ist die Regenerierung der Elektroneniibertrdger. Daher wurde
auch das Vorhandensein von typischen Genen fir Redox-Enzyme Uberpriift. Neben der Fumarat-
Reduktase, die in der Produktion von Succinat im reduktiven TCA beteiligt ist, wurden weitere Gene
identifiziert. Beispielsweise eine Na'-translozierende NADH-Chinon-Reduktase (Ngr4-D, EC:7.2.1.1),
auBerdem Gene zur Bildung des Rnf-Komplexes (rnf4-G, EC 7.2.1.2) welcher reduziertes Ferredoxin
tiber die Reduktion von NAD' regenerierten kann. Auch besitzen beide Spezies die Gene zur Produktion
einer eine Cytochom-bd-II Ubiquinol-Oxidase (appB, appC, EC:7.1.1.3), die O; als Elektronenakzeptor
nutzt. In B. graminisolvens konnten auflerdem die gene nuoA-D und nuoH-N identifiziert werden,
welche fiir die NADH-Chinon-Oxidoreductase (Nuo) codieren. Ebenso wie die Nqr, iibertragt sie
Elektronen von NADH auf Chinon. Die Gene nuoE-F konnten jedoch nicht identifiziert werden.
Weiterhin wurde tberpriift, ob die beiden Spezies die Fahigkeit besitzen, Elektroneniibertrager durch
die Produktion von Wasserstoff (Hz) zu regenerieren. Dies wurde fiir B. cellulosilyticus beschrieben.
Dieser Stamm besitzt ein Gen mit hoher Sequenziibereinstimmung zu einer Hydrogenase aus
Clostridium pasteurianum (E-value: 4 * 1073° Querry cover: 97 %). Die Hydrogenase oxidiert
reduziertes Ferredoxin und setzt die Elektronen in Form von H; frei (Peters et al., 1998). Im Genom von
B. propionicifaciens wurde keine Ubereinstimmung mit dieser Sequenz gefunden, in B. graminisolvens

konnte nur eine sehr geringe Ahnlichkeit festgestellt werden (E-value von 0,016).

Insgesamt unterscheiden sich die zwei Bakterienspezies nur in wenigen Punkten. Aufgrund der
fehlenden Transaldolase miisste B. propionicifaciens einen anderen Weg haben, C5-Korper in die

Glykolyse einzuspeisen als B. graminisolvens. Aulerdem beherbergt das Genom von B. graminisolvens
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Sequenzen, die fiir eine Succinyl-CoA-Ligase codieren kdnnten. Somit kdnnte Succinat bei diesem

Organismus auf einer anderen oder zusitzlichen Route entstehen als bei B. propionicifaciens.

4.5.2 Untersuchung der Wasserstoffbildung

Um zu bestétigen, dass in B. graminisolvens und B. propionicifaciens keine H,-Produktion stattfindet,
wurden Gasmessungen durchgefiihrt. Dazu wurden die zwei Spezies in DMMG mit jeweils 15 und
30 mM Glucose bis zur stationdren Phase kultiviert. S. copri wurde als Negativkontrolle und
B. cellulosilyticus als Positivkontrolle mitgefiihrt. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung
4.8 dargestellt. Der Wasserstoff im Formiergas (95 %/5 % Na/Ha, v/v) zeigte sich nach ca. 2,2 Minuten
Retentionszeit. Obwohl das Medium mit Protadur (80 %/20 %, N»/CO», v/v) begast wurde und kein
Wasserstoff enthalten sollte, konnte auch in dessen Gasatmosphire ein Signal nach der gleichen
Retentionszeit erfasst werden. Also muss entweder H> vom Medium freigesetzt worden sein oder es
handelt sich um ein anderes Gas, welches zur gleichen Zeit eluiert. Fiir S. copri, B. propionicifaciens
und B. graminisolvens wurden ebenfalls niedrige Ausschlage detektiert, die jedoch deutlich kleiner
ausfallen als in der Formiergasprobe. Es konnte daher ebenfalls aus dem Medium freigesetzt worden
sein. Der Peak der Kultur von B. cellulosilyticus (15 mM Glucose) hingegen entspricht in dessen
AusmaB in etwa dem des Formiergases. Die 30-mM-Kultur iibertrifft das Signal deutlich. Es wurde also
mit 30 mM Glucose mehr Wasserstoff gebildet. Diese Ergebnisse bestitigen, dass B. graminisolvens
und B. propionicifaciens nicht in der Lage sind, H» zu produzieren.
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Abbildung 4.8:Wasserstoffproduktion von vier Bacteroidota-Spezies. Kulturen von B. propionicifaciens,

B. graminisolvens, B. cellulosilyticus und S. copri wurden in 20 ml DMMG mit jeweils 15 mM (tiirkis) bzw. 30
mM Glucose (schwarz) inokuliert und bis zur stationdren Phase inkubiert (Gasatmosphére: N»/CO»; 80 %/20 %,
v/v). Im Anschluss wurden je 1 ml aus dem Gasraum der Flasche entnommen und mittels GC analysiert. Als
Kontrolle (blau) dienten Flaschen gefiillt mit Stickstoff (N»), Formiergas (N»/Ha, 95 %/ 5 %, v/v) und Gas aus
einer Flasche mit Medium (N2/CO,, 80 %/20 %, v/v).
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4.5.3 Stoffwechselbilanz ruhender Zellen

Fiir beide Spezies wurden Zellsuspensionsexperimente durchgefiihrt. Dabei wurden die Bakterien
zundchst bis zur mittleren exponentiellen Phase kultiviert und im Anschluss in einem Puffer
aufkonzentriert. Dadurch konnten die Zellen nicht mehr wachsen und die Stoffwechselbilanz konnte
unabhingig von der Zunahme der Zellmasse bestimmt werden. Der Proteingehalt der Zellsuspensionen
wurde direkt nach Glucosezugabe und nach 24 h ermittelt. Die Differenz betrug durchschnittlich 0,03
mg/ml und war damit zu vernachlissigen. Der Substratumsatz der Kultur von B. propionicifaciens ist in
Abbildung 4.9 dargestellt. Im Verlauf der Messung entstanden aus 16,6 mM Glucose insgesamt 16,7 +
0,12 mM Propionat, 8,3 £ 0,06 mM Acetat, 2,4 = 0,04 mM Succinat und 0,9 + 0,01 mM Formiat.
Zusitzlich wurden auch bis zu 1,3 + 0,03 mM Pyruvat nachgewiesen, die aber nach weiterer Inkubation
wieder aufgenommen wurden. Glucoseaufnahme und Produktfreisetzung folgten zunéchst einem
linearen Verlauf, sodass das Substrat bereits nach 18 h vollstidndig verbraucht war. Trotzdem stieg die
Propionatkonzentration um weitere 4,3 mM an. Der Gehalt intrazelluldrer Polysaccharide (IPS) der
Zellen stieg innerhalb von 8 h nach Beginn der Messung auf 99,4 + 1,0 mg/l. Zum néchsten Zeitpunkt
war nur noch die Halfte vorhanden und nach 24 h lag der Wert etwa auf gleicher Hohe wie zum Zeitpunkt
to. Zum Ende der Messung konnten noch 2,1 &+ 0,5 mg/l nachgewiesen werden. Dabei fiel der Anstieg
der Propionatkonzentration zwischen 18 und 72 h mit der Abnahme der IPS zusammen. Die
Bestimmung der IPS erfolgte zunichst {iber eine kolorimetrische Methode. Als Standard wurde
Glykogen aus Rinderleber verwendet mit einer Reinheit von mindestens 80 %. Da die Bildung der IPS
in die Berechnung der die Kohlenstoffbilanz der Zelle einbezogen werden muss, musste die Menge an
Glucose bestimmt werden, die in den IPS von B. propionicifaciens enthalten war. Dazu wurde eine
Standardreihe mit Glykogen angefertigt, welche in Salzsdure zu Glucose hydrolysiert wurde. So konnte
ermittelt werden, dass 99,4 mg/l Glykogen einer Konzentration von ca. 0,52 mM Glucose entsprachen
(Abbildung A3). Daher machten IPS nur einen kleinen Anteil der nicht in Produkte umgewandelten
Glucose aus. Angenommen, dass die Pyruvat Abnahme von 1,7 mM in der Zeit von 18 - 144 h durch
die Umwandlung von Pyruvat zu Propionat zustande kam, wiirden noch immer rund 2 mM Substrat

fehlen, um den Anstieg von Propionat nach Verbrauch der Glucose zu erkléren.

Als néchstes wurde die Stoffwechselbilanz der Fermentation berechnet. Die Reaktionsgleichungen, die
den Berechnungen zugrunde liegen, sind in Tabelle A 13 aufgefiihrt. Es wurden die Daten der Messungen
nach 24 h und 144 h verwendet. Sie sind in Tabelle A14 zusammengefasst. Es wurde angenommen, dass
aus 1 mM verbrauchter Glucose, 2 mM GAP und wiederum 2 mM PEP entstehen und jeweils 1 mM
PEP zu 1 mM Produkt (Propionat, Acetat, Succinat oder Lactat) umgewandelt werden kdnnen. So ergab
sich eine PEP-Produktion von 33,2 mM und ein PEP-Verbrauch von 24,4 mM nach 24 h Inkubation.
Das entspricht 73,6 % der verbrauchten Glucose. Als nichstes wurde auch die Redoxbilanz berechnet.
Je nach Produkt oxidiert oder reduziert die Zelle unterschiedliche Mengen an Elektroneniibertragern.
Auf dem Weg zu Succinat werden je 2 Mol NADH wieder zu NAD" oxidiert. Pro Mol Acetat, welches
unter anderem durch die PFOR produziert wird, werden jedoch wieder 1 Mol Elektroneniibertriager
reduziert. Insgesamt wurden daher zur Bildung der Sduren durch die ruhenden Zellen nach 24 h netto
21,3 mM Elektroneniibertrager oxidiert. Dementsprechend betrug die Redox-Bilanz nur 64,2 %. Nach
144 h stiegen die Werte noch leicht an, sodass die Kohlenstoffbilanz 82,5 % betrug und die Redoxbilanz
72,3 %. In diesem Zeitraum muss also noch eine Umwandlung von Metaboliten stattgefunden haben,
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der durch die erhobenen Messwerte nicht erfasst wurde, da nach 24 h ein Grofiteil der IPS abgebaut

worden war und diese daher nicht fiir den Anstieg der Kohlenstoftbilanz verantwortlich sein konnen.
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Abbildung 4.9: Produktbildung ruhender Zellen von B. propionicifaciens. Eine Kultur aus 1000 ml DMMG-H
wurde in der exponentiellen Phase geerntet, dann in RCB resuspendiert und aufkonzentriert. Es wurden je
3 x 40 ml Zellsuspension mit einer Proteinkonzentration von 0.46 mg/ml in Serumflaschen abgefiillt und 15 mM
Glucose hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C (Gasatmosphére: N»/COz; 80 %/20 %, v/v). Dann folgte
die Messung der Glucose- und Produktkonzentrationen sowie der intrazelluldren Polysaccharide. Gezeigt sind
Mittelwerte und Standardabweichung (n = 3).

Das Experiment wurde analog auch mit B. graminisolvens durchgefiihrt. Das Hauptprodukt der
Fermentation war Propionat. Dessen Konzentration nahm zunichst linear zu, flachte dann aber ab und
erreichte 8,2 £ 0,3 mM nach 4 h. Bis zur nichsten Messung nach 24 h stieg Propionat noch mal auf
14,5 = 0,4 mM. Lactat und Pyruvat zeigten die ersten 4 h einen dhnlichen Verlauf. Zu diesem Zeitpunkt
wurden Konzentrationen von jeweils 5,6 = 0,3 bzw. 4,4 £ 0,3 mM gemessen. Danach sank die
Konzentration beider Sduren jedoch wieder auf 3,0 = 0,2 bzw. 1,0 £ 0,04 mM. Somit konnte bei
B. graminisolvens eine noch deutlichere Verlagerung des Produktspektrums im Vergleich zu den
wachsenden Zellen (4.3) festgestellt werden, als bei B. propionicifaciens. Weiterhin wurden nach 24 h
Inkubation 1,8 £ 0,08 mM Acetat, 2,3 = 0,1 mM Formiat und 2,4 + 0,09 mM Succinat gemessen
(Abbildung 4.10). Entsprechend der gleichen Rechnung ergaben sich fiir die Messwerte nach 24 h eine
Kohlenstoffbilanz von 67,0 % und eine Redoxbilanz von 106,4 % (Tabelle A15). Die Menge an
reduzierten Produkten kann also nicht alleine durch die Verstoffwechselung der Glucose iiber die
Glykolyse entstanden sein, zumal das Kohlenstoffdefizit noch groBer ist als bei B. propionicifaciens.
Zur Bildung der Produkte werden nur 23,2 mM PEP benétigt. Bei der Bildung dieser Menge PEP iiber
die Glykolyse entstehen aber auch nur 23,2 mM NADH. Es briuchte aber mindestens 36,8 mM
reduzierte Elektroneniibertrager zur Bildung der Produkte, wie sie in B. graminisolvens gemessen
wurden. Das entspréiche einer Redoxbilanz von 159 %. Dementsprechend kann der Stoffwechsel nicht
alleine iiber die Glykolyse ablaufen. B. graminisolvens muss also einen Stoffwechsel betreiben, bei dem
die Glucose stirker oxidiert wird. Eine Moglichkeit wére beispielsweise die Verstoffwechslung der
Glucose iiber den oxidativen Pentose-Phosphat-Weg (oxPPP). Wie in Tabelle A13 aufgefiihrt ist, konnen
3 Mol Glucose zu 5 Mol Gap umgewandelt werden. Dabei entstehen pro Mol Glucose, die {iber den
oxPPP verstoffwechselt werden, 2 Mol reduziertes NADPH zusétzlich zum NADH, welches durch die
Reaktionen von GAP zu PEP frei wird. AuBlerdem sinkt die Ausbeute an Kohlenstoff, da pro Mol
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Glucose jeweils 1 Mol CO, freigesetzt wird. Insgesamt bleiben bei den Untersuchungen der ruhenden

Zellen aber zu viele Variablen offen, um eine Aussage dazu zu treffen.
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Abbildung 4.10: Produktbildung ruhender Zellen von B. graminisolvens. 500 ml Kultur in DMMG wurden in der
exponentiellen Phase geerntet, dann in RCB resuspendiert und aufkonzentriert. Es wurden je 3 x 20 ml
Zellsuspension mit einer Proteinkonzentration von 0,54 mg/ml in Serumfalschen abgefiillt und 15 mM Glucose
hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C (Gasatmosphére: N2/CO2; 80 %/20 %, v/v) Dann folgte die

Messung der Glucose- und Produktkonzentrationen. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichung (n = 3).

4.5.4 Stoffwechselbilanz wachsender Zellen.

Die mit ruhenden Zellen durchgefiihrten Untersuchungen hatten gezeigt, dass die Bilanzen nicht
geschlossen werden konnen. AuBlerdem unterschied sich der Stoffwechsel besonders bei
B. graminisolvens deutlich von dem der wachsenden Kulturen, was anhand der Produktverhéltnisse
erkennbar war (Abschnitt 4.3 und 4.5.3). Daher wurde ein zweiter Versuch durchgefiihrt, bei dem die
Stoffwechselbilanz wachsender Zellen gebildet werden sollte. Der Versuch und die Berechnungen
wurden auf eine dhnliche Weise wie bei S. copri durchgefiihrt (Franke und Deppenmeier, 2018). In
Abbildung 4.11 sind die Ergebnisse der Bestimmung der Wachstumsparameter beider Spezies gezeigt.
Die 48 h lang inkubierte Kultur erreichte die hochsten Werte in ODggo und Zelltrockengewicht (1,16
bzw. 0,66 g/l). Die hochste Proteinkonzentration von 0,24 g/l wurde hingegen in der 64-h-Kultur
gemessen. Ahnliche Verhiltnisse zeigen sich auch bei B. graminisolvens. Die Messungen der ODgoo und
des Trockengewichtes unterscheiden sich kaum zwischen der 16-h-Kultur und der 24-h-Kultur (1,92
und 1,82 bzw. 0,7 und 0,7), wihrend die Proteinkonzentration in der 24 h Probe (0,48 g/l) gegeniiber
der 16 h Probe leicht erhoht war (0,37 g/1). Es ist erkennbar, dass alle Parameter eine dhnliche Steigung
in der exponentiellen Phase aufweisen. Besonders bei den Kulturen von B. propionicifaciens zeigen sich
bei der Trockengewicht und Proteinbestimmung jedoch deutliche Abweichungen von den erwarteten
Werten, beispielsweise bei den 36 h und 40 h inkubierten Kulturen in der Trockengewichtsbestimmung
bzw. bei den 16 h und 24 h inkubierten Kulturen in den Proteinbestimmungen. Da sich diese
Abweichungen jeweils nur in einer der beiden Messmethoden zeigten, kann davon ausgegangen werden,
dass sie eher auf Fehler in der Probenbearbeitung zuriickzufiihren sind als auf ein unterschiedliches
Wachstum der Kulturen. Dementsprechend wurden diese Daten nicht zur Berechnung eines
Umrechnungsfaktors zwischen ODgoo und Trockengewicht herangezogen. Weiterhin wurden die Werte

der am léngsten inkubierten Kultur (64 h bzw. 24 h) ausgeschlossen, da sie ebenfalls schlecht
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korrelierten. Die iibrigen Messpunkte wurden genutzt, um einen Umrechnungsfaktor zwischen
Trockengewicht und ODsoo zu erhalten. Die Korrelation der Wachstumsparameter ist jeweils in
Abbildung 4.12 und Abbildung 4.13 im ersten Diagramm gezeigt.
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Abbildung 4.11: Wachstum von B. propionicifaciens und B. graminisolvens anhand verschiedener Parameter. Pro
Messzeitpunkt wurden je 50 ml DMMG auf eine ODgoo von 0,02 inokuliert und bei 30 °C bzw. 37 °C
unterschiedlich lange inkubiert Die Inkubation erfolgte bei 30 °C (Gasatmosphére: N2/CO2; 80 %/20 %, v/v). Zum
Messzeitpunkt wurden ODgoo, Proteingehalt und Zelltrockengewicht jeder Kultur bestimmt. Diamant,
Trockengewicht (g/1); Kreis, ODgoo; Dreieck, Proteingehalt (g/1).

Als Nichstes wurde das berechnete Trockengewicht mit den jeweilig gemessenen Produkt- bzw.
Substratkonzentrationen in ein Diagramm eingetragen und wiederum eine Regressionsgerade erstellt.
In die erhaltene Formel wurde dann die Zahl 1 fiir die Variable x eingesetzt. Mit den so erhaltenen werten
wurde die Produktbilanz errechnet. Fiir B. propionicifaciens ergab sich eine Korrelation zwischen ODsoo
und Trockengewicht von 'y =-1,848 * x —0,02293 (Abbildung 4.12). Damit wurde berechnet, dass dieser
Stamm pro g gebildeten Trockengewichts jeweils rund 17,7 mmol Glucose verbrauchte und dabei 7,0
mol Acetat sowie 15,4 mmol Propionat produzierte. Zur Berechnung der Kohlenstoff- und
Wasserstoffbilanz wurden nun die Stoffmengen der Elemente Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff
ermittelt, die in den genannten Verbindungen enthalten waren oder im Verlauf ihrer Produktion an die
Umgebung abgegeben werden. Aus diesem Grund wurde vernachléssigt, wie viel Mol
Elektroneniibertrdger bei einer Reaktion oxidiert oder reduziert wurden. Da B. propionicifaciens kein
Formiat bildet, wurde pro mmol Acetat die Freisetzung von 1 mmol CO, angenommen. Die molare
Zusammensetzung der Zellmasse ergab sich aus den Ergebnissen der Elementarbestimmung des
Trockengewichtes (Tabelle A16). Als nachstes wurde die Summe der Elemente aller Produkte gebildet
und anschlieBend die Differenz von Substrat und Produkten (Differenz 1). Daraus ergab sich, dass
5,8 mM Kohlenstoff in der Bilanz fehlten. Es wurde daher angenommen, dass ein Anteil der Glucose
iiber den oxidativen Pentose Phosphat-Weg verstoffwechselt wurde, sodass insgesamt 5,8 mmol CO>
zusitzlich freigesetzt wiirden. Da pro Mol Glucose, die {iber den oxPPP zu GAP verstoffwechselt wird,
1 Mol CO:; frei wird (Tabelle A13), entspricht das etwa 32,8 % der insgesamt verbrauchten Glucose.
Unter dieser Annahme ergab sich eine ausgeglichene Kohlenstoffbilanz (Tabelle 4.3). Nach Abzug des
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Sauerstoffs aus waren noch

COa, 18,1 mmol O, iibrig. Da Im Zellstoffwechsel viele
Dehydratisierungsreaktionen ablaufen, wurde angenommen, dass der iibrige Sauerstoff in Form von
H,O abgegeben wurde. Nach Abzug der Stoffmengen von Wasserstoff, die in dem Wasser enthalten
waren (Differenz 3) ergab sich eine Wasserstoftbilanz von — 5,6 mmol, was 102,6 % des Wasserstoffs
entspricht. Da beide Bilanzen so geschlossen werden konnten, ist eine zeitgleiche Verstoffwechselung

von Glucose iiber die Glykolyse und den oxPPP wahrscheinlich.
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Abbildung 4.12: Korrelation von ODggp und Trockengewicht sowie Produktbildung und Trockengewicht von
B. propionicifaciens. Mit den Wachstumsparametern aus Abbildung 4.11 wurde eine Regressionsgerade erstellt.
Damit konnten ODggo-Werte von 3 x 500 ml DMMG-Kulturen in Trockengewicht umgerechnet werden. Diese
Werte wurden genutzt, um wiederum Regressionsgeraden mit Produktbildung bzw. Substratverbrauch pro g
Trockengewicht zu berechnen.
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Tabelle 4.3: Kohlen- und Wasserstoftbilanz wachsender Zellen von B. propionicifaciens. Die in der Spalte
Produkte/Substrate fett markierten Werte sind aus Produktmessungen bestimmt, alle anderen rechnerisch ermittelt.

Alle Angaben in mmol/g Trockengewicht und auf eine Kommastelle gerundet.

Produkte/Substrat C H (0]
1 Acetat (C,H40,) 7,0 13,9 27,8 13,9
2 CO,(PFOR) 7,0 7,0 - 13,9
3 Propionat (C3HsO») 15,4 46,1 92,3 30,8
4 Zellmasse (CiHi3500,54) 33,4 61,7 17,9
5 Summe 100,4 181,8 76,5
6 Glucose 17,7 106,2 212,5 106,2
7 Differenz 1 5,8 30,6 29,7
8 CO, (PPP) 5,8 5,8 - 11,6
9 Differenz 2 0,0 30,6 18,1
10 H,O 15,4 36,2 18,1
11 Differenz 3 -5,6 0,0
12 Bilanz 102,6 %
1,3,6: aus Abbildung 4.12;
2:2=1;

4: Aus Elementarbestimmung (Tabelle A16)
5: Summe 1 bis 4

7:5-6

8: Berechnet so, dass C7-9 =10
9:7-8

10: Berechnet so, dass 09-010=0
11: 9-10

12: 100 — (H11*100)/H6

Die Produktbildung von B. graminisolvens wurde auf die gleiche Weise analysiert (Abbildung 4.13,
Tabelle 4.4). Es verbrauchte pro g gebildeten Trockengewichts 16,2 mmol Glucose. Daraus produzierte
es 3,1 mmol Acetat, 6,3 mmol Propionat, 5,5 mmol Formiat und 6,4 mmol Succinat. Da
B. graminisolvens mehr Formiat als Acetat produzierte, wurde bei der Acetatproduktion kein CO;
freigesetzt, stattdessen wurde CO; im Zuge der Succinatproduktion fixiert und mit einem negativen
Vorzeichen in die Rechnung einbezogen. Auch bei B. graminisolvens waren nach Bildung der
Differenz 1 noch 11 mmol Kohlenstoff {ibrig, weswegen wiederum die Freisetzung von CO; iiber den
PPP angenommen wurde. Nach dieser Rechnung ergab sich eine Wasserstoftbilanz [H] von — 1 mmol
(100,5 %). Somit wurde 67,9 % der Glucose iiber den PPP verstoffwechselt.
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Abbildung 4.13: Korrelation von ODgoy und Trockengewicht sowie Produktbildung und Trockengewicht von
B. graminisolvens. Mit den Wachstumsparametern aus Abbildung 4.11 wurde eine Regressionsgerade erstellt.
Damit konnten ODggo-Werte von 3 x 500 ml DMMG-Kulturen in Trockengewicht umgerechnet werden. Diese
Daten wurden genutzt, um wiederum Regressionsgeraden mit Produktbildung bzw. Substratverbrauch pro gTg zu

berechnen.
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Tabelle 4.4: Berechnung der Kohlen- und Wasserstoffbilanz von wachsenden Zellen der Spezies
B. graminisolvens. Die in der Spalte Produkte/Substrate Fett markierten Werte sind aus Produktmessungen

bestimmt, alle anderen rechnerisch ermittelt. Alle Angaben in mmol/gTg

Substrat/Produkte C H (0]
1 Acetat (C;H4O>) 3.1 6,2 12,5 6,2
2 Propionat (CsHO») 6,3 19,0 37,9 12,6
3 Formiat (CH-0») 5,5 5,5 10,9 10,9
4 Succinat (C4HeO4) 6.4 25,8 38,7 25,8
5 CO; Fixierung (PEP-CK) 6,4 -6,4 - -12,9
6 Zellmasse (CiH;.8100.49 36,5 65,9 17,8
7 Summe 86,5 165,9 60,5
8 Glucose 16,2 97,5 194,9 97,5
9 Differenz 1 11,0 29,0 37,0
10 CO;, (PPP) 11,0 11,0 - 21,9
11 Differenz 2 0,0 29,0 15,0
12 H,O 30,1 15,0
13 Differenz 3 -1,0 0,0
14 Bilanz 100,5 %
1,2,3,4,8: aus Abbildung 4.13;
5:5=4;

6: Aus Elementarbestimmung (Tabelle A16)
7: Summe 1 bis 6

9: 8-7

10: Berechnet so, dass C9- C11 =0
11: 10-9

12: Berechnet so, dass O11-O12 =0
13: 11-12

14: 100 — (H13*100)/HS8

4.6 pH-kontrollierte Kultivierung

Die Steigerung der Glucosekonzentration hatte eine Verschiebung des Produktspektrums in Richtung
Lactat zur Folge (4.2.3). Gleichzeitig konnte B. graminisolvens nur etwa 37 mM Glucose
verstoffwechseln, bevor der gestiegene Sauregehalt inhibitorische Effekte ausloste. Aus diesem Grund
wurde die pH-kontrollierte Fed-Batch-Kultivierung im Bioreaktor bei pH 7 getestet. Dabei wurde
automatisch KOH-L6sung (2 M) in das Medium gepumpt, um den pH konstant zu halten. AuBerdem
wurde Glucose stufenweise hinzugegeben. Dies sollte die Bildung von Nebenprodukten durch ein
Uberangebot verringern. Wachstum und Produktbildung der zwei Spezies sind in Abbildung 4.14
gezeigt. B. propionicifaciens wurde 168 h lang inkubiert. Die maximale ODgoo von 8,12 wurde nach
43 h gemessen. Bis zum Ende der Kultivierung fiel sie dann wieder auf einen Wert von 5,28. Die initiale
Glucosekonzentration betrug rund 15 mM. In der ersten Messung, 19 h nach der Inokulation, war sie
fast vollstindig verbraucht worden (0,21 mM). Uber die nichsten zwei Zugaben wurde die

Konzentration wieder auf rund 15 mM erhdht. Danach folgte ein groBerer Glucose-Puls auf 64,9 mM,
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der innerhalb von 16h auf 7mM reduziert wurde. Nach der letzten Zugabe betrug die
Glucosekonzentration 37,2 mM. Da die Kulturbriihe nach weiteren 7 h Inkubation noch immer 24,8 mM

Glucose enthielt, wurde die nidchste Probe erst wieder nach 169 h entnommen. Zu diesem Zeitpunkt

wurden 4,5 mM Glucose detektiert.
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Abbildung 4.14: Wachstum und Produktbildung von B. propionicifaciens und B. graminisolvens in einer pH-
kontrollierten Fed-Batch-Kultur. 1 1 Kulturmedium (DMMG mit 1 g/l Hefeextrakt, 1,5 g/l NH4CL, 530 mg/1 CaCl,
x 2 HO; 2 g/l MgCL2 x 6 H,O; 4 ml/l SL-6-Lsg.; 2 ml/l FeSO4-Lsg.; 4 ml/l Himin-Lsg. 4 ml/l 5 x Wolin-Lsg.
mit Biz; 0,4 ml/l Vitamin K-Lsg.) wurde in einem 1,5 I Kulturgefal mit 1 % des Volumens inokuliert und bei 30 °C
bzw. 37 °C inkubiert. Gas (N2/CO2; 80 %/20 %, v/v) wurde mit einer Flussrate von 1 I/h in das Gefal3 geleitet und
die Kulturbriihe bei 50 rpm geriihrt. Glucose wurde aus einer 2,5 M anaeroben Stammldsung hinzugegeben. Der
pH wurde durch automatische Zugabe von 2 M KOH konstant bei 7 gehalten. Das Wachstum wurde iiber die
Messung der ODggo verfolgt. Substrat und Produktkonzentrationen wurden mittels HPLC bestimmt.

Aus den insgesamt verbrauchten 131 mM Glucose produzierte B. propionicifaciens 118,9 mM
Propionat, 48,7 mM Acetat und 25,7 mM Succinat. Dabei ist auffillig, dass Succinat wihrend der ersten
27 h des Versuches in sehr geringen Mengen auftrat (1,6 mM), sodass nach dieser Zeit ein P/S-Verhiltnis
von 21,8 molp/mols vorlag. Nach Erhohung der Glucosekonzentration war auch ein groferer Anstieg
der Succinatproduktion zu verzeichnen. Dies verringerte das P/S- Verhéltnis am Ende der Messungen
auf 4,6 molp/mols. Der Propionat-Titer am Ende der Fermentation betrug 8,8 g/l und es wurde eine
Ausbeute von 0,9 molp/molg (0,37 gp/gc) erreicht. Die Produktivitét tiber den ganzen Versuchsverlauf
betrug 0,09 g/1*h, wobei die hochste Produktivitit innerhalb der ersten 27 h der Inkubation vorlag
(0,21 g/1*h).
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B. graminisolvens wuchs deutlich schneller als B. propionicifaciens. Bereits nach 24 h Inkubation wurde
eine ODgoo von 9,8 erreicht, die bis zum Ende der Messung auf einen Wert von 5,88 abfiel. Nach 24 h
wurden Zusétze (Hamin, Vitamin K, 5 x Wolin-Losung, SL6-Losung, FeSOs4, NH4Cl) in doppelter
Konzentration zur Kulturbrithe hinzugegeben. Dies sollte den Riickgang der Zelldichte aufgrund von
Néhrstofflimitation verhindern. Die Zugabe der Substanzen hatte jedoch keinen wachstumsférdernden
Effekt. Glucose wurde zunichst wieder in kleineren Mengen hinzugegeben, sodass 15 mM nicht
uberschritten wurden. Nach 16 h wurde die Konzentration auf 31,7 mM erhoht. Als das Substrat
wiederum fast vollstindig aufgebraucht war, folgte die Zugabe von Glucose auf zunichst 19,6 mM und
schlieBlich auf 80,8 mM. Sie wurde aber nur bis zu einer Konzentration von 48,1 mM verbraucht.
Danach blieb der Wert auch bei Inkubation {iber weitere 24 h weitgehend konstant. Insgesamt
konsumierte B. graminisolvens 106,8 mM Glucose und bildete ein breites Spektrum an Produkten. Mit
45,0 mM war Succinat das Hauptprodukt zum Ende der Fermentation, danach Propionat (33,3 mM).
Formiat und Lactat wurden in dhnlichen Konzentrationen (24,8 mM bzw. 25,2 mM) produziert, danach
folgte Pyruvat mit 21,4 mM. Interessanterweise war Acetat das am geringsten konzentrierte Produkt im
Kulturiiberstand (14,0 mM). Auch bei B. graminisolvens verlief die Produktbildung nicht gleichméBig.
Wiéhrend Propionat in den ersten 24 h des Versuchs in leicht héheren Konzentrationen vorlag als
Succinat, iiberstieg dessen Konzentration die von Propionat zu den spéteren Messzeitpunkten. Lactat
und Pyruvat wurden erst ab 16 bzw. 20 h Inkubation gemessen. Danach wurden sie vermehrt produziert.
Acetat und Formiat hingegen erreichten ihre hochste Konzentration nach 20 h Inkubation. Spater nahm
die Konzentration in geringem Mafle ab. Insgesamt wurde bei dieser Fermentation eine Propionat-
ausbeute von 0,31 molp/molg (0,13 gp/gs) erreicht, mit einem Titer von 2,5 g/l. Wahrend der
Fermentation von B. graminisolvens fiel auBerdem auf, dass sich der Kulturiiberstand mit
fortschreitender Inkubationsdauer gelb verfiarbte (Abbildung A4). Dieses Phidnomen trat bei

B. propionicifaciens nicht auf.

4.7 Etablierung genetischer Methoden

Eine Strategie auf dem Weg zu einem industrielle Produktionsstamm ist die Gentechnik. Auflerdem
konnen genetische Experimente aufschlussreiche Hinweise auf die Funktionsweise von Enzymen im
Stoffwechsel geben. Die bisherigen Ergebnisse warfen die Frage auf, warum einige Staimme trotz
gleicher genetischer Grundlagen mehr Propionat produzieren und andere mehr Succinat. Als
Versuchsorganismus diente hier P. vulgatus ATCC 8284. Es ist eines der wenigen gut charakterisierten
Propionat bildenden Bakterien des Phylums Bacteroidota, die der Sicherheitsstufe S1 zugeordnet sind.
Weiterhin wurde fiir diesen Organismus bereits eine Technik zur Uberproduktion der Lactat-
Dehydrogenase entwickelt (Liick und Deppenmeier, 2022). Sie bedient sich des Vektors pG106, der die
ndtigen Gene besitzt, um durch Konjugation von Bacteroidota aufgenommen zu werden (Jones et al.,
2020). Ziel war die Uberproduktion der Methylmalonyl-CoA-Mutase, eines der zentralen Enzyme des

Succinat-Wegs. Anschlielend sollten die Effekte auf die Propionatproduktion untersucht werden.

4.7.1 Erstellung des Plasmids pG106_np_mutA_scpA

Zunichst wurde die Zielsequenz iiber eine Blastn-Analyse identifiziert. Dafiir wurde das Genom des
Stammes P, vulgatus ATCC 8482 (NCBI Reference Sequence: NC 009614.1) mit der Sequenz der
gesuchten Gene abgeglichen. Als Referenz dienten mut4 und mutB aus Propionibacterium
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freudenreichii subsp. shermanii. Sie codieren fiir die kleine und groBe Untereinheit der Methylmalonyl-
CoA-Mutase (Gene Bank: X14965.1). Bei der Analyse wurden zwei Gene identifiziert, BVU_RS01575
(kleine Untereinheit) und BVU_RS01580, (grofle Untereinheit), die jeweils als mut4 und scp4 annotiert
waren und im Genom aufeinanderfolgen (Abbildung 4.15). Am 5°‘-Ende des Abschnittes wurde die
Sequenz fiir einen mdgliches Transportprotein identifiziert, am 3‘-Ende, Sequenzen fiir Proteine der
duBeren Zellmembran. Gene zur Produktion der anderen am Succinat-Weg beteiligten Enzyme lagen
nicht in unmittelbarer Ndhe. Die Nukleotidsequenz mutA bis einschlieBlich scp4, inklusive 238 bp am
5‘-Ende, auf dem sich vermutlich der native Promotor befindet, wurden mit den Primern CD08 fw und
CDO08_rv amplifiziert (4442 bp) und mit Gibson-Assembly in den Vektor pG106 gebracht.

BVU_RS01565 BVU_ RSUlS?U BVU_RS01575 BVU_RS01580 BVU_RS01580 BVU_RS01580

ABC-F-Doménen mdoglicher ' CDO8 fw CD08_rv ! SusD/RagB-Familie SusC/RagA-Familie
Protein Transporter Protein Protein
P. vulgatus ATCC 8284 Genom: NC_009614.1 1000 bp

Pos. 452627 - 464368

Abbildung 4.15: Bereich um die Gene mut4 und scp4 im Genom von P. vulgatus ATCC 8482.

Sowohl aufgereinigtes Plasmid als auch PCR-Produkte wurden zur Kontrolle auf ein Agarose-Gel
aufgetragen (Abbildung 4.16). In der Plasmidspur sind die verschiedenen mdéglichen Konformationen
zu erkennen (von unten nach oben: linear einzelstringig, supercoiled, nicked). Lediglich die lineare
doppelstrangige DNA ist nicht zu erkennen. Entsprechend der Lange des Plasmids miisste sie auf der
Hohe von 9278 Basenpaaren zu sehen sein. Die supercoiled-Form hatte jedoch ein sehr breites Signal,

welches das linearisierte Plasmid tiberdeckte.

Nach Reinigung der PCR-Produkte wurde das Gibson-Assembly durchgefiihrt, um die Fragmente zu
verbinden. Dann wurden kalziumkompetente FE. coli DHS5o Zellen mit dem Plasmid
pG106_P.vu np mutA_scpA transformiert. Innerhalb von 24 h wuchsen auf den Selektionsplatten 19
Kolonien, von denen 12 mit Kolonie-PCR auf das Vorhandensein einer Insertionssequenz iiberpriift
wurden (Abbildung 4.17). Als Kontrolle dienten Kolonien, die nur mit dem PCR-Produkt des Vektors
transformiert worden waren (Kolonie 13 und 14) und Kolonien, die mit dem urspriinglichen Plasmid
transformiert worden waren (Kolonie 15 und 16). AuBerdem wurde die PCR direkt mit dem Plasmid
pG106 als Matrize durchgefiihrt. Es wurden die Primer CDO7_fw und CDO7_rv verwendet. Sie binden
an Sequenzen auf dem Plasmid vor und hinter der Insertionsstelle, sodass bei der PCR eines Plasmids
mit Insertionssequenz ein DNA-Fragment von 4846 bp Lénge entsteht, wiahrend bei der PCR eines
Plasmids ohne Insertionssequenz Fragmente von 564 bp linge vervielfiltigt werden (Abbildung 4.18).
Auf den Agarosegelen ist gut zu erkennen, dass die Kolonien 1, 5, 7 und 9 Plasmide mit Insertionen der
erwarteten Lange tragen. Die PCR-Produkte aller anderen Kolonien und Kontrollen entsprechen in ihrer

Liange der des urspriinglichen Plasmids in Spur 17 und enthalten keine Insertionen.
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Abbildung 4.16: Gelelektrophorese des Plasmids pG106 und der PCR-Produkte zur Durchfiihrung des Gibson-
Assembly. 1%iges Agarosegel (w/v) in TAE-Puffer und 60 ul/l Midori Green. M1, Marker 1: 1kb Plus DNA
Ladder (NEB); M2, Marker 2: 1 kb DNA Ladder (NEB); pG106, unverdautes Plasmid pG106; 1, HyOgest; 2,
PCR-Produkt von P. vulgatus ATCC 8482 genomischer DNA, amplifiziert mit den Primern CD08_fw und
CDO08_rv (Lange von 4379 bp); 3, PCR-Produkt von Plasmid pG106 amplifiziert mit den Primern CD09_fw und
CDO09 _rv (Lange von 9448 bp).

kbp M 12 3 456 13 15 17 kbp M 7 8 9 1011 12 14 16 17

10
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Abbildung 4.17: Gelelektrophoretische trennung der DNA-Fragmente aus der Kolonie-PCR mit Klonen von E.
coli DH5a. PCR mit den Primern CDO07_fw und CDO07_rv, Tag-Polymerase. 0,8%iges Agarosegel (w/v) in TAE
mit 60 pl/l Midori Green. M, Marker: 1 kb Plus DNA Ladder (NEB). 1-12, Transformation aus Gibson-Assembly
mit pG106_np mutA scpA; 13-14, Transformation aus Gibson-Assembly mit pG106; 15-16, Transformation mit
pG106; 17, pG106.

Im néchsten Schritt wurden die Plasmide der Kolonien 1 und 5 isoliert und in £. coli S17-1 transformiert.
Im Gegensatz zu E. coli DH5a, besitz dieser Stamm die ndtigen Enzyme zur Konjugation. Bei der
Konjugation wurden Zellen des Stammes E. coli S17-1 pG106_np mutA scpA gemeinsam mit
Wildtyp-Zellen von P. vulgatus liber Nacht bei 30 °C unter oxischen Bedingungen inkubiert. Danach
wurden die Zellen auf eine Platte mit Gentamycin und Erythromycin transferiert und im Anaerobier-
Zelt inkubiert. Gentamycin sorgte dabei dafiir, dass das Wachstum von E. coli unterdriickt wurde.
Erythromycin wirkte als Selektionsmarker fiir die Zellen von P. vulgatus, die das Plasmid aufgenommen
hatten. Es zeigten nur Platten mit dem Ursprungsplasmid aus Kolonie 5 Wachstum. Von dieser Platte

wurden je 4 Kolonien vereinzelt und wiederum eine Kolonie-PCR durchgefiihrt, deren Ergebnisse in
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Abbildung 4.19 dargestellt sind. Wie zu sehen ist, tragen alle Klone von P. vulgatus das Plasmid mit der
erwarteten Insertionssequenz.

CDO7_rv

pG106_np_mutA_scpA
13.739 bp

000 0%
4000

CDO7_fw

Abbildung 4.18: Karte von pG106 np mutA scpA. Das Plasmid wurde mittels Gibson-Assembly aus dem
Plasmid pG106 (Jones et al., 2020) und dem 4379 bp-langem Fragment np mutA_scpA aus P. vulgatus ATCC
8284 erstellt. ori, origin of replication (Replikationsstartpunkt); ermAM, Eythromycin Resistenzkasette E. coli;
ermF, Erythromycin Resistenzkasette Porphyromonas und Bacteroides; oriT, Transferstartpunkt (origin of
transfer); lacZ, B-Galaktosidase Gen; MCS, Multiple Klonierungsstelle; mut4; Gen fiir Methylmalonyl-CoA-
Mutase kleine Untereinheit; scpA, Gen fiir Methylmalony-CoA-Mutase grofle Untereinheit; repB; Primase-
Gen/replikatives Protein; mob; Mobilisierungs-Nuclease; CD07 fw und CDO07 rv, Primer zur Identifizierung
positiver Klone; Sequenz 1, Abschnitt wurde mit Primer CDO7_fw sequenziert; Sequenz 2, Abschnitt wurde mit
Primer CDO07_rv Sequenziert; Sequenz 3, Abschnitt wurde mit Primer CD22_fw sequenziert; Sequenz 4, Abschnitt
wurde mit Primer CD22 rv sequenziert.
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Abbildung 4.19: Kolonie-PCR mit Klonen von P vulgatus pG106 np mutA scpA. PCR mit den Primern
CDO07_fw und CDO7_rv, Tag-Polymerase. 0,8%iges Agarosegel (w/v) in TAE mit 60 pl/l Midori Green. M,
Marker: 1 kb Plus DNA Ladder (NEB). 1-4, Klone von P. vulgatus pG106_np mutA_scpA; 5, genomische DNA
von P. vulgatus WT; 6, PCR-Produkt vom Plasmid pG106; 7, H2Ogest.

Als néchstes wurde das Plasmid aus E. coli S17-1 pG106_np mutA_scpA (Kolonie 1) und P, vulgatus
pG106_np mutA scpA (abgekiirzt P. vulgatus mutd) (Kolonie 1) isoliert und Abschnitte davon
sequenziert. Eine Karte des erwarteten Plasmids ist in Abbildung 4.18 gezeigt. Fiir die Sequenzierung
wurden die Primer CDO7 fw, CD07 rv, CD22 fw und CD22 rv verwendet, mit denen jeweils die
Abschnitte 1 — 4 iiberpriift wurden (Abbildung 4.18). Der Abgleich ist in den Abbildungen AS — A8 zu
sehen. Drei der 8 Sequenzen zeigten volle Ubereinstimmung ohne Liicken (Tabelle A17). Bei den
restlichen Abweichungen von der Zielsequenz handelte es sich um Austausche, die jeweils nur in einem
der zwei Plasmide gefunden wurden und auf schlechte Signalqualitit zurlickzufiihren sind. Sequenz 3
bildet eine Ausnahme. Hier wurde an der Position 666 in beiden Plasmiden die Base Adenin anstelle
von Cytosin identifiziert. Der Austausch befindet sich vor einem Abschnitt, in dem 5 Adenin Basen
aufeinanderfolgen. Da gerade lange Basenrepetitionen bei der Sequenziermethode fehleranfallig sind,
kann dies die Erkldrung fiir die Abweichung sein. Ein weiteres interessantes Phidnomen ist in der
Sequenz 4 zu sehen (Abbildung A8), die mit dem Primer CD22 rv sequenziert wurde. Die Sequenz aus
dem P. vulgatus-Stamm entspricht genau der publizierten Sequenz des Plasmids pG106. Das Plasmid
aus E. coli S17-1 weist hingegen eine Liicke von 257 bp auf. Diese Liicke befindet sich im Origin of
Transfer (oriT) des Plasmids, welcher unverzichtbar fiir die Konjugation ist. Dies erkldrt, warum die
Konjugation mit Kolonie 1 von E. coli S17-1 nicht erfolgreich war. Abgesehen von dieser groflen Liicke
stimmt die Sequenz auch auf dem E. coli-Plasmid genau {iberein. Es miissen jedoch noch weitere
Abschnitte sequenziert werden, um die komplette Sequenz des Plasmids zu iiberpriifen.

4.7.2 Physiologische Charakterisierung des Stammes P. vulgatus pG106_np_mutA_scpA

Nachdem das Vorhandensein des Plasmids in P, vulgatus mutA bestétigt wurde, sollte der neue Stamm
auf seine physiologischen Eigenschaften untersucht werden. Dazu wurde zunichst ein
Wachstumsversuch im Plattenlesegerdt sowohl in DMMG als auch in PYG durchgefiihrt. Da die
Uberproduktion der Methylmalonyl-CoA-Mutase auch einen erhéhten Bedarf an By, bewirkt, wurde

den Medien jeweils die dreifache Menge 5 x Wolin-Vitaminlosung mit B, hinzugefiigt, sodass die Bj»-
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Konzentration 63 ng/ml betrug. Wie in Abbildung 4.20 zu sehen, zeigen die drei Stimme
unterschiedliches Wachstum, abhidngig vom Medium. Wéhrend das Wachstum in Komplexmedium in
allen Kulturen dhnlich verlief und Wachstumsraten zwischen 0,58 = 0,01 h™'und 0,47 £+ 0,009 h*! erreicht
wurden (Tabelle 4.5), unterschieden sich die Stimme deutlich in DMMG. ATCC8284 zeigte eine
Wachstumsrate von 0,30 = 0,01 h™. Die zwei Stimme mit Plasmid erreichten jedoch nur Wachstums-
raten von 0,17 + 0,01 h''und 0,16 = 0,01 h!. Alle drei Organismen produzierten Acetat, Propionat und
Succinat. Formiat wurde nur in der Halfte der Proben nachgewiesen. Es wurde im Komplexmedium nur
vom Stamm mit dem ,,leeren* Plasmid pG106 gebildet, dafiir aber im Wildtyp und im mut4-Stamm nur
im definierten Medium. Abgesehen von Formiat, gab es in den DMMG-Kulturen keine Unterschiede
der Produktbildung zwischen den Stimmen. So lag die Propionatkonzentration aller Kulturen in einem
Bereich von 4,6 = 0,3 bis 4,0 £ 0,6 mM. Im PYG-Medium traten gréere Schwankungen auf. Besonders
auffillig waren diese bei Propionat und Succinat. Wéhrend der Wildtyp 26,6 = 0,4 mM Propionat
bildete, entfielen auf P. vulgatus pG106 nur 21,9 + 1,6 mM. Die Propionatproduktion des Stammes
pG106_np mutA scpA viel mit 15,5 £ 0,8 mM noch deutlich geringerer aus. Hingegen erreichte dieser
Organismus mit 11,9 = 0,8 mM die hochste Succinatkonzentration. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Aufnahme des Plasmids keinen fordernden Effekt auf die Propionatkonzentration hatte, stattdessen
verlangsamte sie das Wachstum durch die zusétzliche Produktion des Plasmides im definierten Medium
und steigerte die Succinatproduktion.
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Abbildung 4.20:Wachstum und Produktbildung des mutA_scpA Uberproduktionsstammes. P. vulgatus ATCC8284
(WT), P. vulgatus pG106 (pG106) und P. vulgatus pG106_np mutA scpA (mutA) wurden zu einer ODggo von 0,2
in DMMG und PYG mit je 15 mM Glucose angeimpft und fiir 48 h bei 37 °C im Plattenlesegerit inkubiert
(Gasatmosphére: N»/CO2/Ha; ~80 %/ ~20 %/ max. 4 %; v/v). Alle 15 Minuten erfolgte die Messung der ODsoo.
Produktkonzentrationen wurden zum Start und Ende des Versuchszeitraumes mittels HPLC bestimmt. n = 3, eine

reprisentative Wachstumskurve ist gezeigt.
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Tabelle 4.5: Wachstumsraten und maximale Zelldichte des mutA_scpA Uberproduktionsstammes. Beschriftung
und Versuchsdurchfiihrung vgl. Abb. 4.20. Aus der Wachstumskurve wurden Mittelwert und Standardabweichung
der Wachstumsrate (i) und die maximale Zelldichte (ODmax) berechnet. n =3.

Medium u [h!] ODpmax
WT pG106 mutA WT pG106 mutA

PYG 0,58+0,01 0,50+0,01 0,47+0,009 | 1,31+0,004 1,22+0,02 1,22+0,02
DMMG 0,30+0,01 0,17+0,01 0,16+0,01 | 0,96+0,03 0,81 +0,08 0,860,006

4.7.3 Nachweis der Uberproduktion

Um zu testen, ob die Gene auf dem Plasmid exprimiert werden, wurde eine quantitative Echtzeit-PCR
durchgefiihrt. Dafiir wurde die gesamte RNA einer Zelle isoliert und in cDNA umgeschrieben. Es wurde
RNA aus den drei Stimmen (PYG, DMMG) auf die Transkription der kleinen Untereinheit der
Methylmalonyl-CoA-Mutase untersucht. Referenz war das Gyrase-Gen (gyr4). Verglichen wurde die
Expression mit der des Wildtyps. Aus den Daten wurde die relative Transkriptabindanz (2-24°“Wert)
berechnet (Abbildung 4.21). Daran, dass der 222“-Wert unter 1 liegt, ist zu erkennen, dass die
Methylmalonyl-CoA-Mutase des Stammes pG106 weniger als im Wildtyp exprimiert wurde (0,64 + 0,2
bzw. 0,91 £0,2). Im Stamm np mutA_scpA liegt das Transskript aber in hoheren Konzentrationen vor
(22,9 £ 6,5 bzw. 24,1 £ 2,5). Die Ergebnisse wurden mit einen weiteren Referenzgen tiberpriift. Das Gen
123 codiert fiir ein ribosomales Protein und wurde bereits bei P vulgatus in einer &hnlichen
Untersuchung genutzt (Liick und Deppenmeier, 2022). AuBlerdem wurde auch die Transkriptabundanz
des Gens scpA fur die groBe Untereinheit der Methylmalonyl-CoA-Mutase liberpriift. Die verschiedenen

Kombinationen mit Referenzgen und Test-Gen erzielten aber alle dhnliche Ergebnisse (Abbildung A9).
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Abbildung 4.21: Relative Transkriptabundanz des Gens mutA in P. vulgatus pG106 und pG106_np mutA_scpA
(mutA) im Vergleich zum Wildtyp. Zellen wurden in je 5 ml DMMG und PYG bei 37 °C inkubiert und in der
exponentiellen Phase geerntet (Gasatmosphére: No/CO»; 80 %/20 %; v/v). Es wurden gPCR-Reaktionen mit den
Primern CD15_fw und CD15 rv durchgefiihrt, die komplementér zu Gen mutA4 aus P. vulgatus ATCC 8284 sind.
Als Referenzgen diente gyr4 aus P. vulgatus. Zellen von P. vulgatus ATCC 8284 waren Referenz-Kulturen.
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4.8 Isolierung und Charakterisierung von Bacteroidota

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, Propionat produzierende Bacteroidota aus Umweltproben zu
isolieren und auf deren Produktbildung zu untersuchen. Dabei sollten vor allem solche Stimme
angereichert werden, die die Sdure bei Wachstum auf komplexen Substraten wie Xylan oder Cellulose
bilden.

4.8.1 Etablierung einer Anreicherungsmethode

Zunichst wurde getestet, auf welchem Substrat sich Propionat bildende Konsortien am besten
anreichern lassen. Dazu wurde die erste Anreicherung mit Proben aus dem Abwasserwerk mit
verschiedenen Substraten durchgefiihrt. Nachdem deutliche Zeichen fiir Wachstum zu sehen waren, wie
beispielsweise eine Triibung oder Gasbildung, wurden die Proben in neue Kulturréhrchen iiberfiihrt.
Gleichzeitig wurden Fermentationsprodukte mittels HPLC gemessen. Tabelle 4.6 zeigt die
Propionatkonzentration beispielhaft fiir die 30-°C-Anreicherungen. In der ersten Passage wurde
Propionat mit allen Substraten gebildet. Besonders hohe Konzentrationen fanden sich dabei in der
Priméirschlamm-Kultur mit Xylan (29,8 mM). In der zweiten Passage kam es jedoch zu einem Riickgang
der Propionatproduktion in fast allen Fillen. Die hochsten Konzentrationen wurden in der Regel in den
Anreicherungen mit Xylan gemessen und auch in der 2. Passage lag die Propionatkonzentration dieser
Ansitze durchgehen tiber 10 mM, wéhrend auf fast allen anderen Substraten nur noch maximal 5,9 mM
(Primérschlamm - Avicel) gemessen wurden. Um das Probenaufkommen zu verringern, wurden fiir die

3. Passage nur noch Xylan oder Xylooligosaccharide verwendet.

Tabelle 4.6: Propionatkonzentration [mM] in Anreicherungen aus dem Abwasserwerk Rostock. Die Proben
wurden aus verschiedenen Prozessstufen entnommen (Zulauf, Vorschlamm, Primérschlamm, Bio-P Becken) und
in 20 ml DMMG gegeben. Dann wurden 5 ml AM mit 10 g/l verschiedener Substrate mit 1 % der Mischung
inokuliert (P1) und bei 30 °C inkubiert (Gasatmosphére: No/CO»; 80 %/20 %; v/v). Nachdem Anzeichen von
Wachstum erkennbar waren, wurden die Kulturen in AM {berimpft (P2). Die Bestimmung der

Propionatkonzentration erfolgte jeweils am Ende der Inkubation.

Substrat Zulauf Primarschlamm Vorschlamm Bio-P Becken

P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
Xylan 23,9 14,6 29,8 24,4 16,0 16,7 18,6 13,7
Avicel 24,6 0,5 13,7 5,9 5,1 0,4 2,9 0,2
Whatman 15,0 472 10,8 2,8 6,4 0,2 5,2 0,2
Chitin - 0,6 8,7 0,4 14,6 1,5 24,7 1,6

Nach Passage 4 sollte die mikrobielle Zusammensetzung der Anreicherungen aus den Klarwerkproben
gepriift werden. Dafiir wurde die Methode der Amplicon-Sequenzierung angewandt. Dabei werden
Sequenzunterschiede hoch variabler Abschnitte innerhalb der 16S rRNA-Sequenz zur Identifizierung
und Quantifizierung von Bakterienspezies genutzt. Drei der vier Proben wurden zur Analyse
eingeschickt. Die Kulturen setzten sich aus verschiedenen Phyla zusammen (Abbildung 4.22). In den
Anreicherungen BX30 und ZX30 waren Bacteroidota mit ca. 50 % die abundantesten Bakterien. VX30
enthielt hauptsdchlich Pseudomonatota (Proteobacteria), wobei auch ca. 25 % Bacteroidota vorkamen.

Dariiber hinaus waren auch Bakterien des Phylums Bacillota (Firmicutes) zwischen 12 % und 20 %
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enthalten. ZX30 enthielt im Vergleich zu den anderen zwei Anreicherungen eine gesteigerte Menge

Spirochaeota. Weitere Phyla waren nur in einer geringen Abundanz vertreten.

Relative Abundanz

0 0,25 0,5 0,75 1 Andere

Synergistota
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Abbildung 4.22: Relative Abundanz von Bakterien verschiedener Phyla in den Klarwerk-Anreicherungen. Proben
aus dem Klirwerk (Z, Zulauf; V, Vorschlamm; B, Bio-P Becken) wurden mit 10 g/l Xylan in AM bei 30 °C
angereichert. Jeweils die Passage P4 dieser Anreicherungen wurde mittels Amplicon-Sequenzierung untersucht.

Zur Isolierung Propionat bildender Bacteroidota aus den Anreicherungen wurde zunéchst Agar mit dem
Indikator Bromocresol-Purpur verwendet. Der durch die Sdureproduktion hervorgerufene Abfall des pH
von 7 auf 5, sollte die Farbe der Kolonien von Violett zu Gelb bewirken. So sollten gezielt diejenigen
Kolonien identifiziert werden, die besonders schnell viel Sdure abgeben (Tan er al., 2018). Wie in
Abbildung 4.23 zu sehen, konnte der Farbumschlag beobachtet werden. Allerdings beschrinkte sich die
Verfarbung nicht auf einzelne Kolonien, sondern betraf die gesamte Platte, sodass diese Methode nicht
fiir die gezielte Auswahl von Sdurebildnern geeignet war und der Indikator nicht weiter Verwendet
wurde. Die Isolierten Kolonien wurden drei Mal auf Agarplatten vereinzelt und dann wieder in
Flissigmedium tiberfiihrt (3.9.4).

Abbildung 4.23: Gussplatten zur Isolierung von Bacteroidota gefarbt mit Bromkresolpurpur. 100 pl
Anreicherungskultur aus dem Klarwerk (Passage 5), verdiinnt mit 1 x PBS wurde mit ca. 20 ml AM-X-Agar mit
0,012 g/l Bromkresolpurpur vermischt und bei 30 °C fiir 3 Tage inkubiert.
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4.8.2 Produktbildung der Isolate

Im Laufe dieser Arbeit wurden 24 Stimme isoliert, die dem Phylum Bacteroidota zugeschrieben werden
(Tabelle 4.7). Es wurden aber auch Stimme identifiziert, die zu anderen Phyla gehoren. BgIXo0374 — 6
waren am ndchsten verwandt mit dem Organismus Paenibacillus oralis (Bacillota). Auch Klebsiella

pneumoniae (Pseudomonadota) wurde in einigen Klarwerkproben gefunden.

Tabelle 4.7: Produktbildung und Identifizierung von Bacteroidota-Isolaten. Sie wurden iiber 48 h in PYHVG bei
30 °C oder 37 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Messung der Sduren Acetat, Succinat und Propionat mit
HPLC. Die Identifizierung erfolgte iiber einen Sequenzabgleich der PCR-Produkte (Eubacl-, Eubac2-Primer) mit
der Sequenz der 16S-rRNA.

Isolat Produkte [mM] Am nichsten verwandte Art Risiko-
Acetat  Propionat  Succinat |(%eldent.) Gruppe

7X302 23,1 0,0 18,7 B. koreensis (99,4%) 12
7X303 11,5 2,8 10,8 B. ovatus (98,55) 2
7X304 11,7 1,9 12 B. luhongzhouii (99,45%) 1
7X305 11,5 2,8 10,8 B. luhongzhouii (99,45%) 1
PX304 11,3 2,4 10,2 B. ovatus (99,66%) 2
PX305 11,2 2,1 10,8 B. ovatus (99,91%) 2
BX304 11,2 5,8 8,0 B. kribbi (98,81) 1/2
BX305 10,9 5,8 8,1 B. koreensis (98,90%) 1/2
BX306 11,2 5,1 8,0 B. koreensis (99,17%) 12
Bg0X371b 11,1 1,3 11,4 B. ovatus (99,03%) 2
BgIX371 10,4 2,6 4,1 B. uniformis (99,54%) 2
BgIX372 9,7 1,6 4,6 B. uniformis (99,73%) 2
BgIX374 10,7 0,0 0,6 B.uniformis (99,55%) 2
BgIXo371 11,2 3,4 3,0 B. uniformis (99,42) 2
BglXo0372 9,0 1,3 9,3 B. uniformis (99,64) 2
BgIXo0373 7,8 18,5 1,3 B. xylanisolvens (98,46%) 1
BgIXo0301 9,4 1,9 4,6 B. uniformis (99,55%) 2
BgIXo0305 7.8 0,9 1,3 Dysgonomonas gadei (95,87%) 1
BglIX375 7,5 7,5 9,3 B. xylanisolvens (98,1 %) 1
BglIX376 8,9 3,1 6,3 B. uniformis (99,8 %) 2
BglIX0303 8,6 2,2 7,2 B. uniformis (98,95%) 2
BgliXo0304 9,6 2,3 7,2 B. uniformis (99,71%) 2
BGIIX0305 9,2 3,4 11,0 B. xylanisolvens (98,31%) 1
BGIIX0306 9,3 2,3 6,5 B. uniformis (99,49%) 2

Von den Bacteroidota zihlte ein Grofiteil in die Sicherheitskategorie 2. 10 Isolate waren am néchsten
Verwandt mit der Spezies B. uniformis, gefolgt von B.ovatus (4). Zu den Spezies der
Sicherheitskategorie S1 gehorte B. xylanisolvens (3), B. luhongzhouii (2) und Dysgonomonas gadei (1).
B. koreensis (3) und B. kribbi sind sehr eng verwandt mit B. ovatus (Shin et al., 2017), weshalb eine
Abgrenzung rein durch die Sequenz des 16S rRNA-Gens schwierig ist. Fast alle Isolate produzierten
Acetat, Propionat und Succinat auf PYHVG, lediglich ZX302 (B. koreensis) und BgIX374
(B. uniformis) produzierten kein Propionat. Interessant ist, dass einige Isolate, die laut
Sequenziibereinstimmung derselben Spezies angehoren, trotzdem unterschiedliche Produktspektren

aufwieflen. Insgesamt produzierten die meisten Isolate nur geringe Mengen Propionat unter S mM. Eine
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Ausnahme ist das Isolat BglXo0373 (B. xylanisolvens), dessen Fermentation eine Propionat-
Konzentration von 18,5 mM hervorbrachte.

4.8.3 Wachstum und Produktbildung des Isolats BGG-A1

Parallel zu den Anreicherungen dieser Arbeit wurde der Stamm BGG-A1 von Sonja Kurrer aus Proben
der Biogasanlage Giistrow isoliert (Tabelle A1) Der Stamm wies hohe Sequenziibereinstimmung mit
dem Bakterium Dysgonomonas gadei auf. Dieses urspriinglich aus einer infizierten Gallenblase isolierte
Bakterium wurde bisher noch nicht auf seine Propionatproduktion untersucht (Hofstad et al., 2000). Aus
diesem Grund wurden die gleichen Wachstumsversuche durchgefiihrt wie auch fiir die DSMZ-Stamme
(4.3). Sowohl in definiertem Medium (DMMG) als auch mit 0,5 g/l Hefeextrakt (DMMG-H) erreichte
BGG-A1 die stationdre Phase nach ca. 12 h (Abbildung 4.24). Die maximal gemessene ODgoo betrug
0,62 +0,01 in DMMG und 0,67 + 0,01 in DMMG-H. Die Wachstumsrate war in DMMG-H mit 0,320 +
0,004 h! geringfiigig hoher als in DMMG (0,283 + 0,004 h).
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Abbildung 4.24: Wachstum und Produkte des Isolats BGG-A1. Der Stamm wurde fiir 24 h im 48-Well Format in
DMMG und DMMG-H bei 37 °C kultiviert (Gasatmosphére: No/CO»/Hz; ~80 %/ ~20 %/ max. 4 %; v/v). Alle
15 Minuten wurde die ODgoo gemessen (eine repréisentative Kurve pro Wachstumsbedingung, jede 2. Messung).
Am Anfang und Ende wurden Produktkonzentrationen mittels HPLC bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichung aus drei biologischen Replikaten.

Unter beiden Bedingungen produzierte das Isolat Acetat, Formiat, Propionat und Succinat, wobei Acetat
mit 7,4 £ 0,3 mM das Hauptprodukt darstellte. Propionat und Succinat wurden in nahezu gleicher
Konzentration von 5,4 + 0,4 mM und 5,7 + 0,5 mM nachgewiesen und Formiat in einer Konzentration
von 2,4 £ 0,2 mM. In DMMG-H produzierte der Stamm etwas mehr der Sduren, maximal waren die
Konzentrationen jedoch um 0,9 mM erhoht (Acetat). Dementsprechend erreichte der Stamm eine
Propionatausbeute von 0,15 + 0,01 gp/gg in DMMG bzw. 0,14 + 0,01 gp/gc in DMMG-H. Zwar
produzierte der Stamm im Vergleich zu den bisher untersuchten St&dmmen relativ viel Succinat, dennoch

gehorte er mit seiner Ausbeute zu den effektiveren der bisher untersuchten Spezies.

4.8.4 Stoffwechselbilanz des Isolats BGG-A1

Als néichstes wurde die Stoffwechselbilanz des Stammes BGG-A1 untersucht. Dazu wurde ein Versuch

durchgefiihrt dhnlich wie mit B. graminisolvens und B. propionicifaciens in Abschnitt 4.3. Der
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Unterschied war, dass pro Messpunkt eine 50-ml-Kultur DMMG angeimpft wurde, fiir die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten Trockengewicht, Proteingehalt, ODgo und Stoffkonzentrationen
bestimmt wurden. Anhand der Wachstumsparameter in Abbildung 4.25 ist zu erkennen, dass die
einzelnen Werte jeder Kultur eine Kurve dhnlich eines typischen Wachstumsverlaufes ergeben.

Besonders die Werte fiir ODsoo und Trockengewicht innerhalb der exponentiellen Phase korrelieren
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Abbildung 4.25: Wachstum von BGG-A1 anhand verschiedener Parameter. Pro Messzeitpunkt wurden je 50 ml
DMMG mit einer Vorkultur auf eine ODgoo von 0,02 inokuliert und bei 37 °C unterschiedlich lange inkubiert.
Dann wurden ODggo, Proteingehalt und Zelltrockengewicht bestimmt. Weiterhin wurden Produktkonzentrationen

mittels HPLC gemessen und diese im Verhéltnis zum Trockengewicht aufgetragen.

Die Produktbildung konnte direkt mit der Zelltrockenmasse ins Verhéltnis gesetzt werden. Der Stamm
verbrauchte pro g Trockengewicht 18,1 mM Glucose und produzierte 6,2 mM Acetat. Interessanterweise
erhohte sich das Verhiltnis von Propionat zu Succinat deutlich im Vergleich zum vorherigen Versuch
(11,4 mM/gre Propionat, 1,3 mM/gr; Succinat). Lactat und Formiat wurden ebenfalls in geringen
Mengen produziert. In der letzten vermessenen Kultur erreichte die Fermentation eine maximale
Propionatausbeute von 0,67 molp/molg. Mit den erhaltenen Werten wurde erneut eine Bilanzrechnung
aufgestellt (Tabelle 4.8). Damit die Kohlenstoffbilanz ausgeglichen ist, musste eine CO; -Produktion
von 11 mM/g Trockengewicht iiber den oxidativen Pentosephosphatweg angenommen werden. Das
entsprache 60 % der verstoffwechselten Glucose. Dies resultiert in einer H»-Bilanz von 95 %. Der
Stoffwechsel wire also grofitenteils ausgeglichen.
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Tabelle 4.8: Kohlen- und Wasserstoffbilanz von wachsenden Zellen des Isolats BGG-Al. Die in der Spalte
Produkte/Substrate Fett markierten Werte sind aus Produktmessungen bestimmt, alle anderen rechnerisch ermittelt.

Alle Angaben in mmol/gTG

Substrat/Produkte C H (0]
1 Acetat (C;H4O>) 6,2 12,3 24,6 12,3
2 Formiat (CH,0») 0,3 0,3 0,6 0,6
3 Propionat (C3HsO») 114 34,1 68,2 22,7
4 Succinat (C4HeO4) 1,3 5,1 7,6 5,1
5 Lactat (C3HsOg) 1,5 4.5 9,0 4.5
6 CO, (PFOR) 5,9 5,9 11,7
7 Zellmasse (C1H1,8100,49) 37,1 67,6 17,9
8 Summe 99,3 177,7 74,9
9 Glucose 18,2 109,0 217.9 109,0
10 CO; Fixierung (PEP-CK) 1,3 1,3 2,5
11 Differenz 1 11,0 40,2 36,6
12 CO, (PPP) 11,0 11,0 21,9
13 Differenz 2 0,00 40,2 14,7
14 H,O 29,4 14,7
15 Differenz 3 10,8
16 Bilanz 95,0 %

1-5,9: aus Abbildung 4.25;
6:6=1-2;

7: Aus Elementarbestimmung (Tabelle A16)
8: Summe 1 bis 7
10: 10=4

11: 9+10-8

12: Berechnet so, dass C9+C10-C8 =0
13: 11-12

10: Berechnet so, dass 09-010=0

11: 9-10
12: 100 — (H11*100)/H6

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass Bacteroidota mit der verwendeten Technik angereichert und

isoliert werden koOnnen. Besonders

die Anreicherungskulturen mit Xylan erreichten hohe

Propionatkonzentrationen. Die meisten der Isolate produzierten jedoch nur geringe Mengen Propionat

und viele zeigten groBe genetische Verwandtschaft mit S2-Organismen, weswegen sie nicht weiter

untersucht wurden. Dennoch konnte BGG-A1 als ein Isolat identifiziert werden, was auf komplexen

Substraten wéchst und auf Glucose relativ viel Propionat produziert. Weiterhin wurde fiir dessen

Typstamm noch keine Propionatproduktion experimentell nachgewiesen und dessen Stoffwechsel ist

noch weitgehend unerforscht.
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5 Diskussion

Neben den Bacillota hat das Phylum Bacteroidota den groBten Anteil am Darm-Mikrobiom des
Menschen (Eckburg et al, 2005). Dabei iibernehmen die Bakterien wichtige Aufgaben, die die
Gesundheit des Wirts beeinflussen. Den Bacteroidota kommt dabei eine wichtige Rolle beim Abbau von
pflanzlichen und wirtsspezifischen Polysacchariden zu. Beispielsweise sind viele Bacteroidota am
Abbau von Xylan, Pektin und Inulin beteiligt, konnen aber auch die von den Mukosazellen sezernierten
Mucine nutzen (Pudlo et al, 2022). Aus den Substraten produzieren Bacteroidota verschiedene
organische Sduren wie Acetat, Propionat und Succinat, die die Zusammensetzung des Mikrobiomes
modulieren, die epitheliale Barriere stirken und so die Kolonisierung durch Pathogene erschweren
(Mann et al, 2024). Besonders Bakterien der Klasse Bacteroidia spielen dabei eine
gesundheitsfordernde Rolle, konnen aber auch als opportunistische Pathogene wirken (Zafar und Saier,
2021). Dies hat dazu gefiihrt, dass sie in den letzten Jahren stark an Bedeutung gewonnen haben und
intensiv erforscht wurden. Obwohl die Propionatproduktion einen wichtigen Teil im Stoffwechsel dieser
Organismen spielt, ist nur wenig dariiber bekannt. Das zeigt sich besonders in Spezies, die nicht zu den
Modellorganismen zdhlen. Propionat ist aber iiber den Gesundheitsaspekt hinaus ein wichtiger
Metabolit der Zellen. Es wird als Bulk-Chemikalie in einer Vielzahl von Industriezweigen,
beispielsweise als Vorldufer bei der Produktion von Kunststoffen, Lacken und Kosmetika verwendet.
AuBerdem ist es ein wichtiges Konservierungsmittel insbesondere in der Futtermittelindustrie
(Gonzalez-Garcia et al., 2017a). Aufgrund seiner vielfiltigen Nutzung gibt es schon lange das
Bestreben, diese Chemikalie {iber biotechnologische Verfahren herzustellen. Bisherige Versuche, die
sich alle auf andere Propionatproduzenten fokussierten, schafften es jedoch nicht, die erforderliche
Ausbeute und Produktivitit zu erreichen, die notwendig sind, um mit der petrochemischen Produktion
zu konkurrieren (Ranaei et al., 2020). In dieser Arbeit sollten daher die Bacteroidota genauer auf ihre
Propionatproduktion untersucht werden. Mit ihrer Fahigkeit auf pflanzlichen Polymeren zu wachsen,
eroffnen sie neue Moglichkeiten der Propionatproduktion beispielsweise aus landwirtschaftlichen
Abfillen. Bei der Untersuchung wurden dabei mehrere Ansitze verfolgt. Zunéchst sollte eine Auswahl
von Propionatproduzenten getroffen werden, die dann miteinander verglichen wurden, um besonders
gute Produzenten zu identifizieren. Diese wurden dann genauer auf ihre physiologischen Eigenschaften
untersucht. Die zweite Strategie bestand darin, einen bereits etablierten Organismus gentechnisch zu
verdndern, um dessen Propionatproduktion zu verbessern. SchlieBlich sollten auch neue
Propionatproduzenten isoliert werden, um das Spektrum Propionat produzierender Bacteroidota zu

erweitern.

5.1 Auswahl geeigneter Bacteroidota

Darmassoziierte Bacteroidota gehoren haufig den Genera Bacteroides, Prevotella, und Parabacteroides
an (Falony et al., 2016). Diese Genera lassen sich in der Klasse der Bacteroidia zusammenfassen.
Physiologische Untersuchungen dieser Gruppe konzentrieren sich auf einige wenige Modellorganismen,
wie beispielsweise B. thetaiotaomicron, B. ovatus oder B. fragilis. B. fragilis, wurde bereits 1898 von
Veillon und Zuber beschrieben und auch die anderen Spezies werden bereits seit dem Ende des 20
Jahrhundert erforscht (Cato und Johnson, 1976). Dies wird beispielsweise an der Anzahl der
Suchergebnisse auf PubMed deutlich. Wéhrend das Stichwort ,,B. fragilis* 2.976 Ergebnisse erzielte,
wurden fiir ,,B. thetaiotaomicron® noch 710 Eintrdge angezeigt und 390 fiir ,,B. ovatus® (30.09.2024).
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Die drei genannten Spezies sind aber in Deutschland in der Sicherheitskategorie 2 eingestuft. Eine
biotechnologische Nutzung dieser Stdmme wire daher nur unter Beachtung spezieller
Sicherheitsvorschriften moglich, was zusétzliche Kosten und biirokratische Hiirden bedeuten wiirde und
eine biotechnologische Nutzung unattraktiv macht. Im Zuge einer Literaturrecherche wurden jedoch
weitere Spezies identifiziert, die Propionat produzieren und als S1-Stimme eingestuft sind. Viele von
thnen wurden erst seit den frithen 2000er Jahren beschrieben und sind daher noch wenig erforscht, was
sich an der Datenlage bemerkbar macht. So ergab die Suche auf PubMed mit dem Stichwort
,»B. cellulosilyticus® nur 28 Ergebnisse (30.9.24).

Doch gerade die relativ neuen S1-Stimme riicken immer weiter in den Fokus. Das Bakterium P. vulgatus
beispielsweise wurde in den letzten Jahren intensiver erforscht (Clausen et al., 2024; Keitel et al., 2023;
Keitel et al., 2024). Andere Organismen, wie z.B. B. xylanisolvens sind besonders fiir deren Polymer-
Nutzung und Gesundheitsféordernden Eigenschaften als Darm-Symbiont und mogliches Probiotikum fiir
die Forschung interessant (Fu et al., 2023; Ulsemer et al., 2012b). Die Propionatproduktion der
Bacteroidota zur Nutzung im biotechnologischen Setting ist aber bisher kaum untersucht. Dies beginnt
bereits bei dem Problem, dass nicht alle Erstbeschreibungen auch ein Produktprofil untersuchen, wie
bei dem Organismus D. gadei (Hofstad et al., 2000). Weiterhin war es bisher nicht mdglich, die
Propionatbildung zu vergleichen, da unterschiedliche Kultivierungsbedingungen genutzt wurden, die
haufig nicht auf die Produktion von Propionat angepasst waren. Daher musste zunichst eine einheitliche
Methode etabliert werden.

5.2 Anforderung der Bacteroidia zur Propionatproduktion

Zunichst musste eine Kultivierungsmethode entwickelt werden, die sowohl den Vergleich der
Propionatbildung der Stdmme ermoglicht, gleichzeitig aber auch die individuellen Voraussetzungen
jeder Spezies filir eine optimale Produktion erfiillt. Fiir die ersten Untersuchungen wurden die
Typstdimme von P. johnsonii und B. graminisolvens ausgewdhlt. P. johnsonii hatte in einer initialen
Beurteilung in PYHVG-Medium die hochste Propionat-Konzentration erzielt (Abschnitt 4.2.1.).
Dagegen hatte B. graminisolvens zwar wenig Propionat produziert, zeigte dafiir aber ein besonders
hohes Propionat/Acetat-(P/A)-Verhéltnis. Die Untersuchungen sollten in definiertem Medium (DMMG)
erfolgen, da dieses Medium bei der anschlieenden Untersuchung des Stoffwechsels genutzt werden
sollte. Erste Ergebnisse hatten jedoch gezeigt, dass die zunéchst eingesetzte Zusammensetzung des
DMMG-Mediums bei P, johnsonii eine deutliche Verschlechterung des Wachstums im Gegensatz zum
Komplexmedium hervorrief (Abbildung 4.2). Das Medium entstand auf Basis von Untersuchungen zu
minimalen Wachstumsanforderungen verschiedener Bacteroides (Varel und Bryant, 1974). Sie zeigten,
dass die Gabe von 2 g/l Casiton eine fordernde Wirkung auf die Wachstumsgeschwindigkeit von
B. fragilis hat, nicht aber essenziell ist, da das Bakterium seinen Stickstoffbedarf iber Ammonium
decken kann. Weiterhin wurde gezeigt, dass B. fragilis mit und ohne Casiton gleich schnell wachst,
wohingegen B. ruminicola die gleiche OD auch ohne Casiton erreicht, aber erst nach spaterer Zeit. Nur
in B. amylophilus kam es ohne Casiton zu einer leicht verringerten ODgoo. Bei P. johnsonii scheint ein
Faktor im DMMG-Medium limitierend gewesen zu sein, da die Glucose nicht vollstindig verbraucht
wurde. B. graminisolvens zeigte dieses Verhalten nicht und die Glucose wurde vollstindig verbraucht,

was zeigt, dass das Bakterium dhnlich wie B. fragilis nicht auf Casiton angewiesen ist.
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Abgesehen vom Néahrstoff Ammonium gibt es noch weitere wichtige Faktoren fiir Wachstum und
Propionatproduktion. Dazu gehéren Hamin und Vitamin Bi». Bereits 1981 wurde gezeigt, dass diese
zwel Substanzen fiir das Wachstum von B. fragilis und weiteren Bacteroidia forderlich sind (Chen und
Wolin, 1981). Auch viele der kiirzlich entdeckten Organismen bendtigen Hdm und Cobalamin
(Nishiyama et al., 2009). Beides sind Tetrapyrrole, die aus 6-Aminoldvulinsdure synthetisiert werden
(Fang et al., 2017). Uroporphyrinogen III ist dabei das letzte gemeinsame Intermediat in der Synthese
von Hdm und Cobalamin (Balabanova et al, 2021). Him ist als Teil von Cytochromen an
Elektroneniibertragungen beteilig (Fuller und Caldwell, 1982), spielt aber auch eine Rolle bei der
Toleranz von Sauerstoffstress (Paunkov et al., 2022). Das hier verwendete Medium enthielt 1 pg/ml
Hémin. Bereits 40 ng/ml waren aber schon ausreichend fiir eine maximale Wachstumssteigerung in
B. fragilis (Chen und Wolin, 1981), weswegen keine weitere Anpassung erfolgte.

Vitamin B, ist ein Oberbegriff fiir Molekiile aus der Gruppe der Cobalamine. Sie bestehen aus einer
Tetrapyrrol-Grundstuktur, die von Kobalt komplexiert wird und verschiedene axiale Liganden trigt. Bei
der industriellen Produktion entsteht hdufig das inaktive Cyanocobalamin, welches jedoch von den
Organismen in die biologisch aktiven Formen umgewandelt werden kann (Warren und Deery, 2009).
Besonders die Formen 5°-Desoxyadenosincobalamin und Methylcobalamin sind von biologischer
Bedeutung (Martens et al., 2002). Um den Einfluss auf die zwei Bacteroides-Spezies zu untersuchen,
wurden Medien mit unterschiedlichen Bi,-Konzentrationen (Cyanocobalamin) von 1 —41 ng/ml getestet
(4.2.3). Interessant ist, dass die Wirkweise des Vitamins in beiden Organismen unterschiedlich ausfiel.
Als Co-Faktor fiir die Methylmalonyl-CoA-Mutase (Takahashi-Ifiiguez et al., 2012) ist Bi» direkt an der
Propionatbildung beteiligt, was die Zunahme des Propionat/Succinat-(P/S)-Verhdltnisses mit
zunehmender Bi;-Konzentration in B. graminisolvens erklart (Abbildung 4.3). Das Wachstum wurde
durch die zusitzliche Vitamingabe aber nicht beeinflusst, was schon in der Erstbeschreibung des
Organismus festgestellt wurde (Nishiyama et al., 2009). Gerade bei hohen Konzentrationen stieg jedoch
auch das Verhéltnis von Succinat und Propionat gegeniiber Acetat. Moglicherweise wurden also auch
andere Stoffwechselwege beeinflusst, sodass die Redoxbilanz verschoben wurde. Bi>-Kofaktoren sind
ebenfalls Teil der Bi2-abhéngigen Methionin-Synthase. Eine Steigerung der Bi>-Konzentration konnte
daher das Wachstum des Bakteriums Vibrio campbellii steigern (Groon et al., 2025). Dieser Effekt
konnte auch bei Bacteroidia eine Rolle spielen, da bereits gezeigt wurde, dass die Zugabe von Methionin
die Bi,-Abhédngigkeit von B. fragilis und B. vulgatus aufhebt (Varel und Bryant, 1974). Dies erklart,
warum By in P, johnsonii keinen Einfluss auf die Produktbildung hatte, dafiir aber dessen Wachstum
steigerte. Moglicherweise ist in P. johnsonii ein anderes an der Propionatbildung beteiligtes Enzym
limitierend, beispielsweise die Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase, oder der Flux in diesen
Stoffwechselweg ist begrenzt. Dann kann auch eine Steigerung der Mutase-Aktivitét keine Verbesserung
der Propionatbildung bewirken. In B. graminisolvens gab es hingegen eine eindeutige Steigerung der
Propionatproduktion, die Reaktion der Mutase muss also bei niedrigen Bi,-Konzentrationen limitierend
gewesen sein. Gleichzeitig konnte B. graminisolvens aber einen Bi;-unabhingigen Syntheseweg von
Methionin nutzen, was erkldren wiirde, warum das Wachstum durch B, nicht beeinflusst wurde (Ferla
und Patrick, 2014). Mikroorganismen sind die einzigen Lebewesen, die der Lage sind B, zu
synthetisieren (Martens et al, 2002). Zu den Produzenten zihlen auch viele Propionibakterien
(Piwowarek et al., 2018). Zwar konnten in vielen Bacteroides, darunter auch P. johnsonii, die Gene zur

Bildung von B1» ausgehend von Precorrin 2 identifiziert werden (Magnusdoéttir et al., 2015), die Enzyme
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zur Synthese von d-Aminoldvulinsdure und weiterer Vorstufen bis zur Bildung von Uroporphyrinogen
IIT fehlen jedoch in anaeroben Bacteroidota (Parker et al, 2020). Auch in den Genomen von
B. propionicifaciens und B. graminisolvens konnten die entsprechenden Gene nicht identifiziert werden.
Bei deren Kultivierung auf rein pflanzlichen Substraten ohne externe Bi>-Gabe kann daher kein
Propionat entstehen. Die Nutzung von aufgereinigtem Bi, ist jedoch ein ernstzunehmender
Kostenfaktor. Eine Moglichkeit bietet hier die Co-Kultur. Untersuchungen mit B. thetaiotaomicron und
dem Bi>-Produzenten Dialister hominis konnten einen Anstieg der Propionatproduktion von fast 0 auf
25 mM berichten (Sakamoto et al., 2022). Vitamin K wird ebenfalls von einigen Bacteroidia benotigt
(Varel und Bryant, 1974; Fenn et al., 2017), darunter auch S. copri (Franke und Deppenmeier, 2018).
Bei anderen Arten, wie B. propionicifaciens und B. paurosaccharolyticus hat es jedoch keinen Einfluss
auf das Wachstum (Ueki et al,, 2008; Ueki et al., 2011). Vitamin K oder Menachinon ist Teil der
Elektroneniibertragungsketten unter anderem auch bei der Fumarat-Atmung, deswegen tragt es
mafigeblich zur Energiekonservierung in den Organismen bei. Einige Bacteroidota haben jedoch nur
einen unvollstindigen Syntheseweg (Ravcheev und Thiele, 2016), was die Wachstumssteigerung durch
externe Gabe erklért. Der Effekt, dass die Propionatbildung ohne Zugabe von B-Vitaminen oder der
Wolin-Lésung fast zum Erliegen kam (Abbildung Al), ldsst sich dadurch erkldren, dass die
Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase Biotin als Cofaktor benétigt (Buckel, 2001).

Bei der Untersuchung des Glucoseverbrauchs zeigten sich ebenfalls Unterschiede zwischen den Spezies,
da P, johnsonii etwa 6 mM Glucose mehr konsumierte als B. graminisolvens. Beide zeigten jedoch einen
iberproportionalen Anstieg von Lactat im Vergleich zu den anderen Fermentationsprodukten.
Hauptfaktor fiir die Hemmung der weiteren Fermentation war hier der pH-Wert, der in beiden Kulturen
mit hoher Glucosekonzentration auf Werte zwischen 5,3 und 5,0 fiel. So wie der Néahrstoffbedarf ist
auch das pH-Optimum der Bacteroidia variabel. Fiir B. graminisolvens wurde ein pH-Optimum von 7.2
bestimmt und durch Fermentation von Glucose wurde ein finaler pH von 4,9 erreicht (Nishiyama et al.,
2009). B. propionicifaciens hingegen hat ein eher alkalisches Optimum von 7,9 und erreichte bei der
Fermentation mit Glucose einen pH von 5,1 (Ueki ef al., 2008). Am unteren Rand des Spektrums liegt
B. xylanisolvens mit einem pH-Optimum von 6,8 (Chassard et al., 2008). Diese unterschiedlichen
Anforderungen machen einen direkten Vergleich der Spezies schwierig. Um die Propionatproduktion
der ausgewaihlten Stimme dennoch vergleichen zu kénnen, wurde die Glucosekonzentration bei 15 mM
belassen. Da der pH-Wert dieser Kulturen am Ende immer noch im neutralen Bereich lag, konnte so die

limitierende Wirkung der Protonenkonzentration umgangen werden.

Die Hemmung des Metabolismus durch die eigenen Produkte ist ein wichtiger Limitationsfaktor der
mikrobiellen Propionatproduktion. Bei niedrigen extrazelluldren pH-Werten liegen schwache Sduren
wie Acetat und Lactat vermehrt in ihrer protonierten Form vor, was es ihnen ermdglicht, durch die
Zellmembran in die Zelle zu gelangen. Dort dissoziieren sie wieder, verringern den pH innerhalb der
Zelle und fihren zu Sdurestress. Weiterhin entkoppeln sie den Protonen-Gradienten und verringern
somit die Energiecausbeute der Zelle (Axe und Bailey, 1995; Trcek et al., 2015). Dariiber hinaus haben
auch die Sdureanionen einen hemmenden Effekt auf die Zelle, da sie die Anionenzusammensetzung
beeinflussen und damit Verdnderungen der komplexen Wechselwirkungen innerhalb der Zelle
herbeifiihren (Roe et al, 1998). Propionat selbst fiihrt bei Propionibakterien zu einer
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Wachstumshemmung (Gu et al., 1998). Die Toleranz gegeniiber niedrigen pH-Werten und Endprodukten
ist daher ein wichtiger Faktor in der industriellen Produktion von Propionat. Propionibakterien zeigen
hier vorteilhafte Eigenschaften im Vergleich zu Bacteroides, da sie auf Glucose finale pH-Werte von 4,5
bis 4,2 erreichen, konnen sie insgesamt mehr Sdure produzieren, bevor eine Inhibition einsetzt
(Rehberger und Glatz, 1998). Versuche, bei denen mittels Genom-Shuffling Stimme mit erhohter
Propionat-Toleranz generiert wurden, resultierten daher in einer Steigerung des Propionat-Titers von 45
g/l auf 60 g/l bei gleichzeitiger Verkiirzung der Lag-Phase (Guan et al., 2012). Der bisher hdchste
Propionat-Titer (135 g/1) wurde in immobilisierten Zellen von P. acidipropionici gemessen, deren
Trehalose-Produktion durch Gentechnik gesteigert wurde. Da Trehalose einen Schutzfaktor fiir eine
Reihe von Stressfaktoren wie Sdure und oxidativem Stress darstellt, konnte die hemmende Wirkung von
Propionat auf die Produktbildung verringert werden (Jiang et al., 2015).

5.3 Vergleich der Propionatproduktion der Bacteroidia

Wie bereits erwédhnt, wurden viele der ausgewéhlten Stdmme erst in jiingster Zeit isoliert und
beschrieben, jedoch wurde die Produktbildung nur bei wenigen quantifiziert. Dort, wo Ergebnisse
existieren, variieren die Kultivierungsverhéltnisse und sie wurden nicht fiir die Propionatproduktion
optimiert. Beispielsweise enthielt das Medium flir die Erstbeschreibung der Produktbildung von
B. graminisolvens nur 10 ng/ml By, dafiir jedoch 10 g/l Glucose (55,5 mM), 10 g/l Pepton und 5 g/l
Hefeextrakt (Nishiyama et al., 2009). Das Medium zur Kultivierung von B. cellulosilyticus hingegen
wurde mit einer anderen Vitaminlosung und zusitzlich Pansen-Fliissigkeit hergestellt. Auflerdem
wurden komplexe Polymere wie Avicel pH 101 und Sigmacell 50 als Kohlenstoffquellen verwendet
(Robert et al., 2007). Das macht einen quantitativen Vergleich der verschiedenen Arten schwierig. Mit
den zuvor erhaltenen Erkenntnissen zur Medienanforderung (4.2) wurde daher ein Vergleich von
Wachstum und Produktbildung aller ausgewihlten Stimme durchgefiihrt. Dafiir wurde das
Mineralmedium DMMG verwendet, welchem zusétzlich Vitamin B, hinzugefiigt wurde, sodass die
Konzentration 21 ng/ml betrug. AuBerdem wurden die Versuche auch mit Medium durchgefiihrt, dem
0,5 g/l Hefeextrakt hinzugefiigt wurden (DMMG-H). So sollte iiberpriift werden, ob Stdmme von

komplexen Medienbestandteilen profitieren.

Die meisten der in dieser Arbeit untersuchten Stimme wurden aus einem Darm-assoziierten-Kontext
gewonnen, entweder direkt aus menschlichen und tierischen Faeces oder aber aus Bioreaktoren, die mit
tierischen Exkrementen gespeist wurden (Tabelle A8). Trotzdem variieren ihre Anforderungen an die
Kultivierungsbedingungen und ihre Produktbildung, was zeigt, dass sie alle eine eigene Nische in ihrem
respektiven Okosystem einnehmen. Die Wachstumsgeschwindigkeit der meisten Stimme lieB sich
durch die Gabe von Hefeextrakt leicht steigern. Dies war allerdings nicht der Fall bei B. graminisolvens
und B. luti, die auch im definierten Medium die gleiche Wachstumsgeschwindigkeit erzielten.
B. propionicifaciens und P. johnsonii hingegen profitierten deutlich von 0,5 g/l Hefeextrakt, da nicht nur
die Wachstumsgeschwindigkeit gesteigert wurde, sondern auch die maximal erreichte ODggo. Die
Nutzung von Hefeextrakt mit Hinblick auf eine industrielle Propionatproduktion stellt wieder einen
zusitzlichen Kostenfaktor dar. Hefeextrakt kann jedoch relativ kostengiinstig aus Abfillen der Brauerei-
Industrie gewonnen werden (Gao et al., 2024) und bereits 0,5 g/l waren ausreichend fiir eine deutliche

Wachstumssteigerung. Gegebenenfalls konnte aber auch Kartoffelsaft eingesetzt werden, ein
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Abfallprodukt bei der Produktion von Kartoffelstarke (Tufvesson er al, 2013). Daher stellt diese
Anforderung keinen grofen Nachteil gegeniiber den anderen Bakterien dar. B. xylanisolvens war einer
der Organismen mit der hdchsten Wachstumsrate, produzierte allerdings nur geringe Mengen Propionat.
Hingegen wurde die gro3te Menge Propionat von dem Organismus mit der niedrigsten Wachstumsrate
produziert (B. propionicifaciens). B. graminisolvens erreichte die zweithochste Propionatproduktion
und nur die fiinft beste Wachstumsrate in DMMG-Medium, es konnte daher kein genauer Vorteil der
Propionatproduktion abgeleitet werden. Eine Mutante von B. thetaiotaomicron mit Deletion der
Methylmalonyl-CoA-Mutase zeigte keine Verringerung des Wachstums in vifro und auch die
Kolonisation von Antibiotika-behandelten Méausen wurde nicht beeinflusst (Wang et al., 2024). Es stellt
sich daher die Frage, welchen evolutiven Nutzen die Propionatbildung hat.

Die Produktverhiltnisse variierten sehr stark zwischen den untersuchten Bacteroidia-Stimmen. Im
Stoffwechsel der Bakterien wird Glucose oxidiert, wobei die FElektronen zundchst an
Elektroneniibertrager wie NAD* und Fdox. abgegeben werden. Diese miissen im Laufe der Fermentation
wieder durch Reduktion verschiedenster Metabolite regeneriert werden. Die bei diesen Reaktionen
entstehenden Produkte werden an die Umgebung abgegeben. Je nachdem auf welchem Wege die
Produkte entstehen, werden unterschiedlich viele Elektronen ibertragen. Ein wichtiges
Stoffwechselintermediat stellt hier Acetyl-CoA dar. Es kann in Bacteroidia iiber zwei Wege produziert
werden: 1. Durch die Aktivitdt der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFOR), bei der Pyruvat
decarboxyliert wird und die freigewordenen Elektronen auf Ferredoxin iibertragen werden oder 2. Uber
die Aktivitit der Pyruvat-Formiat Lyase (PFL), bei der Formiat von Pyruvat abgespalten wird (Franke
und Deppenmeier, 2018). Bei der Reaktion der PFOR miissen die auf Ferredoxin iibertragenen
Elektronen dann wiederum auf ein anderes Metabolit libertragen werden, zum Beispiel auf Fumarat.
Beim 2. Weg ist das nicht der Fall, da Formiat bereits ein reduziertes Fermentationsprodukt darstellt.
Dies hat einen Einfluss auf die moéglichen Produktverhdltnisse. Werden beispielsweise nur Propionat
und Acetat produziert, konnte ein Produktverhdltnis von 2:1 erzielt werden. Wiirde Acetyl-CoA
ausschlieBflich von der PFL produziert, verringert sich das Verhiltnis auf 1:1:1
(Propionat:Acetat:Formiat) (Gonzalez-Garcia et al., 2017a). Dementsprechend wire zu erwarten, dass
das PS/A-Verhiltnis zwischen 1 und 2 liegt und dabei umso niedriger ist, je mehr Formiat produziert
wurde. Dieser Zusammenhang konnte in den Ergebnissen nicht verifiziert werden. Der einzige Stamm,
dessen Produktverhéltnisse mit den theoretischen Werten zu erkldren sind, ist B. propionicifaciens mit
einem Propionat + Succinat/Acetat-(PS/A)-Verhiltnis von 2,2. Viele der anderen Bacteroidia zeigten
zwar ein PS/A-Verhiltnis von anndhernd 1, es wurde aber nicht die entsprechende Menge Formiat
produziert, um diese Produktzusammensetzung zu erkliaren (Tabelle 4.1). So lag das PS/A-Verhiltnis
von B. xylanisolvens zwar bei 0,8, es wurden aber nur 0,5 mM Formiat gemessen. Auch in der
Untersuchung des Stoffwechselweges von S. copri wurde das erwartete Produktverhéltnis nicht erreicht,
stattdessen betrug es rund 1:1:0,25. Grund dafiir ist, dass die Zellmasse selbst reduzierter ist als Glucose.
Die Summenformel der Zellmasse von S. copri ist CiHi.790¢.44 (Franke und Deppenmeier, 2018). Das
bedeutet, dass ein Teil der Elektronen nicht auf Stoffwechselintermediate iibertragen wird, sondern zum
Aufbau der Zellmasse benétigt wird. Auch die hier getesteten Organismen hatten eine &dhnliche
Zellzusammensetzung (Tabelle A16: Berechnung der elementaren Zusammensetzung von 3
Bacteroidota Spezies in 1 g Trockenmasse.Tabelle A16). Trotzdem weicht das Verhéltnis von

B. xylanisolvens mit 0,9:1:0,06 noch sehr weit von den erwarteten Werten ab. Dies bedeutet aber auch,
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dass das PS/A-Verhiéltnis von B. propionicifaciens zu hoch ausfillt, da bei diesen Produktverhéltnissen
die Elektronenbilanz nahezu ausgeglichen ist und keine Elektronen fiir das Zellmaterial zur Verfiigung
stehen. Das Produktspektrum von B. graminisolvens unterschied sich besonders stark von den anderen
Spezies. Das Bakterium produzierte deutlich mehr Formiat (5,9 mM) als Acetat (3,2 mM). Aufgrund
der geringen Acetatkonzentration, lag das PS/A-Verhéltnis bei 3,7, also deutlich {iber dem theoretisch
moglichen. In fritheren Untersuchungen fiel es mit 4,3 sogar noch hdher aus. Uber die

Formiatkonzentration gab es hingegen keine Angaben (Nishiyama et al., 2009).

B. propionicifaciens und B. graminisolvens stachen wegen ihrer relativ hohen Propionatproduktion
gegeniiber den anderen getesteten Stimmen hervor. Die Produktkonzentrationen wichen teilweise von
bisherigen Werten der Literatur ab. B. propionicifaciens erreichte auf Glucose ein (PS/A)-Verhéltnis von
1,6, wiahrend unter den hier getesteten Bedingungen ein Verhéltnis von 2,0 in DMMG berechnet wurde.
Es produzierte Succinat aber ebenso nur in Spuren (0,4 mM) (Ueki et al., 2008). Bei B. graminisolvens
stimmte das Produktverhiltnis von Propionat zu Acetat (2,5) in dieser Untersuchung, nahezu mit
publizierten Ergebnissen iiberein (2,4). Allerdings wurde in der fritheren Publikation ein
Propionat/Succinat-(P/S)-Verhiltnis von nur 1,2 erzielt, wihrend das Verhéltnis in dieser Untersuchung
2,2 betrug (Nishiyama et al., 2009). Dies ldsst sich durch die geringere Bi,-Konzentration der erkldren
(10 ng/ml), die in der Erstbeschreibung eingesetzt wurde, da eine Konzentration von 9 ng/ml auch in
dieser Arbeit zu einem verringerten P/S-Verhéltnis fiihrte (1,6; Kap. 4.2.3). Interessant ist auch, dass in
den Untersuchungen von Nishiyama et al. kein Lactat gemessen wurde, obwohl die Zellen auf 55,5 mM
Glucose kultiviert wurden. AuBerdem detektierten sie maximal 3,6 mM jeder weiteren Séure. In den
aktuellen Untersuchungen erzielten die Kulturen dieses Bakteriums mit 50 mM Glucose jedoch deutlich
hoéhere Produktkonzentrationen (9,0 mM Acetat; 11,1 mM Propionat; 20,0 mM Succinat; Abbildung
4.4). Moglicherweise war in den Versuchen von Nishyama et al. ein Faktor limitieren, sodass die
Glucose nicht vollstandig abgebaut werden konnte, dhnlich wie es bei P. johnsonii in Abschnitt 4.2.2

der Fall war.

Anhand der Ergebnisse wurde ausgewihlt, welche Stimme genauer untersucht werden sollten.
P vulgatus ist eines der am besten untersuchten Bacteroidia, die in Deutschland zur Sicherheitskategorie
S1 gezédhlt werden und daher ohne groBlen biirokratischen Aufwand kultiviert werden konnen. Mit
3,4 mM Propionat in DMMG zéhlte es jedoch zu den schlechteren Produzenten. Das zeigt, wie wichtig
es ist, das Wissen liber Stoffwechselwege und Zusammenhénge iiber die etablierten Stimme hinaus
auszuweiten. P. johnsonii produzierte in den ersten Versuchen im Komplexmedium mit Abstand die
grofite Menge Propionat, erreichte aber in den Versuchen mit DMMG und DMMG-H nur knapp die
Halfte im Vergleich zu B. propionicifaciens. Die hohe Propionatproduktion durch P, johnsonii kann
daher durch die Verstoffwechslung der Aminoséuren und Zucker im Komplexmedium zustande
gekommen sein. Valin, Isoleucin, Threonin und Methionin kénnen in vielen Bakterien zu Propionat
verstoffwechselt werden (Gonzalez-Garcia ef al., 2017a) und auch bei Wachstum auf Glutamat, Lysin
und Histidin kann Propionat durch Bakterien des Colons gebildet werden (Smith und Macfarlane, 1997).
Es fiel beispielsweise auch auf, dass P. johnsonii auch ohne Glucose im Komplexmedium wachsen
konnte, wihrend dies bei einigen anderen Stimmen nicht moglich war. Genauere Untersuchungen

wurden jedoch nicht durchgefiihrt. Es gibt bereits Untersuchungen zur Bildung von Propionat aus
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Threonin bei Saccharomyces cerevisiae bei denen ein Titer von rund 1 g/l erreicht wurde (Ding ef al.,
2022). Die Propionatproduktion aus Aminosduren wird jedoch als ineffizient und nicht konkurrenzfhig
eingestuft (Gonzalez-Garcia et al., 2017a). Auflerdem leg der Fokus dieser Arbeit auf der
saccharolytischen Propionatproduktion, daher wurde P. johnsonii nicht weiter untersucht. Aufgrund
seiner starken Propionatproduktion in DMMG-H wurde B. propionicifaciens als Stamm fiir weitere
Untersuchungen ausgewéhlt. Auch mit B. graminisolvens wurden weitere Experimente durchgefiihrt.
Neben seiner guten Propionatproduktion, wurde fiir dieses Bakterium auch die Nutzung von Xylan und
Starke beschrieben (Nishiyama et al., 2009). AuBlerdem sollte der Grund fiir die unerwartet hohen PS/A-

Verhiéltnisse genauer untersucht werden.

5.4 Physiologie von B. graminisolvens und B. propionicifaciens
5.4.1 Abhingigkeit Produktbildung von der CO;-Konzentration
Als néchste sollte die Frage geklart werden, welchen Einfluss CO, auf Wachstum und Produktbildung

ausgewdhlter Bacteroidia hat. CO; ist an mehreren Stellen im Succinat-Weg der Bacteroidia als
Reaktionspartner beteiligt (Abbildung 4.7). Es wird durch die Aktivitit der PFOR bei der Umwandlung
von Pyruvat zu Acetyl-CoA abgegeben. Wird die Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-CoA jedoch iiber
die PFL katalysiert, ist dies nicht der Fall. Stattdessen entsteht Formiat (Franke und Deppenmeier, 2018).
Die Produktion von Succinat aus Oxalacetat (OxAc) benétigt dagegen CO,, da OxAc durch die
Carboxylierung von PEP iiber die PEP-Carboxykinase (PEP-CK) entsteht. Es wird jedoch auf dem Weg
zu Propionat durch die Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase wieder freigesetzt (Macy et al., 1978),
wodurch Propionat netto ohne CO;-Verbrauch produziert wird. Die Produktion von Lactat erfolgt
hingegen CO»-unabhéngig (Liick und Deppenmeier, 2022). Somit sind CO,-Produktion und Verbrauch
direkt von der Zusammensetzung der Fermentationsprodukte abhingig. Dementsprechend sollte sich
die unterschiedliche Produktzusammensetzung der zwei untersuchten Arten auf deren CO»-
Abhéngigkeit auswirken. Der Propionatproduzent P. vulgatus beispielsweise erreichte unterhalb von
20 mM NaHCO:s eine deutlich hohere finale ODgoo als das Bakterium S. copri, dem die genetische
Ausstattung zur Propionatproduktion fehlt (Franke und Deppenmeier, 2018). Tatséchlich unterschieden
sich die beiden untersuchten Bacteroides stark in ihrer CO, -Abhéngigkeit (Abbildung 4.6). Wahrend
B. propionicifaciens auch ohne CO; wachsen konnte, zeigte sich bei B. graminisolvens eine deutliche
CO;-Abhéngigkeit. Kulturen mit geringem NaHCOs-Gehalt produzierten zudem vermehrt Lactat.
Ahnliche Effekte konnten bereits bei anderen Bacteroidia beobachtet werden. P. vulgatus wuchs bei
Kultivierungsbedingungen unter 4 vol% CO, deutlich schlechter und produzierte ebenfalls vermehrt
Lactat (Keitel et al, 2023). In B.fragilis verringerten geringe CO;-Konzentrationen die
Wachstumsgeschwindigkeit nur leicht, hatten aber vor allem eine Verliangerung der Lag-Phase auf bis
zu 35 h zur Folge (Caspari und Macy, 1983). Die Propionatkonzentration iiberstieg dabei die von
Succinat, jedoch produzierte das Bakterium ebenfalls vermehrt Lactat. Auch in B. graminisolvens
wirkten sich geringe NaHCOs-Konzentrationen positiv auf das P/S-Verhéltnis aus. Der Effekt war aber
im Vergleich zur Wachstumshemmung und zur Steigerung der Lactatproduktion zu gering, um einen
Vorteil in der Propionatproduktion zu bewirken, da sich die Ausbeute insgesamt von 0,15 gp/gs
(DMMG) auf 0,11 gp/gs (5 mM NaHCOs) verringerte. Bei B. propionicifaciens wurde nur ein geringer
Einfluss von CO; auf die Produktbildung beobachtet. Tatsdchlich wurde das hochste P/S-Verhéltnis in

den Kulturen mit der hochsten NaHCOs-Konzentration gemessen. Die Versuche wurden jedoch in



Diskussion 83

geschlossenen Kulturgefden durchgefiihrt. In kontinuierlicher Kultur von B. fragilis mit
Stickstoffbegasung konnte gezeigt werden, dass bei geringer Verdiinnungsrate nur Acetat und Propionat
produziert wurden und erst bei Steigerung der Verdiinnungsrate die Menge an Succinat und Lactat
zunahm (Caspari und Macy, 1983). Dementsprechend konnten die Ergebnisse unter limitierenden
Bedingungen anders ausfallen. Interessant ist auch der Vergleich mit den urspriinglich bestimmten
Produktverhiltnissen aus Versuch 4.3. Hier produzierte B. propionicifaciens kein Succinat, wéahren in
den Versuchen mit NaHCOs bei allen NaHCOs-Konzentrationen geringe Mengen Succinat (zwischen
1,4 und 2,8 mM) nachgewiesen wurden. Dieser Effekt erklart sich moglicherweise durch die
Kultivierungsbedingungen. Wéhrend die Kulturen im 1. Versuch im Plattenleser kultiviert worden
waren, wurde im CO,-Versuch mit luftdicht verschlossenen Hungate-Rohrchen gearbeitet. Bei 0 mM
NaHCOs; wurden 6,2 mM Acetat produziert. Da kein Formiat gebildet wurde, miissten 6,2 mM CO,
freigesetzt worden sein. Succinat, das einzige Produkt, das CO, bendtigt, wurde maximal bis zu
Konzentrationen von 2,4 mM gebildet. Somit wurde netto CO, freigesetzt, was bedeutet, dass
B. propionicifaciens in einer geschlossenen Kultur seine eigene CO»-Atmosphére produziert. Dieses
Verhalten dhnelt dem von A. acidipropionici. Beim Wachstum auf Glucose zeigte es ebenfalls keine
Reaktion auf CO;, da die Produktion iiber die PFOR und den oxPPP den CO,-Bedarf der restlichen
Stoffwechselwege deckt. (Zhang et al., 2015). Auch bei B. fragilis wurde nachgewiesen, dass CO; bei
Kultivierung in reiner Stickstoffatmosphire produziert wird (Caspari und Macy, 1983). Bei dem
geringen Volumen der Gasphase in den Hungate-Réhrchen (ca. 5 ml) konnte das sich anreichernde CO,
dazu gefiihrt haben, dass die Propionatproduktion gehemmt und mehr Succinat freigesetzt wurde
(Macfarlane und Macfarlane, 2003). Auch bewirken gesteigerte CO,-Konzentrationen eine
Verringerung des pH (Pines et al., 2016), was zusétzlich die Produktverhéltnisse beeinflusst haben
konnte (Guan und Liu, 2020). Die Kultivierung im Plattenleser erfolgte jedoch in einem Anaerobenzelt,
was ein Gasvolumen von ca. 160 | aufweist. Die Produktion von CO> hat in diesem Volumen keinen
Einfluss auf die Gesamtkonzentration und auch der pH-Abfall fiel geringer aus. Bei der Kultivierung
der Bacteroidia sollte daher fiir hohe Propionatausbeuten darauf geachtet werden, dass iiberschiissiges

CO; aus den Kulturgefden abgeleitet werden kann.

5.4.2 Rekonstruktion des Stoffwechsels

Die bisherigen Ergebnisse dienten dem Zweck, einen Uberblick iiber die verschiedenen Bacteroidia zu
erhalten, sowie die Abhéngigkeit der Propionatproduktion von &ufleren Faktoren wie der
Medienzusammensetzung zu erfassen. Gerade im Hinblick auf die Nutzung genetischer Methoden zur
Verbesserung der Propionatproduktion ist es jedoch wichtig, den Mechanismus und dessen molekulare
Stellglieder zu beleuchten. Um die Stoffwechselwege der zwei Propionatproduzenten genauer zu
erforschen, wurden eine Reihe von Untersuchungen durchgefiihrt. Zunichst wurden genetische
Analysen durchgefiihrt, die zeigen sollten, inwiefern sich die zwei Arten genetisch voneinander
unterscheiden. Dann wurden Versuche zur Bilanzierung der Stoffwechselwege durchgefiihrt, um die
erhaltenen Ergebnisse zu iiberpriifen.

Die Stoffwechselwege von B. propionicifaciens und B. graminisolvens unterschieden sich in ihren
grundlegenden Genen nur in wenigen Punkten (Abbildung 4.7). Alle erforderlichen Gene zum Ablauf

der Glykolyse wurden identifiziert, was darauf schlieen ldsst, dass Glucose wie auch in anderen
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Bakterien der Gruppe iiber die Glykolyse verstoffwechselt wird (Franke und Deppenmeier, 2018; Macy
et al., 1978). Dariiber hinaus konnten in B. graminisolvens auch die Gene identifiziert werden, die einen
vollstindigen Pentosephosphatweg (pentose phosphate pathway, PPP), ausgehend von Glucose-6-
Phosphat (G6P) ermdglichen. Im oxidativen Teil des Stoffwechselweges (oxPPP) wird G6P zunichst zu
Phosphoglunonolacton oxidiert bei gleichzeitiger Reduktion von NADP" zu NADPH. Dann folgt die
Umwandlung zu Phosphogluconat und schlielich die oxidative Decarboxylierung zu Ribulose-5-
Phosphat, bei der CO, und NADPH freigesetzt werden. AnschlieBend folgt der nicht oxidative Teil.
Ribulose-5-Phosphat wird dabei durch Epimerase und Isomerase zu Xylulose-5-Phosphat (Xu5P) bzw.
Ribose-5-Phosphat umgewandelt. Danach werden die Pentosen iiber die Reaktionen der Transaldolase
und Transketolase reversibel zu GAP und Fructose-6-Phosphat (F6P) umgeformt und wieder in die
Glykolyse eingeschleust (Stincone et al., 2015). Der PPP erfiillt dabei mehrere Aufgaben innerhalb der
Zelle. Der oxidative Teil ist ein Mechanismus zur Generierung von NADPH. Es wird fiir
Reduktionsreaktionen anaboler Prozesse, besonders bei der Synthese von DNA und Lipiden sowie fiir
den Schutz vor oxidativem Stress bendtigt. (Spaans ef al., 2015). Die Intermediate des nicht-oxidativen
Teils dienen als Ausgangsstoffe fiir die Synthese von Nukleotiden und aromatischen Aminosduren
(Stincone et al., 2015). Eine weitere wichtige Funktion des PPP in Bacteroidia besteht aber in der
Metabolisierung verschiedenster Pentosen wie Xylose und Arabinose (Turner und Roberton, 1979), die
Grundbausteine von Pflanzenpolymeren wie Xylan und Pektin darstellen (Bastawde, 1992; Mohnen,
2008). Viele Bacteroidia besitzen daher einen vollstindigen Pentosephosphatweg, beispielsweise
P vulgatus (Garschagen et al., 2021) und B. fragilis (Rios-Covian et al., 2015). Sowohl Xylose und
Arabinose als auch Xylan und Pektin werden von B. graminisolvens verstoftwechselt, daher ist es nicht

verwunderlich, dass der Organismus die entsprechenden Gene besitzt.

Im Genom von B. propionicifaciens konnten die gleichen Gene identifiziert werden wie in
B. graminisolvens, mit Ausnahme der Transaldolase. Das wiirde bedeuten, dass dieses Bakterium keinen
vollstindigen PPP besitzt und keine Pentosen verstoffwechseln kann. Tatsdchlich kann
B. propionicifaciens zwar auf Arabinose wachsen, nicht jedoch auf Xylose (Ueki et al., 2008). Das kann
daran liegen, dass Arabinose auf einem anderen Weg verstoffwechselt wird. Altere Untersuchungen
vermuteten, dass Arabinose bei P vulgatus unabhidngig vom PPP zu Dihiydroxyacetonphosphat
(DHAP) umgewandelt und so in die Glykolyse eingeschleust wird (Newman und Caldwell, 1987).
Kiirzliche Proteomanalysen weisen aber daraufhin, dass es zu XuSP umgewandelt und {iber den PPP
verstoffwechselt wird (Clausen et al, 2024). Eine weitere Moglichkeit bestiinde darin, dass ein
funktionierender Pentosephosphatweg trotz der fehlenden Transaldolase besteht. Dieser Weg wurde in
S. copri identifiziert (Garschagen et al., 2021). In dem Stoffwechselweg wird Seduheptulose-7-Phosphat
Pyrophosphat abhéngig zu 1,7-Seduheptulose-Bisphosphat phosphoryliert und anschlieBend zu
Erythrose-4-Phosphat (E4P) und DHAP gepalten. SchlieBlich wird E4P mit XuSP durch die Aktivitit
einer Transketolase zu GAP und F6P umgewandelt (Koendjbiharie et al., 2020). Die fiir diesen
alternativen Pentosephosphatweg bendtigten Enzyme Pyrophosphat F6P Phosphotransferase und die
Fructose Aldolase wurden neben S. copri auch in weiteren Bacteroidia identifiziert, darunter auch
P johnsonii (Garschagen et al, 2021). Auch die Genome von B.graminisolvens und
B. propionicifaciens enthalten Gensequenzen mit hoher Ubereinstimmung zu den entsprechenden

Enzymen. Ein alternativer Pentosephosphatweg ist also auch in B. propionicifaciens codiert.
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Ausgehend von PEP als Intermediat der Glykolyse spaltet sich der Stoffwechselweg auf. Zum einen
kann Oxalacetat entstehen, zum anderen Pyruvat. Die Reaktionen, die das Kohlenstoffgeriist zwischen
PEP, Pyruvat und Oxalacetat umwandeln, sind vielfaltig und bilden einen Knotenpunkt fiir die Bildung
unterschiedlicher Metabolite, der je nach Energie- und Redoxzustand reguliert werden kann (Sauer und
Eikmanns, 2005). Dies spiegelt sich in der Vielfalt der Enzyme wider, die auch in den zwei untersuchten
Stdmmen identifiziert wurden. Die Bildung von Oxalacetat erfolgt dabei wahrscheinlich iiber die PEP-
Carboxykinase, die in beiden Genomen nachgewiesen wurde. Auch in B. fragilis wurde die PEP-
Carboxykinase als Katalysator dieser Reaktion identifiziert, wobei die Energie aus der Spaltung der
Enolbindung in Form von ATP konserviert wird (Macy et al., 1978). Der gleiche Mechanismus wurde
auch in S. copri nachgewiesen (Franke und Deppenmeier, 2018). Die Nutzung der Pyruvatcarboxylase
konnte nicht gezeigt werden. Hier zeigt sich ein groBer Unterschied zum Metabolismus der
Propionibakterien. Sie produzieren Oxalacetat ausgehend von Pyruvat iiber die Methylmalonyl-CoA
Carboxyltransferase, wobei die Carboxlierung von Pyruvat mit der Decarboxylierung von
Metylmalonyl-CoA zu Propionyl-CoA gekoppelt wird und somit ohne ATP-Verbrauch ablauft. (Thierry
et al., 2011). Auch besitzt P. acidipropionici zusétzlich eine Pyruvat-Carboxylase zur Bildung von
Oxalacetat und eine Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase zur Bildung von Propionyl-CoA (Parizzi et
al., 2012).

Oxalacetat wird im reversen Citratzyklus iiber Malat und Fumarat zu Succinat umgewandelt (Macy et
al,, 1978). In B. fragilis katalysiert die Fumarat-Reduktase die Redoxreaktion von Ubichinol und
Fumarat, wobei Succinat entsteht (Baughn und Malamy, 2003; van Hellemond und Tielens, 1994).
Dieses Enzym wird spéter im Zusammenhang mit den Redoxenzymen genauer diskutiert. Succinat ist
dann Ausgangsstoff fiir die Propionatproduktion {iber den Succinat-Weg. Zunéchst wird dabei Coenzym
A von Propionyl-CoA auf Succinat {ibertragen. Die Methylmalonyl-CoA-Mutase wandelt das Succinyl-
CoA dann in R-Methylmalonyl-CoA um. Dieses kann durch die Methylmalonyl-CoA Epimerase in S-
Methylmalonyl-CoA umgewandelt werden. AnschlieBend folgt die Decarboxylierung {iiber die
Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase zu Propionyl-CoA. Propionat wird dann bei der Reaktion mit
Succinat freigesetzt. Die entsprechenden Gene wurden in den zwei Bacteroides-Stimmen identifiziert.
Fiir die Reaktion von Succinat mit Propionyl-CoA kénnen dabei mehrere Proteine infrage kommen. Das
gefundene Gen wurde als Acetyl-CoA  Hydrolase/Transferase  annotiert, hat aber
Sequenziibereinstimmungen mit der Succinat:CoA Transferase von Corynebacterium kutscheri, der
Succinyl-CoA:Acetat CoA-transferase aus Acetobacter aceti und der Propanoyl-CoA:Succinat CoA
Transferase aus E. coli, die an der Propionatbildung beteiligt ist (Haller ef al., 2000). Es kann daher
nicht genau vorhergesagt werden, ob das Enzym substratspezifisch ist oder auch in anderen Reaktionen
der Zelle eine Rolle spielt.

Als Referenzsequenz zur Identifikation der Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase wurde das gut
charakterisierte Enzym von Veillonella parvula genutzt. Es koppelt die bei der Decarboxylierung
freigesetzte Energie an die Translokation von Na*-Ionen. Der Na'-Gradient kann mit einer Na*-
abhingigen ATP Synthase zur Energiekonservierung genutzt werden (Dimroth, 1997). Dieser

Mechanismus konnte auch in den untersuchten Bacteroidia vorkommen. Es konnten jedoch nur 3 von 5
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Untereinheiten in den untersuchten Stdmmen identifiziert werden (Untereinheiten Alpha, Beta und
Gamma). Fiir die Untereinheiten Delta und Epsilon wurde keine Ubereinstimmung gefunden. Die
Alpha-Untereinheit fungiert dabei als Carboxyltransferase und iibertriagt eine Carboxylgruppe vom
Substrat auf Biotin. Die Beta-Untereinheit ist an der Natrium translozierenden Biotin-Decarboxylierung
beteiligt und die Gamma-Untereinheit wurde als Biotin-Carrier-Protein identifiziert (Hilpert und
Dimroth, 1991). Wéhrend die Delta-Untereinheit in V. parvula fiir die katalytische Funktion essenziell
ist, wird fiir die Epsilon-Untereinheit nur eine stabilisierende Funktion vermutet, denn Aktivitit konnte
trotz Deletion nachgewiesen werden (Huder und Dimroth, 1995). In B. thetaiotaomicron wurde ein
Cluster aus 4 Genen identifiziert, dessen Deletion die Propionatproduktion beendete(Abbildung 5.1)
(Porter und Larsbrink, 2022). Diese Gene wurden jedoch nicht als Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase
annotiert, sondern als Beta-UE der Acyl-CoA Carboxylase (FE838 RS22000), ein OadG-dhnliches
Protein (FE838 RS22005), Biotin-Carrier Protein (FE838 RS22010) und Na'-lonen translozierende
Decarboxylase (FE838 RS22015). Automatische Annotationen sind jedoch hiufig fehleranfillig,
besonders bei Enzymen, die der gleichen Superfamilie angehdren (Schnoes et al., 2009) und die Gene
der beiden untersuchten Stimme sind auf gleiche Weise im Genom organisiert wie bei
B. thetaiotaomicron (B. graminisolvens: C511 _RS0112055, C511 RS0112060; C511 RS0112065;
C511_RS0112070; B. propionicifaciens: B091 RS0101375; B091 RS0101380; B091 RS0101385;
B091 RS0101390). Dementsprechend konnte die Annotation in diesem Fall von der tatsdchlichen
Genfunktion abweichen. Zusétzlich zu den Genen, die vermutlich die Methylmalonyl-CoA-
Decarboxylase bilden, findet sich auch die Methylmalonyl-CoA Epimerase im 5°-Bereich des Clusters
(B. graminisolvens: C511 _RS0112050; B. propionicifaciens: B091 RS0101370). Es ist also
wahrscheinlich, dass trotz der nicht iibereinstimmenden Annotation, diese 5 Gene an der Bildung von
Propionat in B. propionicifaciens und B. graminisolvens beteiligt sind und dass sich der Autbau des

Enzyms in Bacteroidia von Veillonella parvula unterscheidet.
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Abbildung 5.1: Gencluster aus Methylmalonyl-CoA Epimerase (rot) und Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase
(orange) in Bacteroidia. Es wurden Genome von B. thetaiotaomicron (NZ_CP040530.1), B. graminisolvens
(NZ_ATZ101000024.1) und B. propionicifaciens (NZ_AQWS01000003) nach den Genen durchsucht. Gezeigt ist
ein Abschnitt von 5001 bp auf dem jeweiligen Genom.
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Pyruvat ist ein weiterer Ausgangspunkt fiir die Bildung verschiedener Fermentationsprodukte. Auch in
den untersuchten Bacteroidia kann es durch die Aktivitit der Pyruvat-Kinase aus PEP entstehen.
Dartiiber hinaus wurde aber auch gezeigt, dass Pyruvat noch aus weiteren Intermediaten gebildet wird
beispielsweise Malat und Oxalacetat und dass diese Produkte in einem Gleichgewicht ineinander
umgewandelt werden (Macy ef al., 1978; Porter und Larsbrink, 2022). Ausgehend von Pyruvat kann
Lactat liber die Lactat-Dehydrogenase produziert werden (Liick und Deppenmeier, 2022). Wihrend eine
Lactatbildung in B. graminisolvens beobachtet wurde, bildete B. propionicifaciens kein Lactat in den
getesteten Bedingungen, obwohl ein entsprechendes Gen im Genom identifiziert wurde. Es bildete
jedoch groBe Mengen Lactat in Medium, dem B-Vitamine fehlten und war in der Lage, auf Lactat zu
wachsen, wobei bis zu 20,9 mM Propionat entstanden (Ueki et al., 2008). Das bestitigt, dass dieses
Enzym zwar im Organismus vorhanden, aber bei den untersuchten Bedingungen nicht aktiv ist. Auch
B. graminisolvens scheint die Fahigkeit zu besitzen Lactat zu Propionat umzuwandel, da im Experiment
mit ruhenden Zellen Propionat aus Lactat entstanden war, sobald keine Glucose mehr im Medium

nachweisbar war (4.5.3).

Eine weitere Mdglichkeit fiir Bacteroidia Pyruvat zu nutzen ist die Bildung von Acetyl-CoA und dann
die Energie konservierende Produktion von Acetat iiber Acetyl-Phosphat. Wie bereits erwéahnt, kann
Acetyl-CoA iiber die PFOR und die PFL gebildet werden, deren Gene in beiden Spezies nachgewiesen
wurden. Wihrend bei der ersten Reaktion Ferredoxin reduziert und CO, freigesetzt wird, entsteht bei
der zweiten Reaktion Formiat als Nebenprodukt. Dementsprechend konnte die Zelle maximal so viel
Formiat produzieren wie Acetat, wenn Pyruvat vollstdndig {iber die PFL umgewandelt werden wiirde.
In den meisten der hier untersuchten Bacteroidia miissten jedoch beide Enzyme parallel aktiv sein, denn
es wurden deutlich geringere Mengen Formiat als Acetat gemessen (Tabelle 4.1, Tabelle 4.2). In S. copri,
welches etwa 4x so viel Acetat wie Formiat produzierte, wurde zudem gezeigt, dass beide Enzyme zu
gleichen Anteilen exprimiert werden (Franke und Deppenmeier, 2018). B. graminisolvens produzierte
aber in allen Experimenten deutlich mehr Formiat als Acetat. Um dieses Phanomen zu erklaren, wurden
die Gene des Citratzyklus ausgehend von Acetyl-CoA in den untersuchten Spezies identifiziert. Dazu
zdhlen die Enzyme Citrat Synthase, Aconitase und Isocitrat-Dehydrogenase. Am Ende dieser
Reaktionskette entsteht 2-Oxoglutarat. Es ist Ausgangsstoff fiir die Bildung der Aminosdure Glutamat
(Gunka und Commichau, 2012) aus der dann Glutamin, Prolin und Arginin synthetisiert werden kdnnen
(Bender, 2012). Es macht daher Sinn, dass die Bacteroidia, die auf Minimalmedium wachsen konnen,
die genetische Ausstattung zur Bildung verschiedener Aminosduren besitzen. Durch die Reaktion der 2-
Oxoglutarat-Oxidoreduktase entsteht dann Succinyl-CoA. Auch das Gen fiir dieses Enzym konnte in
beiden Spezies nachgewiesen werden. In dem Modellorganismus E. coli wird diese Reaktion durch die
2-Oxoglutarat-Dehydrogenase katalysiert, einem Muliti-Enzymkomplex aus drei funktionellen
Untereinheiten (Frank ef al., 2007). In der Blastp-Analyse konnten fiir fast alle der untersuchten Spezies
jedoch nur 2 der 3 Untereinheiten identifiziert werden. B. xylanisolvens ist das einzige Bakterium unter
den getesteten Bacteroidia, in dem ein moglicher E1-Komplex identifiziert wurde. Es muss daher noch
niher untersucht werden, ob dieses Enzym in den Bacteroidia vorhanden ist oder nicht. Im Gegensatz
zu B. propionicifaciens wurde in B. graminisolvens jedoch auch ein Gen identifiziert, dass hohe
Sequenziibereinstimmung mit der Succinyl-CoA-Ligase aus Thermus thermophilus hat (Joyce et al.,
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2012). Dieses Enzym wandelt Succinyl-CoA in Succinat um und konserviert Energie durch Bildung von
ATP oder GTP. Das wiirde bedeuten, dass der Citratzyklus von B. graminisolvens vollstandig ist und
Succinat sowohl im reduktiven Ast aus Oxalacetat als auch in oxidativer Richtung aus Oxalacetat und
Acetyl-CoA entstehen kann. Dies ist beispielsweise der Fall bei B. thetaiotaomicron (Catlett et al.,
2020; Porter und Larsbrink, 2022).

Ein wichtiger Aspekt des Metabolismus ist die Abgabe von Elektronen, die im Laufe der Glykolyse
freigesetzt werden (Abbildung 5.2). Der erste Schritt besteht dabei in der Regeneration von NADH zu
NAD" bzw. Fdred. zu Fdox, indem die Elektronen auf Chinon iibertragen werden. Dafiir wurden in
B. fragilis verschiedenste Redoxenzyme identifiziert, darunter die Natrium translozierende
NADH:Chinon Oxidoreduktase (Nqr) und die NADH-Dehydrogenase 11 (Ndh2) (Ito et al., 2020). Die
Gene aller 6 Untereinheiten der Nqr wurden in beiden hier untersuchten Stimmen nachgewiesen. Es ist
ein Enzym, welches die Ubertragung von Elektronen an die Translokation von Natriumionen koppelt
und so einen Natriumgradienten iiber der inneren Zellmembran generiert (Belevich et al., 2016). Diesen
Gradienten konnen Bakterien nutzen, um iiber eine Na'-abhdngige ATPase Energie zu konservieren
(Dimroth, 1997). Andererseits wird der Gradient auch fiir Transportprozesse genutzt (Jung, 2001). In
Prevotella bryantii treibt der Na'-Gradient den Antiport von Protonen an und der dabei entstandene
Protonengradient ist wiederum treibende Kraft fiir eine protonenabhéngige ATP-Synthase. Auch die
zweli hier untersuchten Stimme besitzen einen solchen Na+/H+-Antiporter (NahC, B. propionicifaciens:
WP_018109528.1.; B. graminisolvens: WP_024997271.1). Somit verschafft die Nqr den Bacteroidia
einen energetischen Vorteil. Das zeigt sich auch darin, dass dieser Komplex in B. fragilis fiir etwa 65 %
der NADH:Ubichinon-Oxidoreduktaseaktivitéit verantwortlich ist (Ito et al.,, 2020). Und auch in allen
anderen in dieser Arbeit analysierten Stimme mit Ausnahme von B. /uti, konnten die Gene fiir dieses
Enzym nachgewiesen werden. Die Ndh2 tibertrégt ebenfalls Elektronen auf Chinon, trégt aber nicht zum
H'- oder Na'-Gradienten bei (Heikal et al., 2014). Sie besteht aus einer Untereinheit und wurde in allen
untersuchten Bacteroidia nachgewiesen. In B. graminisolvens wurden weiterhin Gene des
Enzymkomplexes NADH:Chinon-Oxidoreduktase (Nuo/Ndhl) identifiziert. Die Gene stimmen iiberein
mit den Untereinheiten A-D und H-N aus E. coli. Diese Zusammensetzung wurde auch in S. copri
gefunden (Franke und Deppenmeier, 2018) und sie sind in der gleichen Cluster Struktur angeordnet wie
im Genom von B. fragilis (Ito et al., 2020). Es ist jedoch noch unbekannt, welche Funktion es im
Elektronentransport der Bacteroidia einnimmt, da es NADH nicht reduziert und die Deletion des H*-
translozierenden Komplexes auch keine Nachteile in der Kolonialisierung von sterilen Méusen mit sich
brachte (Ito et al., 2020). Es wird daher spekuliert, ob dieses Enzym, dhnlich wie das Enzym von
Campylobacter jejunii, dem die Untereinheiten E und F fehlen, Fd.q als Elektronendonator nutzt
(Weerakoon und Olson, 2008; Franke und Deppenmeier, 2018). Die Elektronen von Fd..q, die bei der
Reaktion der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase frei werden, konnen jedoch auch iiber die Na'-
translozierende Ferredoxin:NAD*-Oxidoreduktase (Rnf) auf NAD" {ibertragen werden und dann mittels
Ngr und NdhIl auf Chinon iiber gehen. Dieses Enzym wurde in Prevotella brevis GA33 und
P. ruminicola 23 nachgewiesen (Zhang et al., 2023) und die hier untersuchten Stimme hatten die
gleichen 5 Gene in einem Cluster angeordnet (abgesehen von B. [uti). Der Rnf-Komplex scheint also
auch in den hier untersuchten Spezies eine Rolle bei der Redoxbalance der Zelle zu spielen. Als
terminaler Elektronenakzeptor wéhrend des anaeroben Wachstums dient schlielich Fumarat. Die

Elektroneniibertragung von Hydrochinon wird dabei von der Fumarat-Reduktase katalysiert. In
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Prevotella bryantii wurde gezeigt, dass dieses Enzym einen Superkomplex mit der Nqr und Chinon
bildet und so einen Natriumgradienten generiert (Schleicher et al., 2021). Dieser Mechanismus bietet
den Bacteroides dabei einen energetischen Vorteil gegeniiber anderen Bakterien des Darmtraktes, die
ihre Energie nur aus Substratkettenphosphorylierung generieren. Eine Untersuchung fand, dass
B. fragilis so bis zu 4,5 mol ATP pro mol Glucose generieren kann, anstelle der 2,5 mol ATP/mol

Glucose, die bei E. coli unter anaeroben Bedingungen erzielt werden (Macy et al., 1975).
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Abbildung 5.2: Modell der Atmungskette von B. graminisolvens und B. propionicifaciens. Nuo, kopflose Variante
der NADH:Chinon-Oxidoreduktase, oxidiert potentiell Fdiq. anstelle von NADH; Rnf, Ferredoxin:NAD-
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Hydrochinon.
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Fiir Darmbakterien ist es jedoch nicht ausgeschlossen, dass sie in Kontakt mit geringen Mengen
Sauerstoff kommen, beispielsweise in Nidhe der Darmmukosa (Albenberg et al., 2014). Sie besitzen
daher auch die Mdglichkeit, Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor zu nutzen. Dafiir besitzen sie
die Cytochrom-bd-II Chinol-Oxidase. Dieses Enzym besteht aus zwei Untereinheiten, die in allen
getesteten Spezies im Genom nachgewiesen werden konnten. Es ist in B. fragilis fiir das Wachstum bei
0O, Konzentrationen im nanomolaren Bereich notwendig und ermoglicht es dem Bakterium O» aus der
Umgebung zu entfernen (Baughn und Malamy, 2004). Wihrend zunichst angenommen wurde, dass
dieses Enzym Elektronen von Ubiquinol auf Sauerstoff iibertrégt, ohne dabei eine Protonengradienten
zu erzeugen, geht man mittlerweile davon aus, dass die Reaktion doch elektrogen ist (Sharma ef al.,
2012).

Eine weitere Strategie, Elektronen abzugeben, liegt in der Produktion von molekularem Wasserstoff
(H»). Dafiir besitzen viele Bacteroidia Hydrogenasen vom FeFe-Typ, mit denen sie Elektronen auf
Protonen iibertragen und dann in Form von H, abgeben (Wolf et al., 2016). Mit Ausnahme von
B. graminisolvens und B. propionicifaciens, konnten derartige Hydrogenasen in allen untersuchten
Spezies gefunden werden, was bestétigt, dass diese Féhigkeit unter den Bacteroidia weit verbreitet ist.
Auch die Untersuchung des Wasserstoffgehaltes im Gasraum der Kulturréhrchen bestitigte, dass diese
beiden Stimme kein Wasserstoff produzieren (4.5.2). Gerade im Hinblick auf die Propionatproduktion
scheint das jedoch ein Vorteil zu sein. Wachsen die Bakterien unter anoxischen Bedingungen, ist
Fumarat der einzig mdgliche Elektronenakzeptor und die Succinatproduktion wird gesteigert, was
Voraussetzung fiir eine effektive Propionatproduktion ist. Das wird auch deutlich beim Vergleich der
Produktverhiltnisse der untersuchten Bacteroidia, denn gerade die zwei Stimme, die keine
Hydrogenase codieren, waren diejenigen mit den hochsten PS/A-Verhéltnissen. Beispielsweise erreichte

B. cellulosilyticus nur ein PS/A-verhéltnis von 0,7 in DMMG wiéhrend B. propionicifaciens 2,1 erzielte.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass sich das genetische Potential der beiden untersuchten Staimme
im Hinblick auf die zentralen katabolen Stoffwechselwege nicht wesentlich von dem umfassend
untersuchter Bacteroidia unterscheidet. Besonders auffillig war, dass die zwei Stdmme fast die gleiche
genetische Ausstattung besaB3en, sich das Produktspektrum aber stark unterschied. Das unterstreicht,
dass die Untersuchung der Gensequenzen der Organismen nur erste Hinweise auf die Stoffwechselwege
geben kann, denn die Aktivitét der Enzyme und die Bedingungen, unter welchen sie exprimiert werden
sind mindestens ein genauso wichtiger Faktor. Auch kann von Sequenzdhnlichkeiten allein nicht
zweifelsfrei auf die Funktion geschlossen werden. Auf lange Sicht sind daher weitere Analysen
notwendig, um den Stoffwechsel der beiden Spezies aufzuklaren.

5.4.3 Bilanzierung des Stoffwechsels

Anhand der gewonnenen Daten aus der Genomanalyse sollte {iberpriift werden, ob die Stoffwechsel-
bilanz ausgeglichen ist. Dabei wurden zwei Strategien verfolgt. Zundchst wurde die Produktbildung von
ruhenden Zellen getestet. Hierbei wurden Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet und
in einem Puffer ohne Ammonium aufkonzentriert, sodass kein Zellwachstum mdglich ist. Dem Puffer
hinzugefiigte Glucose sollte dann nur zur Produktion von Energie fiir die Zellerhaltung genutzt werden

und dabei freigewordene Elektronen in Form von Fermentationsprodukten an die Umgebung abgegeben
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werden. Bis auf geringe Mengen Pyruvat und Succinat entsprach das Produktspektrum von
B. propionicifaciens dem der wachsenden Zellen im Plattenleser (Versuch 4.3). Die Berechnungen der
Bilanzen ergaben jedoch, dass nur 73,6 % des Kohlenstoffs aus der Glucose in den
Fermentationsprodukten wiederzufinden waren. Auch die Redoxbilanz war nicht vollstindig
ausgeglichen (64,2 %). Zusitzlich zu den Fermentationsprodukten wurde fiir B. propionicifaciens auch
der Gehalt an intrazelluldren Polysacchariden (IPS) gemessen, die nach 7 h ihr Maximum von ca.
100 mg/1 erreichten und nach 24 h etwa wieder auf dem Ausgangswert abgefallen war. Dieser Verlauf
zeigt, dass B. propionicifaciens intrazelluldre Polysaccharide akkumulierte, wenn Glucose vorhanden
war und bei Glucose-Knappheit wieder abbaute. Die Produktion von Speicherpolysacchariden ist in
Bacteroidia weit verbreitet. In wachsenden Kulturen von B. fragilis wurden intrazelluldre
Polysaccharide nachgewiesen, die in Granula in der Zelle vorlagen und als Glykogen identifiziert
wurden (Lindner et al., 1979). Bei Glucosekonzentrationen oberhalb von 1,7 mM wurde Glykogen dabei
aufgebaut und darunter abgebaut (Lindner et al., 1979). Auch in Prevotella ruminicola wurde die
Bildung von Glykogen nachgewiesen, wobei jedoch eine stirkere Akkumulation beim Wachstum auf
Maltose beobachtet wurde (Lou et al., 1997). Glykogen ist ein wichtiges Speicherpolysaccharid in
Bakterien. Es besteht zu ca. 90 % aus a-(1— 4)-verkniipften Glucosemolekiilen, die zusitzlich a-
(1—6)-verkniipfte Verzweigungsstellen aufweisen (Cifuente et al., 2019). Seine Funktion liegt darin,
Perioden von Substratknappheit zu iberwinden. Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch, dass es sich dabei
eher um einen Kurzzeitmechanismus handelt als um eine langfristige Uberlebensstrategie, die besonders
bei kurzfristigen Anderungen des Nihrstoffangebots hilfreich ist (Sekar et al, 2020). Gerade fiir
Darmorganismen ist diese Strategie Sinnvoll, da sich Art und Verfligbarkeit der Substrate stéindig &ndern
(Esteban-Torres et al, 2023). In den wachsenden Zellen von B. propionicifaciens konnten trotz
Produktion von Glykogen noch immer 23,4 % der verbrauchten Glucose nicht in den Produkten
nachgewiesen werden. Die gemessene Glykogen-Menge entsprach jedoch nur etwa 0,5 mM Glucose
(ca. 3 % der verbrauchten Glucose). Zellsuspensionen von B. thetaiotaomicron bauten ebenfalls ein
nicht ndher bestimmtes Polysaccharid in ihre Zellen ein, allerdings entsprach die Menge zwischen 50 %
und 80 % der Glucose (Hylemon et al., 1977). Moglicherweise wurde also der Gehalt an IPS in den
Zellen von B. propionicifaciens unterbestimmt und der Anteil eingespeicherter Glucose war eigentlich
hoher. Gerade durch die Waschschritte mit Methanol kann es zu einem Verlust von Substrat gekommen
sein. Auch war die Inkubationszeit von 15 min deutlich zu kurz, denn eine umfangreiche Untersuchung
zur Glykogenbestimmung empfiehlt eine Inkubationszeit von 2 — 5 h abhéngig von der Beschaffenheit
der Probe (Lanham et al., 2012). Wenn der Glykogengehalt der Zellen grofer war, konnte dies auch die
Zunahme der Kohlenstoffausbeute von 24 h zu 144 h Inkubationszeit erklaren. Ein weiterer Storfaktor
ist die leichte Zunahme der Zellmasse. Obwohl die Zellen in einem Puffer ohne Ammonium inkubiert
worden waren und vor Beginn der Messung ausgehungert wurden, gab es eine geringe Steigerung der
Proteinkonzentration von 0,03 g/l innerhalb von 7 h. Entsprechend den Ergebnissen aus Versuch 4.5.4
entsprache dies in etwa 0,06 g/l Trockengewicht und damit maximal 0,5 mM Glucose (3 %). Es sind

daher weitere Untersuchungen nétig, um das Kohlenstoffdefizit zu erklaren.

Das Produktspektrum der Zellsuspensionen von B. graminisolvens unterschied sich deutlich von dem
des Versuchs mit wachsenden Zellen (4.3), da das Bakterium relativ viel Lactat und Pyruvat produzierte.
Dieses Verhalten war auch schon beim Wachstum mit gesteigerter Glucosekonzentration (Abbildung
4.4) und verringertem CO,-Gehalt (Abbildung 4.6) beobachtet worden. Dass Mikroorganismen bei
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hohem Substratangebot auf Stoffwechselwege zuriickgreifen, die energetisch ineffizient sind, ist ein
schon lange untersuchtes Phdnomen. Dabei kann zwischen zwei Strategien unterschieden werden:
Entweder schaltet die Zelle zwischen einem High- und low-Yield Stoffwechselweg um, wie es bei
Lactococcus lactis der Fall ist, oder die Zelle betreibt Overflow-Metabolismus, wie bei E. coli. Hierbei
hilt die Zelle ihren High-Yield Stoffwechselweg aufrecht, jedoch reicht die Kapazitit der Enzyme nicht
aus, um die anfallenden Metabolite zu verarbeiten und ein Teil wird ber Low-Yield Prozesse
weiterverarbeitet (van Hoek und Merks, 2012). Da Propionat trotzdem noch das Hauptprodukt der
Fermentation war, scheint B. graminisolvens also eher wie E. coli zu agieren und die energetisch
ungiinstigeren Nebenprodukte sind ein Zeichen dafiir, dass Intermediate iiber alternative Wege
verarbeitet werden. B. propionicifaciens hat hingegen die Intermediate Pyruvat und Succinat direkt ins
Medium abgegeben und kein Lactat produziert. Obwohl das Thema schon seit langem untersucht wird,
sind die molekularen Ursachen noch nicht abschlieBend geklart. Eine relativ neue Theorie geht davon
aus, dass respiratorische Stoffwechselwege durch ihr groles Enzymarsenal hohere Proteomkosten haben
als fermentative. Gerade bei schnell wachsenden Zellen bewirkt dies, dass die Produktion von Enzymen
fiir ,,einfache™ Wege bevorzugt wird (Basan et al., 2015). Eine Ammoniumlimitierung konnte daher
einen dhnlichen Effekt haben, da die Proteinbiosynthese limitiert ist und die Zelle mit ihren Proteinen
haushalten muss. Auch ist eine Theorie, dass sich bei verringerter Expression von Genen des TCA und
AS-Synthese, Intermediate am Pyruvat-Knoten stauen (Li et al., 2014). Dies wiirde die Abgabe von
Pyruvat ins Medium erkldren. Nachdem die Glucose verbraucht war, wurde etwa die Hilfte der
produzierten Sduren wieder aufgenommen bei gleichzeitiger Produktion von Propionat. Das zeigt, dass
auch B. graminisolvens, &hnlich wie B. propionicifaciens, Lactat und Pyruvat als Substrat fiir die
Propionatproduktion nutzen kann. Die Berechnung der Kohlenstoff- und Redoxbilanz ergab eine noch
geringere Kohlenstoffausbeute (67 %) als bei B. propionicifaciens, dafiir aber eine Redoxbilanz von
106,4 %. Dies wiirde bedeuten, dass in den Zellen mehr Elektronen freigesetzt worden sind, als bei der
Glykolyse hétten frei werden konnen. Die Zelle muss daher einen weiteren Stoffwechselweg nutzen,
wie beispielsweise den oxPPP bei dem zusétzlich NADPH freigesetzt wird. Durch die Reaktion wiirde

auBerdem CO; abgegeben werden, was die verringerte Kohlenstoffausbeute erklért.

Da die Untersuchung ruhender Zellen keine eindeutigen Ergebnisse hervorgebracht hatte, wurde eine
Methode angewendet, um die Stoffwechselbilanz wachsender Zellen zu berechnen, dhnlich wie sie fiir
S. copri publiziert ist (Franke und Deppenmeier, 2018). Dies hatte zusétzlich den Vorteil, dass die Zellen
dhnliche Produktverhiltnisse aufwiesen wie in den ersten Wachstumsversuchen. Im Gegensatz zu den
Berechnungen mit ruhenden Zellen weisen die Ergebnisse mit den wachsenden Zellen darauf hin, dass
der oxidative Pentosephosphatweg auch von B. propionicifaciens genutzt wird. Kohlenstoff und
Wasserstoffbilanz waren ausgeglichen, wenn etwa 33 % der verbrauchten Glucose iiber den oxPPP
verstoffwechselt wurden. Bei B. graminisolvens waren die Bilanzen ausgeglichen, wenn rund 68 % der
Glucose iiber den 0xPPP verstoffwechselt wurden. Da die genetischen Untersuchungen ergeben hatten,
dass Acetyl-CoA auch iiber den Citratzyklus oxidiert werden konnte, wurde die Bilanz auch fiir dieses
Scenario berechnet. In diesem Fall wiirden rund 53 % der Glucose iiber den oxPPP verstoffwechselt
werden. Zwar ist bekannt, das verschiedene Bacteroidia den oxPPP nutzen kénnen (Bailey und Love,
1995), es gibt aber keine Referenzwerte, zu welchen Anteilen sie dies tun. Auch ist der Fluss durch den
oxPPP stark reguliert und wird beispielsweise durch oxidativen Stress begiinstigt (Stincone et al., 2015).

Fiir verschiedene Propionibakterien wurde berechnet, dass Glucose zu 24 % - 60 % iiber den PPP
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verstoffwechselt wird (Papoutsakis und Meyer, 1985). Die in dieser Arbeit erhaltenen Werte sind also
moglich. Sie widersprechen jedoch den Ergebnissen aus Versuch 4.4, der gezeigt hatte, dass
B. graminisolvens ohne CO; nicht wachsen konnte. Laut den hier berechneten Werten miisste es netto
CO; freisetzen und somit genug CO, fiir die Bildung von Oxalacetat aus PEP vorhanden sein, um
Wachstum zu ermoglichen. Moglich ist aber auch, dass der oxPPP in Versuch 4.4 weniger genutzt wurde.
A. acidipropionici beispielsweise verstoffwechselt Glucose zu 34 % tiber den 0xPPP, wenn es ohne CO;
kultiviert wird und zu 52 % in CO»-Atmosphére (Zhang et al., 2015). Die Verwendung des oxPPP zum
Abbau der Glucose stellt eine interessante Perspektive fiir die Verringerung von Nebenprodukten dar,
denn die verstéirkte Oxidation liefert mehr Elektronen, die auf Fumarat {ibertragen werden kdnnen, um
Succinat zu produzieren. Das wurde auch bereits bei P vulgatus gezeigt, wo eine Steigerung des
Glucose-Abbaus iiber den OxPPP nach Uberproduktion der Transketolase eine Verbesserung der
Succinatproduktion zur Folge hatte (Gindt et al., 2024). Er verringert jedoch auch die maximal mogliche
Menge an Propionat, da ein Teil des Kohlenstoffs als CO, ,,verloren geht.

5.4.4 Upscaling der Propionatproduktion

Wie in Abbildung 4.4 gezeigt, konnen Bacteroidia in Batch Kulturen nur eine begrenzte Menge von
rund 30 mM Glucose verstoffwechseln, bevor der sinkende pH hemmend wirkt und das Wachstum zum
Erliegen kommt. Fiir industrielle Zwecke sind jedoch hohe Produktkonzentrationen (Titer) notwendig.
Aus diesem Grund werden Propionibakterien hiufig mit pH-Kontrolle kultiviert. A. acidipropionici
produzierte in so einem Versuchsaufbau 17,3 g/l Propionat aus 40 g/l Glucose (Zhang et al., 2015)
(Tabelle 5.1). In einem dhnlichen Versuch wuchs S. copri bis auf eine ODsoo von 11 und konsumierte
fast 300 mM Glucose (54 g/1) (Franke, 2020). Es mangelt jedoch an Untersuchungen in Bacteroidia, die
sich auf die Propionatproduktion fokussieren. Daher wurden auch B. propionicifaciens und
B. graminisolvens in einem pH-kontrollierten Bioreaktor kultiviert. Da jedoch die vorherigen
Ergebnisse gezeigt hatten, dass zu hohe Glucosekonzentrationen besonders in B. graminisolvens zur
Produktion von Lactat fiihrten, wurde Glucose in kleineren Pulsen (Fed-Batch) hinzugefiigt. Mit dieser
Methode produzierte B. propionicifaciens 119 mM (9.3 g/l) Propionat aus 131 mM (23,6 g/l) Glucose,
was einer Ausbeute von 0,9 molp/molg (0,37 gp/gs) entspricht und vergleichbar ist mit den
Wachstumsversuchen mit 15 mM Glucose (Tabelle 4.1). Diese Ausbeute ist vergleichbar mit
A. acidipropionici in pH-kontrollierter Kultur und Glucose als Substrat (Tabelle 5.1). Succinat wurde
von B. propionicifaciens auch erst produziert, als eine grole Menge Glucose auf einmal zum Medium
hinzugegeben wurde. Dementsprechend konnte eine Verkleinerung der Glucose-Pulse die Ausbeute
noch weiter erhdhen. B. graminisolvens erreichte hingegen nur eine Ausbeute von 0,13 gp/gg, was an
der massiven Produktion von Nebenprodukten wie Lactat, Pyruvat und Succinat lag. In zukiinftigen
Versuchen muss also darauf geachtet werden, dass Glucose nur in geringen Mengen hinzugegeben wird.
Auch eine kontinuierliche Kultivierung mit Glucose-Limitation konnte getestet werden. Gerade bei
geringen Verdiinnungsraten und ohne CO. produzierte B. fragilis bevorzugt Propionat anstelle von
Succinat (Caspari und Macy, 1983). Der Glucoseverbrauch der hier getesteten Bacteroidia war jedoch
trotz pH-Kontrolle limitiert. Zwar konnte B. propionicifaciens die Glucose fast vollstdndig aufbrauchen,
diec Rate verringerte sich jedoch zum Ende der Messung. Bei B. graminisolvens kam die
Glucoseaufnahme nach ca. 40 h zum Erliegen, sodass es maximal 106 mM verbrauchte. Moglicherweise
wirkten hier die Fermentationsprodukte hemmend. Untersuchungen mit P. vulgatus zeigten, dass es
bereits ab 1 g/l Lactat oder 1,5 g/l Acetat zu WachstumseinbuBBen kommt (Keitel et al., 2024). Zum
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Vergleich: Am Ende der Fermentation von B. propionicifaciens, enthielt der Kulturiiberstand ca. 49 mM
Acetat, was rund 2,9 g/l entspricht. Und zum Ende der Kultivierung von B. graminisolvens waren alleine
2,2 g/l Lactat im Kulturiiberstand messbar. Auch kdnnte der Salzstress, hervorgerufen durch die Zugabe
von NaOH und die Akkumulation der Fermentationsprodukte die Produktbildung und das Wachstum
negativ beeinflusst haben, denn auch P vulgatus bildet bei hoheren Osmolarititen vermehrt Lactat
(Keitel et al., 2024). Wenn Bakterien Salzstress ausgesetzt sind, bilden sie Substanzen, die als
kompatible Solute bezeichnet werden, beispielsweise Trehalose oder Glycinbetain (Argiielles, 2000).
Immobilisierte Zellen von A. acidipropionici produzierten in einem Fed-Batch-setup vermehrt Trehalose
und eine Uberproduktion dieser Substanz fiihrte zu einer Verringerung der Acetat- und
Succinatproduktion im Vergleich zu Propionat (Jiang ef al., 2015).

Tabelle 5.1: Vergleich der Propionatbildung der in dieser Arbeit untersuchten Bacteroidia mit verschiedenen

Fermentationen von P. acidipropionici.

Ausbeute Titer Produktivitit
[gr/gal (g1 [g/1x h]

B. propionicifaciens

Kultivierungsbedingungen Referenz

0,37 9,3 0,09 Glucose, pH-Kontrolle (7,0), Fed-Batch Diese Arbeit (4.6)
B. graminisolvens
0,13 2,5 0,04 Glucose, pH-Kontrolle (7,0), Fed-Batch Diese Arbeit (4.6)
P, acidipropionici
0,35 17,3 0,2 Glucose, pH-Kontrolle (7,0) (Zhang et al., 2015)
0,7 23,55 0,12 Glycerol, pH-Kontrolle (7,0) (Zhang et al., 2015)
0,54 324 0,5 Lactose, pH-Kontrolle (6,0), Fed-Batch, (Jiang et al., 2015)
immobilisierte Zellen
0,67 135 0,6 Lactose, pH-Kontrolle (6,0), Fed-Batch, (Jiang et al.,, 2015)
immobilisierte Zellen,
otsA-Uberproduktionsstamm
45 0,2 Glycerol, pH-Kontrolle (7,0) (Guan et al., 2012)
60 0,33 Glycerol, pH-Kontrolle (7,0), (Guan et al., 2012)
pH-toleranter rekombinanter Stamm
0,36 33 0,2 Glucose, pH-Kontrolle (6,0), Fed-Batch, (Liu et al., 2016)
niedrige initiale Zellmasse (0,3 g/1)
0,36 70 0,42 Glucose, pH-Kontrolle (6,0), Fed-Batch, (Liu et al., 2016)

hohe initiale Zellmasse (43 g/1)

Es ist daher notwendig, die Kultivierungsbedingungen genauer zu untersuchen und Ursachen fiir die
Wachstumshemmung zu bestimmen. Versuche mit B. fragilis in einem Bioreaktor zeigten, dass
Inokulationsvolumens und der

Anderungen der Medienzusammensetzung, der

Kultivierungsbedingungen eine 10-fache Steigerung der Succinatproduktion mit sich brachten (Dalland
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und Hofstad, 1974). Auch die Erkenntnisse aus der Forschung mit den Propionibakterien konnen als
Ansatz fiir die weitere Verbesserung der Propionatproduktion in Bacteroidia genutzt werden. So
bewirkte beispielsweise die Erhohung der Zelldichte bei ruhenden Zellen von A. acidipropionici eine
Steigerung der Produktivitit (Liu et al., 2016). Prozessoptimierung ist daher ein wichtiger néchster

Schritt um die Fermentationsparameter zu verbessern.

5.5 Genetische Methoden zur Verbesserung der Propionatproduktion

Neben der Prozessoptimierung ist die Gentechnik eine Ressource zur Verbesserung der
Propionatproduktion. Dariiber hinaus kann die Deletion oder Uberexpression von Genen Aufschluss
iiber Stoffwechselwege und Enzymfunktionen geben. Die Verbesserung und Erweiterung der
genetischen Methoden stellt dabei einen Vorteil gegeniiber Propionibakterien dar, da besonders das
Bakterium A. acidipropionici, was fiir seine hohen Propionattiter bekannt ist, nur schwer genetisch
zugénglich ist (Ammar und Philippidis, 2021). Besonders fiir B. thetaiotaomicron wurden in den letzten
Jahren viele genetische Methoden entwickelt und Erkenntnisse gewonnen (Mimee et al., 2015; Garcia-
Bayona und Comstock, 2019; Porter und Larsbrink, 2022). Auch fiir das S1-Bakterium P. vulgatus
wurde mittlerweile eine Technik zur markerlosen Deletion publiziert (Neff et al, 2023). Zur
Untersuchung der Propionatproduktion sollte jedoch eine Methode angewendet werden, mit der bereits
die Lactat-Dehydrogenase in P. vulgatus tiberproduziert wurde (Liick und Deppenmeier, 2022). Dabei
wurde das Gen zusammen mit einer 200 bp langen Promotorregion in das high-Copy-Plasmid pG106
(Jones et al., 2020) kloniert und mittels Elektroporation in P. vulgatus eingebracht. Dadurch dass das
Plasmid und damit auch das Gen in ca. 30-facher Kopienzahl in P. vulgatus vorlag, stieg auch die Menge
an aktivem Enzym und die Lactatproduktion wurde deutlich erhoht (Liick und Deppenmeier, 2022).
Diese Technik stellt daher eine einfache Moglichkeit zur Uberproduktion von Enzymen dar, besonders
fiir die Untersuchung von Enzymfunktionen. Sie wurde in dieser Arbeit genutzt, um die Methylmalonyl-
CoA-Mutase in P, vulgatus zu produzieren. Dazu wurden die zwei Gene mutA und scpA aus P. vulgatus
genutzt. Sie liegen im Genom im gleichen Cluster vor wie in B. thetaiotaomicron. Dort wurde bestatigt,
dass es fiir eine funktionelle Methylmalonyl-CoA-Mutase codiert (Wang et al., 2024). Da P. vulgatus
im Vergleich mit den anderen getesteten Bacteroidia nur einen niedrigen P/S-Quotienten erzielte
(Tabelle 4.1 und Tabelle 4.2), war das Bakterium ein gutes Testobjekt. Im Gegensatz zu den Versuchen
mit der Lactat-Dehydrogenase, wurde das Plasmid mittels Konjugation in P, vulgatus eingebracht.
Obwohl das Plasmid in P vulgatus nachgewiesen wurde, konnte kein positiver Effekt auf die
Propionatbildung beobachtet werden. Es flihrte im Minimalmedium eher zu einer Verringerung der
Wachstumsgeschwindigkeit. Diese trat sowohl in Zellen mit dem Plasmid pG106 als auch
pG106_np mutA scpA auf und ist darin zu erkldren, dass die Zellen vermehrt Ressourcen fiir die
Produktion von Nukleotiden einsetzten miissen, um das Plasmid zu replizieren und fiir die
Antibiotikaresistenz. Im Komplexmedium wurde sogar eine Verringerung der Propionatproduktion
zugunsten von Succinat festgestellt. Wie bereits erwéhnt kann es im Komplexmedium zur Bildung von
Propionat aus Aminosduren kommen (Abschnitt 5.3). Da die Reaktion von Succinyl-CoA zu (R)-
Methylmalonyl-CoA reversibel ist (Mancia et al.,, 1999), kdnnte das Enzym auch die Riickreaktion
gefordert haben, wodurch Aminosduren {iber Propionat zu Succinat umgewandelt werden. Es konnte
jedoch nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass ein funktionierendes Enzym von dem Organismus

produziert wurde. Zwar zeigten die qPCR-Untersuchungen eine bis zu 24-fache Erhohung des
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Transkriplevels (Abbildung 4.21), jedoch wurde bisher noch nicht nachgewiesen, dass auch die
Enzymaktivitét beeinflusst wurde. Die Experimente miissen daher tiberpriift und Enzymaktivititstests

durchgefiihrt werden, um genaue Aussagen zu treffen.

Die Gentechnik ist eine wichtige Ressource zur Verbesserung der Propionatproduktion, da der
Metabolit-Fluss zugunsten der gewiinschten Produkte manipuliert werden kann. Die Produktion von
Lactat und Formiat kann dabei durch die Deletion der verantwortlichen Enzyme LDH und PFL
unterdriickt werden (Gindt et al., 2024). Die Acetatbildung kann hingegen nicht vollstdndig unterbunden
werden, da dieser Weg fiir die Redox-Balance und zur Energiegewinnung notwendig ist (Gindt et al.,
2024). Hier hilft nur die Nutzung von reduzierterem Substrat. In vielen Untersuchungen mit
Propionibakterien wird daher Glycerol als alleiniges oder Co-Substrat genutzt (Ammar und Philippidis,
2021). Bacteroidia besitzen jedoch haufig nicht die Féhigkeit auf Glycerol zu wachsen (Shah et al,
2006). Unter den hier untersuchten Spezies wurde nur bei B. xylanisolvens von einer
Glycerolverwertung berichtet (Chassard et al., 2008). Glycerol wird dabei zundchst durch die
Glycerolkinase zu Glycerol-3-Phosphat umgewandelt und dann zu DHAP oxidiert, was in die Glykolyse
eingeschleust wird (Dharmadi et al., 2006). Mittels Gentechnik kdnnten die erforderlichen Enzyme auch
in anderen Bacteroidia produziert werden und somit die Succinatproduktion gegeniiber der
Acetatproduktion fordern beispielsweise in Kombination mit pflanzlichen Polymeren als Substrat. Die
Steigerung der Propionatproduktion ist jedoch weniger leicht zu bewirken. Da die Propionatproduktion
aus Succinat zyklisch ablduft, konnte jedes dieser Enzyme limitierend sein. Auch scheint die Bildung
von Propionat nicht mit dem Redoxstatus der Zelle zusammenzuhingen und kann somit nicht vom
Substrat gesteuert werden. Sie scheint aber von der Kohlenstoffverfiigbarkeit beeinflusst zu werden
(Macfarlane und Macfarlane, 2003). Auf dem Weg von Propionat zu Succinat sind 4 Enzyme beteiligt:
die Succinyl-CoA:CoA Transferase, die Methylmalonyl-CoA-Mutase, die Methylmalonyl-CoA
Epimerase und die Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase. Die meisten dieser Gene waren bereits Ziel
einer Uberexpression in anderen Organismen, die den Succinat-Weg nutzen. In einem E. coli-Stamm,
dem die Gene fiir den Succinat-Weg eingefiihrt wurden, war die Aktivitdt der Methylmalonyl-CoA-
Mutase der limitierende Schritt und die zusétzliche heterologe Produktion der MCM aus
Methylobacterium extorquens verbesserte die Propionatproduktion (Li et al., 2017). In einem auf hohe
Propionatkonzentrationen adaptierten Stamm von A. acidipropionici wurde hingegen die Propionyl
CoA:Succinyl CoA Transferase als eines der Enzyme identifiziert, welches an der verbesserten
Propionatproduktion der Zellen beteiligt war (Suwannakham und Yang, 2005). Die Uberproduktion
dieses Enzyms in P. freudenreichii fiihrte zu einer Steigerung des P/S-Quotienten, allerdings nur auf
einer Mischung von Glucose und Glycerol (Wang et al., 2015a). Darmbakterien besitzen jedoch héufig
mehrere CoA-Transferasen mit geringer Substratspezifitit, weswegen es schwierig ist, das
verantwortliche Enzym zu identifizieren (Louis und Flint, 2017). Auch die heterologe Produktion der
Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase aus A. acidipropionici wurde in P. freudenreichii untersucht. Sie
bewirkte eine geringe Steigerung der Ausbeute, Produktivitidt und des P/S-Quotienten (Wang et al.,
2015b). In Bacteroidia wird dieses Enzym von 4 Genen codiert (BT1686-1689) (Porter und Larsbrink,
2022), die mit dem Gen fir die Methylmalonyl-CoA Epimerase in einem Cluster liegen (mce,
BT RS0855-BT_RS0870). Es umfasst 3401 bp. In Anbetracht, dass mit den zwei Genen fiir die
Methylmalonyl-CoA-Mutase inklusive Promotorbereich 4442 bp iiber die hier genutzte Methode in
P, vulgatus eingebracht wurden, kénnte auch die Uberproduktion der MCE und der MCD mit der
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verwendeten Methode getestet werden. Dafiir muss aber zundchst gekldrt werden, ob die
Uberproduktion der MCM erfolgreich war oder nicht und woran es lag, dass die Propionatproduktion
nicht gesteigert wurde. Eine Moglichkeit ware es, das Plasmid mittels Konjugation in B. graminisolvens
zu bringen und zu testen, ob es in diesem Organismus anders wirkt. Moglicherweise miissen auch
mehrere der beteiligten Gene iliberproduziert werden. In diesem Fall st68t jedoch die hier verwendete
Technik an ihre Grenzen, da das Konstrukt mit der Methylmalonyl-CoA-Mutase bereits sehr grof3 war
und eine weitere VergroBerung die Transformations- und Konjugationseffizienz verringern wiirde.
AuBerdem bedeutet die stindige Replikation eines high-copy-Plasmids zusétzlichen Bedarf an Proteinen

und Néhrstoffen fiir die Zelle, was sich negativ auf die Produktion auswirken kann.

5.6 Nutzung neuer Isolate als Propionatproduzenten
5.6.1 Isolierung neuer Bacteroidia zur Propionatproduktion

Die Isolierung neuer Stimme aus Umweltproben stellt eine weitere Strategie zur Untersuchung der
Propionatbildung in Bacteroidia dar, da die Propionatproduktion sehr variabel ist, kdnnten neue Stimme
unerwartete Ressourcen darstellen. Wie in Tabelle A8 gezeigt wurde, wurden die meisten
Propionatproduzenten aus Quellen gewonnen, die entweder mit dem Darmmikrobiom von Menschen
oder Tieren assoziiert sind, und/oder mit einem groen Angebot von komplexen
Pflanzenpolysacchariden in Kontakt waren, wie beispielsweise in einer Biogasanlage oder Abwasser
einer Papiermiihle. Dementsprechend erfolgte auch die Auswahl der hier verwendeten
Probenmaterialien. Es wurden Proben aus verschiedenen Stufen in der Abwasseraufbereitung, aus
Kompostmieten von stddtischem Bio-Miill oder Biogasanlagen verwendet. Da es das Ziel war,
Propionatproduzenten zu finden, die komplexe Polysaccharide als Substrat verwenden, wurden auch
solche Stoffe (Xylan, Cellulose, Chitin) fiir die Anreicherung verwendet. Besonders Xylan wurde in der
Vergangenheit schon eingesetzt, um wenig abundante Bacteroidia anzureichern (Tan ef al., 2018). Da
Bacteroidia natiirlicherweise resistent gegeniiber den Antibiotika Vancomycin und Kanamycin sind,
wurde eine Kombination der beiden verwendet, um das Wachstum unerwiinschter Darmbakterien zu
unterdriicken (Duerden, 1980; van Winkelhoff und Graaff, 1983). Die Ergebnisse der Amplicon-
Untersuchung zeigen, dass zwischen 25 und 50 % der Bakterien in den Anreicherungskulturen zu den
Bacteroidota gezihlt werden konnen. In einer Untersuchung zur Diversitéit des Darmmikrobioms wurde
48 % der amplifizierten 16S-rRNA-Sequenzen zu den Bacteroidota gezéhlt (Eckburg et al., 2005). Die
hier gewéhlte Methode war also nicht ausreichend, um die Abundanz dieses Phylums zusitzlich zu
steigern, verhinderte aber, dass Bakterien aus anderen Phyla iiberhand gewinnen konnten. Als nichstes
sollten gezielt Bacteroidia aus den Anreicherungskulturen isoliert werden, die bevorzugt Propionat
bilden. Es wurde eine Methode getestet, bei der der pH-Indikator Bromocresolpurpur genutzt wurde,
um eine schnelle Sdurebildung anzuzeigen. Sie erwies sich als wenig hilfreich, da die Sdure zu stark im
Agar diffundierte und keine einzelnen Kolonien identifiziert werden konnten. Gute
Propionatproduzenten konnten daher nur identifiziert werden, nachdem sie isoliert wurden. Die
Propionatproduktion der Isolate dhnelte den Werten aus Versuch 4.2.1, da die wenigsten Isolate {iber
5 mM Propionat produzierten. Generell erreichte aber kein Isolat Propionatkonzentrationen, die den
Anreicherungskulturen entsprachen. Das kann daran liegen, dass 10 g/l Xylan deutlich mehr Substrat
darstellt als 3,5 g/l Glucose, die im PYHVG enthalten waren. Es zeigt aber auch das Zusammenspiel der

Organismen, denn die Zellen nehmen unterschiedliche Nischen in einem komplexen Netzwerk ein.
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Einige Bakterien stellen mit ihrer grolen Bandbreite von hydrolytischen Enzymen Substrat fiir andere
bereit. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass die hydrolytische Aktivitdt von B. thethaiotaomicron
ausreicht, um nicht nur sich selbst, sondern auch Zellen ohne die entsprechenden Enzyme zu erndhren
(Rakoft-Nahoum et al., 2016). Gleichzeitig kdnnen auch die Abfallprodukte der einen Zelle, Substrat
der anderen sein. Wiéhrend einige Bakterien eher Succinat freisetzten, nutzen andere die Siure, um
daraus Propionat oder Butyrat zu produzieren (Louis und Flint, 2017). Eine Co-Kultur von einem
Bacteroidia-Stamm, der besonders gut Polymere hydrolysiert und von einem guten
Propionatproduzenten ist daher eine Mdglichkeit zur Steigerung der Propionatproduktion aus
Polymeren. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass das Bakterium Dialister hominis das von
B. thetaiotaomicron freigesetzte Succinat effektiv in Propionat umwandeln konnte (Sakamoto et al.,
2022). Und Co-Kulturen von entweder B. xylanisolvens oder B. ovatus mit Bifidobacterium animalis
subsp. lactis ermoglichten eine Lactatproduktion auf Xylan (Zeybek et al., 2020). Dennoch ist es
wichtig, zur Untersuchung der Propionatproduktion auch gute einzelne Produzenten zu identifizieren.
Bei weiteren Anreicherungsversuchen sollten jedoch die gewonnenen Erkenntnisse aus der
Untersuchung der beschriebenen Bacteroidia angewendet werden. Beispielsweise wird fiir die
Kultivierung von Bacteroides eine CO»-Atmosphére von mindestens 5 vol% empfohlen (Bacic und
Smith, 2008). Wihrend das fiir die meisten Arten zutreffend ist, war B. propionicifaciens weitgehend
unabhingig von der CO»-Konzentration. Dieser Fakt konnte beispielsweise bei der Selektion der Isolate
Anwendung finden, indem Anreicherungsmedien nur geringe CO,-Konzentrationen enthalten. Auch die
Unterscheidung zwischen S1 und S2 Organismen stellt ein Hindernis bei der Suche von effizienten
Propionatproduzenten dar. Dabei kann die Zugehorigkeit zu einer bestimmten Sicherheitskategorie nicht
allein iiber die Zuordnung zu einer bestimmten Spezies zweifelsfrei festgelegt werden, denn
Pathogenitét ergibt sich aus vielen Faktoren wie Adhédsine, Toxine und Immunmodulatoren (Technischer
Arbeitsschutz - TRBA 450, 2016), die nicht fiir alle Stimme einer Spezies vorliegen miissen. Auch sind
die 16S-rRNA-Sequenzen der Bacteroidia teilweise so nah verwandt, dass eine Differenzierung alleine
iiber die Sequenz schwer ist. Beispielsweise hat der S1-Organismus B. koreensis eine 98,8 %ige
Ubereinstimmung mit der 16S-rRNA Sequenz von B. ovatus (S2) (Shin et al., 2017). Um weitere
Propionatproduzenten zu identifizieren konnte die Genomanalyse als Hochdurchsatzmethode verwendet
werden, um eine Vorauswahl geeigneter Bacteroidia zu treffen. Beispielsweise hatte die Untersuchung
der Wasserstoftbildung gezeigt, dass gerade diejenigen Spezies gute Propionatproduzenten waren, die
keine Hydrogenase codierten. Da eine Genomsequenzierung auch bei neuen Isolaten immer oOfter
durchgefiihrt wird, konnen so schnell und giinstig Isolate ausgewiahlt werden, die dann unter optimalen
Bedingungen getestet werden konnen.

5.6.2 Physiologische Untersuchungen des Isolats BGG-A1l

Eine weitere Anreicherungs- und Isolierungsstrategie, die parallel von Sonja Kurrer verfolgt wurde,
nutzte Cellobiose als Substrat. Mit ihr wurde ein Isolat gewonnen, dessen 16S-rRNA hohe
Sequenziibereinstimmungen mit der Sequenz aus Dysgonomonas gadei zeigte. Der Genus
Dysgonomonas gehort zur Gruppe der Bacteroidia. Obwohl das Bakterium aus einer infizierten
Gallenblase isoliert wurde (Hofstad er al., 2000), wird es in Deutschland der Sicherheitskategorie 1
zugeordnet (Technischer Arbeitsschutz - TRBA 466, 2015). In seiner urspriinglichen Beschreibung
wurde dieses Bakterium jedoch nicht auf seine Produktbildung untersucht, wuchs aber auf Cellobiose

und wies eine grofle Bandbreite hydrolytischer Enzyme auf (Hofstad et al., 2000). Aus diesem Grund
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wurden dhnliche Versuche wie mit den bereits verdffentlichen Stimmen auch mit dem Isolat
durchgefiihrt. Dazu gehorte die Untersuchung von Wachstum und Produktbildung im Plattenlesegerét
und das Aufstellen einer Stoffwechselbilanz von wachsenden Zellen. Beim Wachstum im
Plattenlesegerit entsprach die Wachstumsrate von 0,28 h' etwa der von B. graminisolvens. Die
Propionatausbeute von 0,15 gp/g lag im Vergleich zu den anderen getesteten Stimmen im Mittelfeld.
Interessant war, dass das Isolat in den geschlossenen Kulturen (Wachstumsversuch mit 50 ml Medium
in 100 ml Serumflaschen, Versuch 4.8.4) deutlich mehr Propionat als Succinat produzierte, denn der
P/S-Quotient betrug ca. 9, wohingegen er in Versuch 4.8.3 bei rund 1 lag. D. gadei zeigte also genau
den gegenteiligen Effekt zu B. propionicifaciens, welches im Plattenlesegerit kein Succinat produzierte,
dafiir aber in geschlossenen Kulturen. Ein Stamm von P, freudenreichii, in dem die PEP-Carboxylase
iiberproduziert wurde, zeigte ebenfalls, dass die Propionatproduktion durch hohe CO, Konzentrationen
gefordert wurde, was darauf zuriickgefiihrt wurde, dass der Metabolitfluss iiber OxAc und Succinat
durch die verstirkte Carboxylierung von PEP gesteigert wurde (Ammar et al, 2014). Anders als
Bacteroidia besitzt P. freudenreichii jedoch keine Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase, deren Aktivitét
durch CO, gehemmt werden konnte. Stattdessen nutzt das Bakterium die Methylmalonyl-CoA-
Carboxytransferase, die die Carboxylgruppe direkt auf Pyruvat tibertrdgt, um Oxalacetat zu bilden
(Falentin et al., 2010). Fiir D. gadei wurde auch beschrieben, dass es sowohl mit als auch ohne CO,
wachsen kann (Hofstad er al., 2000). Dies erkldart sich durch die Stoffwechselbilanz. Damit die
Stoftwechselbilanz ausgeglichen war, miisste der Abbau der Glucose zu 60 % iiber den oxPPP erfolgen,
dhnlich zu B. graminisolvens. Das macht den Organismus unabhéngig von externem CO,. Somit vereint
BGG-A1 die positiven Eigenschaften der beiden bisher untersuchten Stdmme: Es zeigt ein relativ
schnelles Wachstum, unabhidngig von der Zugabe von Hefeextrakt und produzierte in
Wachstumsversuchen in Serumflaschen relativ grole Mengen Propionat. In einem weiteren Versuch
wurde BGG-AL1 in einem pH-kontrollierten Reaktor auf Buchenholz-Xylan kultiviert. Obwohl Lactat
das Hauptprodukt war (64 mM), produzierte es auch 46,7 mM Propionat (unpublizierte Daten,
Forschungspraktikum Julian Schwarzbauer). Das zeigt, dass die Produktion von Propionat auf

komplexen Substraten moglich war.

5.7 Bacteroidota als Propionatproduzenten in der Industrie

Das Ziel dieser Arbeit war es, gute Propionatproduzenten unter den bereits bekannten Stdmmen zu
identifizieren und deren Stoffwechselweg genauer zu untersuchen. Auflerdem sollten genetische
Methoden genutzt werden, um die Propionatproduktion eines bekannten Organismus zu verbessern.
SchlieBlich wurde in Umweltproben nach neuen Propionatproduzenten gesucht. Es wurde gezeigt, dass
viele Bacteroidia die Fahigkeit besitzen Propionat zu produzieren und es wurde der erste breit angelegte
Vergleich der Produktbildung (optimiert flir Propionat) durchgefiihrt. Die zwei Spezies
B. graminisolvens und B. propionicifaciens zeigten dabei die besten Produktionseigenschaften. Die
genauere Untersuchung des Stoffwechsels warf jedoch besonders bei B. graminisolvens Fragen auf.
Dadurch, dass es so viele reduzierte Produkte wie Propionat, Succinat und Formiat produzierte, muss
die Zelle weitere Stoffwechselwege abgesehen von der Glykolyse nutzen, beispielsweise den
oxPPP. Genaue Daten, zu welchem Anteil und unter welchen Bedingungen Glucose iiber den oxPPP
verstoffwechselt werden, fehlen jedoch. Es sind daher genauere Untersuchungen in diesem Gebiet

notwendig. Um mit den derzeitigen industriellen Produktionsmethoden mithalten zu kénnen, sollte die
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Fermentation einer Titer von ca. 100 g/l, eine Ausbeute von 0,6 g/g und eine Produktivitit von 1-2 g/1*h
erzielen (Gonzalez-Garcia et al., 2017a). Die Versuche mit der pH-kontrollierten Fed-Batch-Methode
erzielten jedoch maximal 118 mM (8,7 g/l) mit B. propionicifaciens. Das ist deutlich schlechter als
Ergebnisse, die mit verschiedenen Propionibakterien erreicht wurden (Tabelle 5.1), denn in einem
dhnlichen Setup produzierte A. acidipropionici 16,3 g/l Propionat. Durch Immobilisierung der Zellen
und gentechnischer Steigerung der Trehaloseproduktion zur Verbesserung der Sduretoleranz wurden
sogar bis zu 135 g/l mit Lactose als Substrat erreicht (Jiang et al., 2015). Im Gegensatz dazu, kann die
Propionat-Ausbeute der pH-kontrollierten Kultur von B. propionicifaciens (0,37 gp/gc) durchaus mit
verschiedenen Fermentationen von P. acidipropionici bei dhnlichen Bedingungen mithalten (Tabelle
5.1). Zusitzlich wurde bereits viele Jahre an der biotechnologischen Propionatproduktion durch
Propionibakterien geforscht und fiir Bacteroidia fehlt dieses umfangreiche Wissen iiber deren optimale
Kultivierungsbedingungen. Dariiber hinaus ist die Fahigkeit Polysaccharide als Substrat zu nutzen, einer
der Hauptvorteile der Bacteroidia gegeniiber den Propionibakterien. Zwar wurde in dieser Arbeit, zum
vereinfachten Vergleich der verschiedenen Bacteroidia-Arten und zur Untersuchung des Stoffwechsels
mit Glucose als Substrat gearbeitet, die Ergebnisse mit BGG-Al zeigen jedoch, dass eine
Propionatproduktion auf Xylan mdglich ist. Wichtig ist jedoch, dass der Stoffwechsel der Bacteroidia
entsprechend verstanden wird und Kultivierungsbedingungen angepasst werden. Auch die Freisetzung
von Nebenprodukten bei der Fermentation von Glucose oder Polysacchariden stellt eine der groften
Herausforderungen auf dem Weg zur biotechnologischen Propionatproduktion dar, denn es muss ein
kostenaufwendiger Aufreinigungsprozess folgen (Rodriguez et al., 2014). Um Nebenprodukte zu
verringern, gibt es mehrere Strategien: Acetat kann {iber die Nutzung von reduziertem Substrat
(zB. Glycerol) verringert werden oder es werden zusidtzliche Elektronen iiber Umleitung des
Stoffwechsels zum oxPPP freigesetzt. Nebenprodukte wie Lactat und Formiat kdnnen durch Deletion
von funktionellen Genen zB. fiir die Lactat-DH (/dh) ohne grof3e Auswirkung auf die Fitness der Zelle
verringert werden (Gindt et al., 2024). Die Bildung von Succinat kann durch Uberproduktion der Gene
fiir die Propionatbildung erreicht werden. Hierfiir wurde eine Strategie der Uberproduktion der
Methylmalonyl-CoA-Mutase getestet, die jedoch keinen fordernden Effekt auf die Propionatproduktion
hatte. Es ist daher wichtig zu kldren, warum dies so war. Wurde einfach kein funktionierendes Enzym
produziert, oder war moglicherweise ein anderer Stoffwechselweg limitierend? Zwar gibt es Hinweise,
dass die CO»-Verfiigbarkeit einen Einfluss auf die Propionatbildung hat, es wurde aber noch nicht
geklart, warum einige Spezies mehr und einige weniger Propionat produzieren. Hier konnte eine
Strategie sein, einen guten Propionatproduzenten wie B. propionicifaciens genauer zu untersuchen und
die Erkenntnisse auf Spezies anzuwenden, die ein groBeres Substratspektrum aufweisen und daher eher
als Produktionsstimme geeignet sind beispielsweise B. xylanisolvens oder B. graminisolvens. Eine
weitere Strategie ist die Co-Kultur bei der sich die unterschiedlichen Fahigkeiten der Organismen
erginzen. Die Prozessoptimierung ist ein weiterer wichtiger Schritt hin zur biotechnologischen
Propionatproduktion, denn die ersten Versuche mit pH-Kontrolle erzielten vielversprechende
Ergebnisse. Dabei konnen Erkenntnisse aus der Forschung mit Propionibakterien auf Bacteroidia
angewendet werden. Letztlich muss also noch viel Forschung betrieben werden um einen solchen
Prozess zu erreichen. Dann konnten Bacteroidia aber als Propionatproduzenten von Pflanzenabfillen in

der Biotechnologie eingesetzt werden.
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Anhang
Tabelle Al: Organismenliste. DMM, Definiertes Mineralmedium; AM, Anreicherungsmedium; CMC,
Carboxymethylcellulose; Van/Kan, Vancomycin/Kanamycin.
Organismus/Stamm Ursprung Besonderheit/Genotyp
Bacteroides cellulosilyticus | AG Bonn (DSM 14838) Typstamm
CRE21 (Robert et al., 2007)
Bacteroides graminisolvens | DSMZ (DSM 19988) Typstamm
XDT-1 (Nishiyama et al., 2009)
Bacteroides intestinalis 341 | DSMZ (DSM 17393) Typstamm
(Bakir ez al., 20006)
Bacteroides luti UasXn-3 DSMZ (DSM 26991) Typstamm
(Hatamoto et al., 2014)
Bacteroides DSMZ (DSM 19291) Typstamm
propionicifaciens SV434 (Ueki et al., 2008)
Bacteroides xylanisolvens DSMZ (DSM 18836) Typstamm
XBIA (Chassard et al., 2008)
Parabacteroides chartae DSMZ (DSM 24967) Typstamm
NS31-3 (Tan et al., 2012)
Parabacteroides johnsonii AG Bonn (DSM 18315) Typstamm

M-165

(Sakamoto et al., 2007)

Phocaeicola
paurosaccharolyticus
WK042

DSMZ (DSM 21004)
(Ueki et al., 2011; Garcia-Lopez
etal., 2019)

Typstamm (ehem. Bacteroides
paurosachharolyticus)

Phocaeicola vulgatus

AG Bonn (DSM 1447)
(Eggerth und Gagnon, 1933;
Garcia-Lopez et al., 2019)

Typstamm (ehem. Bacteroides vulgatus)

Segatella copri CB7

AG Bonn (DSM 18205)
(Hayashi et al., 2007; Hitch et
al., 2022)

Typstamm (ehem. Prevotella copri)

Phocaeicola vulgatus
pG106

Sonja Kurrer
Laborsammlung Nr. 10 (Basen)

Plasmid pG106

Phocaeicola vulgatus
pG106_np mutA_scpA

Diese Arbeit
Laborsammlung Nr. 74 (Basen)

Plasmid pG106_np mutA scpA

E. coli DH5 a

(Grant et al., 1990)
Laborsammlung Nr.: 11 (Bahl)

F— @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)
U169 recAl endA1 hsdR17(rK—,
mK+) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl

E. coli DHS a pG106

(Jones et al., 2020)
Laborsammlung Nr.: 25 (Basen)

Plasmid pG106

E. coli S17-1 (Simon et al., 1983) 294 (recA pro res mod+) Tpr Smr
Laborsammlung Nr.: 945 (Bahl) | (pRP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7)
E. coli S17-1 Diese Arbeit Plasmid pG106_np mutA scpA

pG106_np mutA scpA

Laborsammlung Nr.: 75 (Basen)

Isolat BGG-A1

Sonja Kurrer

Biogasanlage Giistrow
Fermenter A (38 - 40 °C)

(S. Kurrer, personliche
Kommunikation, 25.09.2024)

Anreicherung: (30 °C, Van/Kan)

P1:DMM +Avicel (10 g/l), P2:AM + Avicel
(10 g/)

Isolierung:

AM-CMC-Van/Kan (30 °C)
Identifizierung: PCR mit Eub 1

99,2 % "Dysgonomonas sP. strain
AAnl/gadei




Anhang

123

Tabelle A2: Liste der Plasmide

Name

Beschreibung

Herkunft

pG106

f1 ori, Erythromycin Resistenz (ermF; er-
mAM), MCS, repB-mob Region

(Jones et al., 2020)

pG106 np mutA_scpA

pG106 mit BVU 309 und BVU 310 sowie
250 bp upstream Region

Diese Arbeit

Tabelle A3: Liste der verwendeten Oligonukleotide. Tm, Schmelztemperatur; Ta, Anlagerungstemperatur.

Name Sequenz 5¢>3¢ Verwendung | Tw/Ta | Zielsequenz (Linge)
[°C]
Eub 1 GAGTTTGATCCTGGCTCAG OneTag-PCR, | 54/49 | 16S-Gen
Sequenzierung (~1500 bp)
Eub 2 AGAAAGGAGGTGATCCAGCC OneTaq-PCR, | 48/49
Sequenzierung
CDO07 fw | CGATTAAGTTGGGTAACGCCAG OneTag-PCR | 57/51 | pG106 (546 bp)
Sequenzierung pG106 np mutA_scpA
CDO07 rv | GTGCCAAAACAACCTTGACTTG OneTag-PCR | 56/51 | (4864 Bp)
Sequenzierung
CDO8_fw | GTAATACGGTTATCCACAGAAT Q5-PCR 60/61 | P. vulgatus
CGCCGCAAAATTAATGAATTCC np mutA scpA
(4379 bp)
CDO8 rv | CAGAACAAATCACTCAATTG Q5-PCR 62/61
GATCGCTTATTCCTCTTCGTCCAG
CD09 fw | CTGGACGAAGAGGAATAAGCG Q5-PCR 62/61 | pG106 (9448 bp)
ATCCAATTGAGTGATTTGTTCTG
CDO09 rv | GGAATTCATTAATTTTGCGGC Q5-PCR 60/61
GATTCTGTGGATAACCGTATTAC
CD12 fw | TAACTTCGGCTCTGTTGATGGT qPCR 57/52 | P vulgatus gyrA
(146 bp)
CD12 rv | GTTCCTGCAACGTGTCATCAAA qPCR 57/52
CD13 fw | CGATTCGGCTTTATTGTACGTCC qPCR 57/52 | P vulgatus 123
(156 bp)
CD13 rv | ACGACCATTGATGATTCCAGACT qPCR 57/52
CD15 fw | ACTGGCTCCGCTACCTAAATTC qPCR 58/52 | P vulgatus mutA
(129 bp)
CD15 rv | ACCAGCTTGCTCAGATATTCGT qPCR 58/52
CD16_fw | ATTTGCTGGAACTGGCTGTAGA qPCR 57/53 | P. vulgatus scpA
(160 bp)
CD16 rv | GCTCTTGCGAAGTCTGTATCCT qPCR 58/53
CD22 fw | CGATCCAATTGAGTGATTTGTTC Sequenzierung | 57/51 | pG106_np mutA scpA
TGG (9429 bp)
CD22 rv | GGGAATTCATTAATTTTGCGGCG Sequenzierung | 56/51
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Tabelle A4: Ablauf der PCR-Reaktionen mit OneTaq® und Q5® Polymerasen.
OneTaq® Polymerase Q5® High-Fidelity DNA Polymerase

Schritt Temperatur Dauer Temperatur Dauer

1. Initiale Denaturierung | 94 °C 2 min 98 °C 30s

2. Denaturierung 94 °C 30s 98 °C 10s

3. Anlagerung Ta (TaB. A3) 60 s Ta (TaB. A3) 30s

4. Elongation 68 °C 1 min/kbp 72 °C 30 s/kbp

2-4: 30 Zyklen 2-4: 35 Zyklen
5. Finale Elongation 68 °C 10 min 72 °C 2 min
6. Kiihlung 10 °C el 4°C o0

Tabelle A5: Zusammensetzung des SOC-Mediums

Substanz Menge pro 1 HyOgest.
Trypton 20g

Hefeextrakt 5¢g

NaCl 0,5¢g

1 M KCL 2,5 ml

Nach dem Autoklavieren wurden 10 ml/1 sterilfiltrierte 1 M MgCl2-Losung hinzugegeben sowie 20 ml sterilfil-

trierte 1 M Glucose-Losung
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Tabelle A6: Kultivierungsbedingungen fiir Anreicherungskulturen von Bacteroidota. Bm, Biomiill (Kompostwerk
Parkentin); Z, Zulauf Kléranlage; V, Vorschlamm; P, Primédrschlamm; B, Bio-P Becken (Z, V, P, B, Klarwerk
Rostock); Bg, Biogasanlage (0,1, Biogasanlage Grofl3 Bébelin; II, Biogasanlage Giistrow); AMX,
Anreicherungsmedium mit 10 g/l Xylan aus Buchenholz; AMXo, Anreicherungsmedium mit 15 mM
Xylooligosacchariden; DMMX, definiertes Minimalmedium mit 10 g/l Xylan aus Buchenholz; P, Anzahl der

Passagen.
Kiirzel Temperatur (°C) Medium Anreicherung Medium Vereinzelung
Bm 30*/37 P1: AMX-Va; AMXo
P2-P5: AMX
Z 30%/37 P1: AMX-Va; AMX
P2-P4: DMMX
\% 30%*/37 P1: AMX-Va; AMX
P2-P4: DMMX
P 30%/37 P1: AMX-Va; AMX
P2-P4: DMMX
B 30%/37 P1: AMX-Va; AMX
P2-P4: DMMX
Bg0 37 - AMX
Bgl 30/37 P1-P6: AMX/AMXO AMX/AMXo
Bgll 37 P1-P5: AMX/AMXO AMX/AMXo

* Isolate stammen nur aus 30 °C Anreicherungen
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Tabelle A7: Chemikalien- und Herstellerliste

Hersteller Chemikalie

2024 Merck KGaA, Caseinpepton, NiCl, x 6 H,O, P-Aminobenzoesdure, Glykogen aus Rinderleber,

Darmstadt CuSos * 5 H>0, Anthron, Pyridoxin-HCl

AppliChem GmbH, Hefeextrakt, FeSO4 x 7 H,0O, Agar Kobe I, Trypton, MOPS, Na,-EDTA, KOH,

Darmstadt NaOH, Na-Pyruvat, CaCl, x 2 H>O, Gentamycinsulfat, KH,PO4, H,SO4, MnCl,
x4 H,0, Cyanocobalamin (B),), a-Liponsdure, Na-NADP", Na,-ATP, Ethanol
(96 %), Na-Acetat, BSA, Bromocresolpurpur, Na,HPO4,

Carl Roth GmbH + Co. Fleischextrakt, Chitin aus Krabbenschalen, NaCl, Erythromycin, Ko;HPOy,

KG, Karlsruhe

Fluka Chemie GmbH,
Buchs

MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG, Diiren

New England Biolabs
GmbH, Frankfurt/Main

Qiagen, Hilden

Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen

Sonstige

NaHCO3, D-Glucose x 1 Hzo, MgCIZ X6 HzO, (NH4)2SO4 MgSO4 x7 HzO. L-
Cystein-HCl x 1 H,O, CuCl, x 2 H,O, KCL, Kaliumnatriumtartrat x 3 H»O,
NaMoy4 x 2 H,0, Na,COs, Kaliumjodid, Xylan aus Buchenholz, Tris,
Xylooligosaccharide, Methanol, HC1 (37 %), ZnSo4 x 7 H,O, Vitamin K1,
Thiamin-HCI, Na-Formiat

Nas-Succinat, CoCl, x 6 H>O, Biotin

NucleoSpin Microbial DNA, NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, NucleoSpin
Tissue, Plasmid Easy Pure Kit

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit, Gel Loading Dye Purple (6X), 1 kb Plus
DNA Ladder, 1 kb DNA Ladder, OneTaq Quick-Load 2x Mastermix mit
Standard Puffer, Q5® High-Fidelity DNA Polymerase

RNeasy Kit

Nicotinsdure, Ca-Panthothenat,

Avicel PH-101 50 uM PartikelgroB3e, Glass Beads (150 -212 um), Na-D/L-
Lactat, Na-Propionat, Na-Butyrat, Hemin, Riboflavin, Vancomycin,
Kanamycin, NaH,PO4

Na-Resazurin (Riedel-de -Haén, Selze), H;BOs (Laborchemie Apolda GmbH,
Apolda), Folsdure (Ferak Berlin GmbH, Berlin), Midoi Green Advance DNA
stain (Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren), Hexokinase/Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase Version 05 (Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen)
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Tabelle A8: Auswahl Propionat bildender Bacteroidota und mogliche komplexe Substrate. Produkte sind nach

relativer Quantitét in absteigender Reihenfolge aufgelistet. Grau hinterlegte Spezies wurden in dieser Arbeit ndher
untersucht. A, Acetat; P, Propionat; S, Succinat; L, Lactat; F, Formiat; M, Malat; B, Butyrat; IB, Isobutyrat; IV,

Isovalerat;

Fu, Fumarat;

ND, nicht Definiert;

Carboxymethylcellulose; GIT; Gastroinstestinaltrakt

CWS, Spinat Zellwand (cell wall spinach);

CMC,

Organismus Quelle Produkte | Komplexe Risiko Referenz
Substrate Gruppe
Bacteroides
B. cellulosilyticus Fiazes AP S, CWS, Cellulose 1 (Robert et al., 2007)
CRE21 (Mensch) F,L (Avicel p101,
Sigmacell 101),
Starke, Pektin
B. fragilis EN-2 Appendix- S,A,P,L | Stirke 2 (Chen und Wolin, 1981;
Abszess Salyers et al., 1977)
B. graminisolvens Methanogener | A, P, S, Xylan, Stirke, 1 (Nishiyama et al., 2009)
XDT-1 Reaktor L B Pektin
B. intestinalis 341 Fazes Fu, A, P - 1 (Hatamoto et al., 2014; Bakir
(Mensch) et al., 2006);
B. luti UasXn-3 Methanogener | A, S, P, F | Cellulose, Xylan, 1 (Hatamoto et al., 2014)
Schlamm Stirke
B. ovatus Fézes AP S Stirke, Pektin, 2 (Macfarlane et al., 1990;
ATCC 8483 (Mensch) Xylan, Horvath et al., 2022)
Arabinogalactan
B. propionicifaciens Methanogener | A, P, S Starke 1 (Ueki et al., 2008)
Sv434 Reaktor
B.propionicigenes Fiazes A,P IV Stérke, Xylan ND (Sun et al., 2022)
NSJ-90 (Mensch)
B. reticulotermitis Termiten-GIT S,A,P Xylan, Stirke, 1 (Sakamoto und Ohkuma,
Rs-03 CMC, Pektin 2013)
B. thetaiotaomicron A,P S Stirke, Pektin, 2 (Kotarski und Salyers, 1981;
E50 Polygalacturonat, Salyers et al., 1977,
Arabinogalactan Adamberg et al., 2014)
B. xylanisolvens XB1A | Fézes AP S Xylan 1 (Chassard et al., 2008)
(Mensch)
Butyricimonas
B. faecalis H184 Fézes PAIB, |- ND (Le Roy et al., 2019)
(Mensch) B,IV,V
Coprobacter
C. fastidiosus NSB1 Kleinkind A,P S Nd. 1 (Shkoporov et al., 2013)
Fézes
Dysgonomonas
D. alginatilytica Alginat L, S, A, Alginat 1 (Kita et al., 2015)
HUA-2 abbauendes P
Konsortium
D. capnocytophagoides | Infizierte P L,S Nd. 2 (Hofstad et al., 2000)
CCUG 17996 Gallenblase
D. mossii CCUG 3457 | klinische L,AP Nd. 1 (Lawson et al., 2002)
Probe

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Fermentimonas
F caenicola
ING2-E5B

Lentimicrobium
L. saccharophilum
TBCl1

Odoribacter
O. splanchnicus
1651/6

Paludibacter
P. propionicigenes
WB4

P, jianxiensis NM7

Parabacteroides
P, acidifaciens
426-9

P. chartae NS31-3

P. johnsonii M-165

Petrimonas
P. mucosa ING2-ESA

Phocaeicola

P. paurosaccharolyticu
s WK042

P, vulgatus ATCC 8482

Prevotella

P, ruminicola 23

Proteiniphilum
P. saccharofermentans
M3/6

Xylanibacter
X. oryzae KB3

Biogas
Reaktor

Methanogener
Schlamm

Abdominaler
Abszess

Reis Feld:
Anoxische
Erde

Reis Feld

Fézes
(Mensch)
Abwasser
Papiermiihle
Fazes

Biogas
Reaktor

Methanogener
Reaktor

Fézes
(Mensch)

Rumen

Biogas
Reaktor

Reis Feld:
Anoxische
Erde

Fortsetzung Tabelle A8

AP

]

A, M, P,

A, P, IB,

P A,S

]

A, P, IB

L, PFEA

S,A,P

]

AP S

A, S, F,
L,P

PA,S

Losliche Starke

Stiarke

ND.

Losliche Starke

Cellobiose,
Pektin, Starke

ND.
ND.

ND.

Losliche Starke

Glykogen, Stérke,
Pektin

Stirke,
Arabinogalactan

Losliche Starke

Xylan, Pektin,
CMC

ND

(Hahnke et al., 2016b)

(Sun et al., 2016)

(Werner et al., 1975;
Hardham et al., 2008)

(Ueki et al., 2006b)

(Qiu et al., 2014)

(Wang et al., 2019)
(Tan et al., 2012)

(Sakamoto et al., 2007)

(Hahnke et al., 2016b)

(Ueki et al., 2011; Garcia-
Loépez et al., 2019)
(Salyers et al., 1977; Liick
und Deppenmeier, 2022;
Garcia-Lopez et al., 2019)

(Strobel, 1992; Hitch et al.,
2022)

(Hahnke et al., 2016b)

(Ueki et al., 2006a; Sakamoto
und Ohkuma, 2012)
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Tabelle A9: Finaler pH des Kulturiiberstands bei steigender initialer Glucosekonzentration. Die Zellen wurden im
Plattenlesegeridt in DMMG bei 37 °C fiir 48 h (P. johnsonii) bzw. 24 h (B. graminisolvens) im 24-Well-Format
inkubiert. Im Anschluss folgte die Messung des pH im Kulturiiberstand. n=1.

Glucose [mM] P. johnsonii B. graminisolvens
15 7,1 7,0
25 6,8 6,5
40 5,6 5,1
50 5,3 5,0
75 5,2 5,0

Tabelle A10: pH-Grenzwerte (min. und max.) und Optima einer Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten

Stimme.
Stamm Min. Optimum max. | Referenz
B. cellulosilyticus CRE21 6,5 6,8 7,2 (Robert et al., 2007)
B. graminisolvens XDT-1 6,1 7,2 8,2 (Nishiyama et al., 2009)
B. luti UasXn-3 5,5 6,5 8,5 (Hatamoto ef al., 2014)
B.propionicifaciens SV434 5,7 7,9 8,9 (Ueki et al., 2008)
B. xylanisolvens XB1A 6,0 6,8 72 (Chassard et al., 2008)
P. chartae NS31-3 5,5 7,0-7,5 8,5 (Tan et al., 2012)
P. paurosaccharolyticus WK042 7,5 7,7 9,0 (Ueki et al., 2011)
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Tabelle A11: Wachstum verschiedener Bacteroidota in DMMG und DMMG-H. Die Bakterien wurden 24 bzw.
45 h (B. propionicifaciens) im 48-Well Format in DMMG ohne (-) und mit (+) 0,5 g/l Hefeextrakt kultiviert
(Gasatmosphére: N»/CO2/Ha; ~80 %/ ~20 %/ max. 4 %; v/v). ODmax ist die hochste in einer Kultur gemessene
Zelldichte. Die Wachstumsrate wurde aus je 5 aufeinanderfolgenden Datenpunkten berechnet. Gezeigt sind
Mittelwert und Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten.

Hefe-

. -1
Organismus Extrakt ODmax Wachstumsrate [h™']
Bacteroides
o - 0,80 + 0,09 0,44 £ 0,01
B. cellulosilyticus CRE21 N 0.82 + 0.04 0.5 £ 0.00
9 b 9 >
- 0,73 £ 0,04 0,27 +0,02
B. graminisolvens XDT-1 n 0.73 + 0.03 0.28 + 0.03
b 5 9 B
- 0,88 £ 0,02 0,44 £ 0,01
B. intestinalis 341 " 0.88 + 0.08 0.48 = 0.01
- 0,58 £ 0,01 0,16 = 0,02
B. luti UasXn-3 " 0,59 = 0,04 0,16 = 0,01
- 0,78 £ 0,00 0,50 = 0,08
B. xylanisolvens XB1A " 0.81 + 0.00 0.61+0.01
L - 0,68 + 0,03 0,09 + 0,00
B. propionicifaciens SV434
+ 0,76 + 0,02 0,14 = 0,00
Parabacteroides
- 0,86 + 0,02 0,36 = 0,05
P. chartae NS31-3 " 0,87 = 0,03 0,35 + 0,00
. . - 0,65+ 0,00 0,23 +0,02
P. johnsonii M-165
+ 0,73 +£0,00 0,32 + 0,00
Phocaceicola
- 0,90 £ 0,01 0,16 £ 0,01
P. paurosaccharolyticus WK 042 " 0.92 < 0.02 0.17 < 0.00
- 0,88 + 0,03 0,33 +0,03

P. vulgatus ATCC 8482
+ 0,92 + 0,02 0,39+0,01
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Tabelle A12: Identifikation zentraler Enzyme bzw. Gene der Stoffwechselwege ausgewihlter Bacteroidota. Es
wurde eine spezies-spezifische Blastp- Suche mit Aminosiure-Sequenzen charakterisierter Enzyme durchgefiihrt.
Die Sequenzen wurden entweder von UniProt (www. https://www.uniprot.org/) oder der Protein Data Bank in
Europe (PDBe, https://www.ebi.ac.uk/pdbe/) bezogen (Referenznummer). Ergebnisse: -, keine signifikante
Ubereinstimmung; hellgraue Felder, Ubereinstimmung mit prozentualer Identitit < 30 % und E-value > 10
und/oder abweichender Annotation; +, prozentuale Identitit > 30 %, E-value < 10-2°;, Organismen (NCBI TaxID):
1, S. copri (165179); 2, B. graminisolvens (477666); 3, B. propionicifaciens (392838); 4, B. cellulosilyticus
(246787); 5, B. intestinalis (329854); 6, B. Iuti (1297750); 7, B. xylanisolvens (371601); 8, P. chartae (1037355);
9, P. johnsonii (387661); 10; P. paurosaccharolyticus (732242); 11, P. vulgatus (821); 2.1 — 3.2: Ergebnisse der
stammspezifischen Blastn Analyse mit je 2 Genomen von B.graminisolvens (NZ_BAJS01000063.1;
NZ_ATZ101000001.1) und B. propionicifaciens (NZ_BAJO01000080.1; NZ AQWS01000001.1) gegen die
gleichen Sequenzen.

Katergorie/Enzym Referenzenzym

ReferenznunEC Nummer Gen Organismus
Pentose-Phosphat-Weg 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 21 22 31 32
Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase POAC53 EC:1.1.1.49  zwf
6-Phosphogluconolactonase POAC53 EC:3.1.1.31 pgl
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase P00350 EC:1.1.1.44 gnd
Ribulose-5-Phosphat Isomerase P37351 EC:5.3.1.6 rpiB
Ribulose-Phosphat 3-Epimerase POAGO7 EC:5.1.3.1 rpe
Transketolase 1 P27302 EC:2.2.1.1 tktA
Transketolase 2 P33570 EC:2.2.1.1 tktB
Transaldolase P. vulgatus A6L5)5 EC:2.2.1.2 tal
Transaldolase B. subtilis P19669 EC:2.2.1.2 tal
Pyrophosphat-F6P Phosphotransferase P29495 EC:2.7.1.90 pfp
6-Phosphofructokinase PREVCOP_04138
Diphosphat-F6P 1-Phosphotransferase PREVCOP_03899
Fructose-1,6-Bisphosphat Aldolase PREVCOP_06123

Produkte aus Pyruvat

Pyruvat-Formiat-Lyase P09373 EC:2.3.1.54  pfl
Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase P94692 EC:1.2.7.1 pfor
Lactat Dehydrogenase P00343 EC:1.1.1.27 Idh
Phosphat Acetyltransferase POASMS8 EC:2.3.1.8 pta
Acetat Kinase POAGA3 EC:2.7.2.1 ack
Alkohol Dehydrogenase P28036 EC:1.1.5.5 adhA

Succinat-Weg

Succinyl-CoA:Acetat CoA-Transferase B3EY95 EC:2.8.3.18
Methylmalonyl-CoA Mutase grofRe UE P11653 EC:5.4.99.2
Methylmalonyl-CoA Mutase kleine UE P11652 EC:5.4.99.2
Methylmalonyl-CoA Decarboxylase Q57286 EC:7.2.4.3

Q56724 EC:7.2.4.3
Q57079 EC:7.2.4.3
Q57490 EC:7.2.4.3
Q57111 EC:7.2.43
Methylmalonyl-CoA Epimerase PDBe » 1jc5 EC5.1.99.1
Propionyl-CoA:Succinat CoA-Transferase P52043 EC:2.8.3.-

Alternative Propionatproduktion
Methylmalonyl-CoA Carboxyltransferase Q8GBW6  EC:2.1.3.1
Q70AC7 EC:2.1.3.1

Lactoyl-CoA Dehydratase AlphaUE G3KIM4 EC:4.2.1.54 lcdA - - - - - - - - - - -
Lactoyl-CoA Dehydratase Beta UE G3KIM3 EC:4.2.1.54 IcdB - - - - - - - - - - -
Propanal Dehydrogenase Q9XDN1 EC:1.2.1.87 pduP - - - - - - - -

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung Tabelle A12

Glycolyse

Glucokinase

Glucose-6-Phosphat Isomerase
6-Phosphofructokinase (ATP)
Pyrophosphat-F6P Phosphotransferase
Fructose-Bisphosphate Aldolase
Glyceraldehyde-3-Phosphat DH
Phosphoglycerat Kinase
Phosphoglycerat Mutase

Enolase

PEP und Pyruvat Metabolismus
Pyruvat Kinase Il
Pyruvat, Phosphat Dikinase

Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (ATP)

Phosphoenolpyruvat Carboxylase
Oxalacetat Decarboxylase Alpha UE
Oxalacetat Decarboxylase Beta UE
Oxalacetat Decarboxylase Gamma UE
Pyruvat Carboxylase

Citrat-Zyklus

Malat DH

Fumarat Hydratase

Fumarat Reduktase Flavoprotein UE
Fumarat Reduktase Eisen-Schwefel UE
Fumarat Reduktase UE C

Fumarat Reduktase UE D
Succinat-CoA Ligase (GDP)
Succinat-CoA Ligase (ADP)
Succinat-CoA Ligase (ADP)
Succinyl-CoA:Acetat CoA-Transferase
2-Oxoglutarat Oxidoreduktase
2-Oxoglutarat Oxidoreduktase
Isocitrat Dehydrogenase NADP
Aconitat Hydratase A

Citrate Synthase

2-Oxoglutarate DH E1 Komponente
2-Oxoglutarate DH E2 Komponente
Dihydrolipoyl DH

P54495
P80860
POA796
P29495
P13243
POASB2
POA799
P37689
POA6P9

P21599
P22983
P22259
P00864
P13187
P13156
P13155
Q9KWU4

P61889
P14407
P00363
POAC47
POA8QO
POA8Q3
P09143
POAGE9
POA836
B3EY95
053181
053181
P08200
P25516
D4GS06
POAFG3
POAFG6
POA9PO

Na'-translozierende NADH:Quinone Reduktase

NADH:Quinon Oxidoreduktase

Q56586
Q56587
Q56582
Q57095
Q56589
Q56584

POAFC3
POAFC7
P33599
POAFD1
P31979
P33602
POAFD4
POAFD6
POAFEO
POAFE4
P33607
POAFE8
POAFFO

EC:2.7.1.2
EC:5.3.1.9
EC:2.7.1.11
EC:2.7.1.90
EC:4.1.2.13
EC:1.2.1.12
EC:2.7.2.3
EC:5.4.2.12
EC:4.2.1.11

EC:2.7.1.40
EC:2.7.9.1
EC:4.1.1.49
EC:4.1.1.31
EC:7.24.2
EC:7.2.4.2
EC:7.2.4.2
EC:6.4.1.1

EC:1.1.1.37
EC:4.2.1.2
EC:1.35.1
EC:1.35.1
EC:1.35.1
EC:1.35.1
EC:6.2.1.4
EC:6.2.1.5
EC:6.2.1.5
EC:2.8.3.18
EC:1.2.7.3
EC:1.2.7.3
EC:1.1.1.42
EC:4.2.1.3
EC:2.3.3.16
EC:1.2.4.2
EC:2.3.1.61
EC:1.8.1.4

EC:7.2.1.1

EC:7.1.1.-

Fortsetzung auf der niachsten Seite
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Fortsetzung Tabelle A12

Na' - translozierende Ferredoxin: NAD+ Reduktase (Rnf)
PDBe » 7zc6 EC7.2.1.2

Cytochrom bd-Il Ubiquinol Oxidase
P26459 EC:7.1.1.3

P26458
Typ Il NADH:Quinone Oxidoreduktase P00393
ATP-Synthase
ATP-Synthase (Protonen) POABBO EC:7.1.2.2
POABB4
POAGE6
0ABAO
ATP-Synthase (Na*-lonen) P29706 EC:7.2.2.1
P21903
Na'-lonen bindender Rotor PDBe > 3zk2
[FeFe]-Hydrogenase P29166 EC:1.12.7.2 phfl

Tabelle A13: Umsétze zur Berechnung der Kohlenstoff- und Redoxbilanz ruhender Zellen. ATP-Produktion wurde
nicht beriicksichtigt. oxPPP, oxidativer Pentosephosphatweg; GAP, Glycerinaldehyd-3-Phosphat; PEP,
Phosphoenolpyruvat.

Glykolyse
1 1 Glucose — 2 GAP
oxPPP
3 Glucose + 6 NADP* — 5 GAP + 6 (NADPH + H") + 3 CO»
2 | Glucose +2NADP* — 2GAp  *2(NADPH+HY)+CO;
3 1 GAP +1NAD* — 1 PEP +1 (NADH + H")
Produkte
4 1 PEP — 1 Pyruvat
5 1PEP +2(NADH+H")+CO, — 1Succinat +2 NAD*
6 1 PEP +2 (NADH +H") — 1 Propionat +2 NAD"
7 1 PEP + 2 Fdox. — 1 Acetat + 1 Fdreq. + CO2
8 1 PEP — 1 Acetat + 1 Formiat
9 1 PEP +1 (NADH + H") — 1 Lactat +1NAD*
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Tabelle A14: Berechnung der Kohlenstoff- und Redoxbilanz von B. propionicifaciens Zellsuspensionen. Zellsus-
pensionen mit einer Proteinkonzentration von 0,46 + 0,01 mg/ml wurden fiir insgesamt 144 h nach Zugabe von
rund 15 mM Glucose bei 30 °C inkubiert (Gasatmosphére: N»/CO»; 80 %/ 20 %; v/v). Werte auf Basis von Mess-
werten sind fett markiert (HPLC-Daten, Mittelwert, n = 3), alle anderen wurden durch Berechnungen und theore-
tische Uberlegungen ermittelt.

24 h 144 h
A B A B
Substrat, Substrat,
Produkt [I[nI—ll\}[] Produkt [H]
[mM] [mM] [mM]
Glucose 16,6 1 Glucose 16,6
2 GAP (Glykolyse) 33,2 2 GAP (Glykolyse) 33,2
3 PEP 332 33,2 3 PEP 332 33,2
Produkte Produkte
4 Pyruvat 1,2 0,0 4 Pyruvat 0,0 0,0
5 Succinat 13 2,6 5 Succinat 2,4 4.8
6  Propionat 13,3 26,6 6  Propionat 16,7 26,6
7 Acetat (PFOR) 7,9 -7,9 7 Acetat (PFOR) 7.4 7.4
8  Acetat/Formiat (PFL) 0,7 0,0 8  Acectat/Formiat (PFL) 0,9 0,0
9  Lactat 0,0 0,0 9  Lactat 0,0 0,0
10  Summe 24.4 21,3 10  Summe 274 24
Bilanz: Bilanz:
PEP-Ausbeute 736 PEP-Ausbeute [%] 825
[%](A10*100/A3) ’ (A10*100/A3) ’
[H]-Ausbeute [%] [H]-Ausbeute [%]
(B10*100/B3) 64,2 (B10*100/B3) 723
Erlduterungen:

Spalte A: Konzentration der Substrate, Intermediate und Produkte (HPLC-Daten, Mittelwert, n = 3);

Spalte B: ([H]), [H], Konzentration der beteiligten elektroneniibertragenden Molekiile (NAD(P)"/ NAD(P)H oder
Fdox./Fdred.)

A2: durch die Glykolyse entstandene Menge GAP (A1 x 2)

A3: entstandene Menge an PEP (A3 = A2)

A4-A9: Produktkonzentrationen. Da Acetat entweder {liber die Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFOR) oder
die Pyruvat-Formiat Lyase (PFL) entstehen kann ist es zweimal aufgefiihrt. Die iiber die PFL gebildtete Acetat-
Menge entspricht der Formiatkonzentration. Die iiber die PFOR entstandene Acetatmenge ist die Differenz aus der
gemessenen Konzentration und der Acetatproduktion tiber die PFL

B4-B9, Bei der Bildung der Produkte aus PEP benoétigte Konzentration an reduzierten elektroneniibertragenden
Molekiilen; Da bei der Bildung von Acetat iiber die PFOR Fd..q entsteht, bekam der Wert ein negatives Vorzeichen;
A10, B10: Summe Zeilen 4-9

PEP-Ausbeute: Prozentualer Anteil von A10 an A3 (Kohlenstoffausbeute)

[H]-Ausbeute: Prozentualer Anteil von B10 an B3;
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Tabelle A15: Berechnung der Kohlenstoff- und Produktbilanz von B. graminisolvens Zellsuspensionen. Zellsus-
pensionen mit einer Proteinkonzentration von 0,54 = 0,03 mg/ml wurden fiir insgesamt 24 h nach Zugabe von rund
15 mM Glucose bei 37 °C inkubiert (Gasatmosphire: No/CO»; 80 %/ 20 %; v/v). Werte auf Basis von Messwerten
sind fett markiert (HPLC-Daten, Mittelwert, n = 3), alle anderen wurden durch Berechnungen und theoretische
Uberlegungen ermittelt.

24h ‘

A B
Substrat,
Produkt [r[nPlgl]
[mM]
1 Glucose 17,3
2 GAP (Glykolyse) 34,6
3 PEP 34,6 34,6
Produkte
4 Pyruvat 1,0 0,0
5 Succinat 2.4 4.8
6 Propionat 14,5 29,0
7 Acetat (PFOR) 0,0 0,0
8 Acetat/Formiat (PFL) 2,3 0,0
9 Lactat 3,0 3,0
10 Summe 232 36,8
Bilanz
PEP-Ausbeute [%] 67.0
(A11¥100/A4)
[H]-Ausbeute [%] 106.4

(B11*100/B4)
Erlduterungen:
Spalte A:Konzentration der Substrate, Intermediate und Produkte (HPLC-Daten, Mittelwert, n = 3)

Spalte B: [H], Konzentration der beteiligten elektroneniibertragenden Molekiile (NAD(P)"/ NAD(P)H oder
Fdox/Fdred.)

A2: iiber Glykolyse entstandene GAP-Konzentration aus der entsprechenden Menge Glucose (17,3 mM x 2)
A3: Aus GAP entstandene Menge an PEP

B3: [H] aus Reaktion GAP > PEP)

A4-A9: Produktkonzentrationen. Da Acetat entweder iiber die Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFOR) oder
die Pyruvat-Formiat Lyase (PFL) entstehen kann ist es zweimal aufgefiihrt. Die {iber die PFL gebildtete Acetat-
Menge entspricht der Formiatkonzentration. Die iiber die PFOR entstandene Acetatmenge ist die Differenz aus
der gemessenen Konzentration und der Acetatproduktion iiber die PFL.

B4-B9, Bei der Bildung der Produkte aus PEP benétigte Konzentration an reduzierten elektroneniibertragenden
Molekiilen;

A10, B10: Summe Zeilen 5-10

PEP-Ausbeute, Anteil A10 an A3

[H]-Ausbeute: Anteil B10 an B3
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Tabelle A16: Berechnung der elementaren Zusammensetzung von 3 Bacteroidota Spezies in 1 g Trockenmasse.
Zellen wurden in 500 - 1000 ml DMMG inkubiert und zum Ende der exponentiellen Phase geerntet. Dazu wurden
die Zellen fiir 20 Minuten bei 8000 x g sedimentiert und mit 200 ml H2Oges;. gewaschen. AnschlieBend wurde das
Zellpellet bis zu 48 h lyophyllisiert und homogenisiert. Die Analyse erfolgte durch das Fraunhofer-Institut fiir
Angewandte Polymerforschung IAP. Die Bestimmung der Masseanteile erfolgte bei Sauerstoff als Dreifachbe-
stimmung, bei allen anderen als Doppelbestimmung. Der Anteil jedes Elements wurde nach folgender Formel

berechnet: Anteil des Elements an der Summenformel = %ﬁ:i .

B. graminisolvens

Gewichtsanteil N [%] C [%] H [%] S [%] O [%]
Messung 1 10,88 43,86 6,68 0,41 28,97
Messung 2 10,8 43,82 6,61 0,41 27,97
Messung 3 28,58
Mittelwert: 10,84 43,84 6,65 0,41 28,47
Gewicht [g] 0,1084 0,4384 0,0665 0,0041 0,2847
Stoffmenge [mol] 0,0077 0,0365 0,0659 0,0001 0,0178
Anteil an Summenformel 0,21 1,00 1,81 0,00 0,49
Formel C1H1.8100.49

B. propionicifaciens

Gewichtsanteil N [%] C [%] H [%] S [%] 0O [%]
Messung 1 8,45 40,1 6,24 0,38 29,17
Messung 2 8,37 40,09 6,19 0,39 28,12
Messung 3 28,5
Mittelwert: 8,41 40,10 6,22 0,39 28,65
Gewicht [g] 0,0841 0,4010 0,0622 0,0039 0,2865
Stoffmenge [mol] 0,0060 0,0334 0,0617 0,0001 0,0179
Anteil an Summenformel 0,18 1,00 1,85 0,00 0,54
Formel C1H1.8500.54

Dygonomonas gadei BGG-Al

Gewichtsanteil: N [%] C [%] H [%] S [%] O [%]
Messung 1 10,32 44,61 6,78 0,39 30,30
Messung 2 10,33 44,55 6,84 0,38 28,53
Messung 3 26,92
Mittelwert: 10,33 4458 6,81 0,39 28,58
Gewicht [g] 0,1033 0,4458 0,0681 0,0039 0,2858
Stoffmenge [mol] 0,0074 0,0371 0,0676 0,0001 0,0179
Anteil an Summenformel 0,20 1,00 1,82 0,00 0,48

Formel C1H1.5200.48
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Tabelle A17: Zusammenfassung des Sequenzabgleichs des Plasmides pG106_np mutA scpA. Die Sequenz des
konstruierten Plasmids wurde mit der DNA-Sequenz der aus E. coli S17-1 pG106_np mutA scpAund P. vulgatus

pG106 np mutA scpA isolierten Plasmide verglichen. Es wurden 4 Primer verwendet, mit denen jeweils 4

Sequenzen ermittelt werden konnten.

Primer Sequenz Nr.  Abschnitt [bp] Organismus Diskrepanz [bp]  Liicken [bp]
E. coli 0 0
CDO7 fw 1 9004 -10126 ot
P. vulgatus 4 0
E. coli 1 1
CDO7 v 2 12715 - 13739 ot
P. vulgatus 0 0
E. coli 3 1
CD22 fw 3 48 -1004 e
- P. vulgatus 3 4
E. coli 0 257
CD22 1v 4 8061-9362 e
- P. vulgatus 0 0
A 1 B 4
] Bl 2
'{KF“' ey 5 | By, + 10 x Wolin
h'.}‘;p .f/ § ? Bl 8.,+8-vitamine
s B.graminisolvens 8 P.johnsonii ;
3 & : 7]
nn'.-“““i § 1
0'11!’-'“” | T T T 0 T T I T T
0 6 12 18 24 (P+S)/A P/s (P+S)/A P/s

Zeit [h]

P.johnsonii

B.graminisolvens

Abbildung Al: Einfluss der Vitaminzusammensetzung auf Wachstum und Produktverhéltnisse von P. johnsonii

und B. graminisolvens. Kulturen wurden bis zur stationdren Phase bei 37 °C in DMMG mit 20 ng/ml B, im
Plattenleser inkubiert (Gasatmosphire: N»/CO»/Hz; ~80 %/ ~20 %/ max. 4 %; v/v). Das Medium enthielt entweder
nur B, oder zusétzlich Wolin bzw. B-Vitamin Losungen (Absatz 3.2.1). Ein biologisches Replikat. P, Propionat;
S, Succinat; A, Acetat.
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® B.cellulosilyticus
" B.graminisolvens
4 B.intestinalis
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Abbildung A2: Wachstumskurven und Rest-Glucose der 10 Bacteroidota Stimme in DMMG. Die Kulturen
wurden 24 bzw. 48 h (B. propionicifaciens) in DMMG kultiviert (Gasatmosphére: N2/CO2/Hz; ~80 %/ ~20 %/

max. 4 %; v/v). Im Anschluss wurde die Glucose Konzentration mittels HPLC bestimmt.

Glycogen Std.

Glucose [mM]

0 T T
0.0 0.5 1.0 1.5

Glycogen [mg/ml]

Abbildung A3: Glucosegehalt in Glykogen aus Rinderleber. Es wurden jeweils zwischen 0 und 2 mg Glykogen
aus Rinderleber abgewogen und in 2 ml H2Oues. gelost. AnschlieBend wurde Glykogen mittels HCI hydrolysiert
und die Glucosekonzentration mittels HPLC bestimmt.
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Abbildung A4: Verfarbung des Kulturiiberstandes einer pH-kontrollierten Fed-Batch-Kultur von
B. graminisolvens. B. graminisolvens wurde iiber 68 h in DMMG-H mit 1 g/l Hefeextrakt und der doppelten
Konzentration an Nahrstoffen unter automatischer Zufuhr von 2 M KOH bei einem pH von 7,0 inkubiert. A,
Férbung der Kultur nach 24 und 68 h Inkubationsdauer; B, Férbung des Ursprungsmediums und des
Kulturiiberstandes zu verschiedenen Probezeitpunkten.
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pGl06 np mutA scpA.ape from 9004 to 10126
Alignment to
Eco_07fw.ape-- Matches:1123; Mismatches:0; Gaps:0 Pvu 07fw.ape-- Matches:1082; Mismatches:4; Gaps:0
* * * * * * * * * *
F R R G T F E L E T G P S GRS DV QL CA L KAY D HD Y S N G T
aaACGacgGCCagtGAAttcGAGectcGGTaccCGGggaTCCtctAGAgEcGACctgCAGgecaTGCaagCTTggeGTAatcATGgECcATAgetGTTEccTG
9004>aaacgacggccagtgaattcgagectcggtaccecggggatecctectagagtcgacctgecaggecatgcaagecttggegtaatcatggtcatagetgtttectg>9103

E. colii 1>AAACGACGGCCAGTGAAT TCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCARGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG>100
P. vu: 1>AAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCARGC TTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG>100

H F ¢ * G s v I 6 ¢ L MR AUPULMT FEFHL

TgtgRAALtgTTAtccGCTcacAATteccACAcaaCATacgAGCCcggRAAGeatAAAgEgTAA
9104>tgtgaaattgttatcegctecacaattecacacaacatacgagecggaagcataaagtgtaaagectggggtygectaatgagtgagetaactcacattaat>9203
101>TGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAARAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTARAT>200
101>TGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAARCATACGAGCCGGAAGCATARAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAAT>200

9204>tgcgttgcgctcactgeccegetttccagtecgggaaacctgtecgtgecagetgecattaatgaateggeccaacgegeggggagaggcggtttgegtattggg>9303
201>TGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAARCCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGARATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGG>300
201>TGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGG>300

9304>cgctcecttecgettectegetcactgactegetgegeteggtegtteggectgeggecgageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatecacag>9403
301>CGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAG>400
301>CGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCT CACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAG>400

9404>aatcgccgcaaaattaatgaattccecctcactcageccaacaatttgaaaactattatttcatgattectatttattttgcaatatecactttgecaataa>9503
401>AATCGCCGCAARATTAATGAATTCCCCTCACTCAGCCCAACAATTTGAARACTATTATTTCATGATTCCTATTTATTTTGCAATATCCACTTTGCAATAA>S500
401>AATCGCCGCAAARATTAATGAATTCCCCTCACTCAGCCCAACAATTTGAARACTATTATTTCATGATTCCTATTTATTTTGCAATATCCACTTTGCAATAA>500

9504>gaacatcttttattttcgtcacttaacaaaatgacagaaacctcetcectttectectttatgaaaatagctaaaaaaaggattetatttaaaaggttttagta>9603
501>GAACATCTTTTATTTTCGTCACTTAACARAATGACAGAAACCTCTCTTTCTCCTTTATGAARATAGCTAARAAAAGGATTCTATTTARAAAGGTTTTAGTA>600
S501>GAACATCTTTTATTTTCGTCACTTAACAAAATGACAGAAACCTCTCTTITCTCCTT TATGRARAATAGCTARARARAGGATTCTATTTAARAGGTTTTAGTA>600

M A D S K E K L F S D F

ATGgcaGATagtAAAgagRAActcTTTtcgGACELteC
9604>tatttgccegtactattgaaaaagtatgtgatataattettaaatattaataccgaataaactatggcagatagtaaagagaaactetttteggacttee>9703
601>TATTTGCCCGTACTATTGAAAAAGTATGTGATATAATTCTTAAATATTAATACCGAATAAACTATGGCAGATAGTAAAGAGARACTCTTTTCGGACTTCC>700
601>TATTTGCCCGTACTATTGARAAAGTATGTGATATAATTCTTAAATATTAATACCGAATARACTATGGCAGATAGTARAGAGAAACTCTTTTCGGACTTCC>700

P A VvV 5 T E Q WM E K I T AD L K GADF E K KL V WR T N E G F K
CAgccGTTtctACGgaaCAGtggATGgaaAAGat tACAgeccGACttgAAAggeGCTgatTTTgaaARGaaaTTGgt tTGGagaACCaacGAAggtTTTaa
9704>cagccgtttctacggaacagtggatggaaaagattacagecgacttgaaaggecgetgattttgaaaagaaattggtttggagaaccaacgaaggttttaa>9803
T01>CAGCCGTTTCTACGGAACAGTGGATGGARRAAGATTACAGCCGACTTGARAAGGCGCTGATTTTGAAAAGAAATTGGT TTGGAGAACCAACGAAGGTTTTAA>800
T01>CAGCCGTTTCTACGGAACAGTGGATGGAARRAGATTACAGCCGACTTGAARAGGCGCTGATTTTGAAAAGAAATTGGT TTGGAGAACCAACGAAGGTTTTAA>E00

vV K p F ¥Y R Q E D L E G L K T T E G L P G E F P Y V R G T K K N D
aGTRaaaCCAtttTATcgcCAGgaaGATctgGAAggt TTGaaaACAactGAAggaCTAccecGGAgaaTTCeecTATgt aAGAggcACGaagAARaacGAC
9804>agtaaaaccattttatcgccaggaagatctggaaggtttgaaaacaactgaaggactacccggagaattccecctatgtaagaggcacgaagaaaaacgac>9903
801>AGTAAAACCATTTTATCGCCAGGAAGATCTGGAAGGTTTGAARACAACTGAAGGACTACCCGGAGAATTCCCCTATGTAAGAGGCACGAAGAARAACGAC>900
80 1>AGTA'M—\CCATTTTATCGCCAGGAAGATCTGGAAGGTTTGAAAACAACTGAAGGACTACCCGGAGAATTCCCCTATGTAAGAGGCACGAAGAAAAACGAC)Q 00

N T W F V R Q E I K v E C P K E A N A K A L DI L N K G V D s L G
aatACTtggTTCgtgCGTcagGAhAatcAAAgtaGAAtgeCCTaaaGAGgctAATgctAAAgcaCTGgatATTEtgAACaaaGGTgttGACtcaTTGggaT
9904>aatacttggttcgtgecgtcaggaaatcaaagtagaatgccctaaagaggctaatgectaaagecactggatattttgaacaaaggtgttgactcattgggat>10003
901>AATACTTGGTTCGTGCGTCAGGAARTCARAGTAGAATGCCCTAAAGAGGC TAATGCTAAAGCACTGGATATTTTGAACARAGCGTGTTGACTCATTGGGAT>1000
901>AATACTTGGTTCGTGCGTCAGGARATCAAAGTAGAATGCCCTAAAGAGGCTAATGCTAAAGCACTGGATATTTTGAACARAGGTGTTGACTCATTGGGAT>1000

F Y Vv K K XK DL S &P EY I ETU L L NDTICAETCTITETLNTFSTCOQG
TCtacGTAaagAAGaaaGACctcAGTcctGAAtatATCgaaACAttaTTGaatGATatcTGTgegGAAtgcATTgagT TRaacTTCLeccACTtgecCAAgY
10004>tctacgtaaagaagaaagacctcagtcctgaatatatcgaaacattattgaatgatatctgtgecggaatgecattgagttaaacttcteccacttgecaagg>10103
1001>TCTACGTAAAGAAGAAAGACCTCAGTCCTGAATATATCGAAACATTATIGAATGATATCTGTGCGGAATGCATTGAGTTAAACTTCTCCACTTGCCAAGG>1100
100 1>TCTAC'IAAAGAAGAAAGACCTCAGTCCTGAATATATCGAAACATTATTGAATGA'ATCTC'SCGGAATGCATTGAGTTAAAC TTC~~~~~m~ana~ax~>1086

H T V E L A K
aCATacgGTGgaaTTAgccARAL
10104>acatacggtggaattagccaaat>10126
1101>ACATACGGTGGAATTAGCCAAAT>1123

Abbildung A5: Sequenzabgleich der Sequenz 1 (Primer CDO7_fw) aus den Plasmiden des Stammes E. coli S17-1
pG106 np mutA scpA und P vulgatus ATCC824 pG106 np mutA scpA mit der Sequenz des Plasmids
pG106_np mutA_scpA.



Anhang 141

Mon Sep 09, 2024 8:11 CEST
pGl06 np mutA scpA.ape from 12715 to 13739
Alignment to
Pvu_07rv.ape-- Matches:1025; Mismatches:0; Gaps:0 Eco_(7rv.ape-- Matches:1018; Mismatches:3; Gaps:1
* * * * * * * * * *
—————————————————————————————————————————————— A R NTOQ I Y I Q EE T Y V C KN V
—————————————————————————————————————————————— GCAcgtAATactCAGattTATat tCAGgaaGARacaTATgttTGCaagAACgty

L2771 5w v e e gcacgtaatactcagatttatattcaggaagaaacatatgtttgcaagaacgtg>12768
'V%O94<ATTGGATGAGGCAATTGCATTGCCCACCGACTTCTTTGCCAGTATGGCACGTAATACTCAGATTTATATTCAGGAAGAAACATATGTTTGCAAGAACGTG<995
£ 1l03 G e U R R R R R R R e R GTAATACTCAGATTTATATTCAGGAAGAAACATA.ITTGCAAGAACGTG(99 0

. coll

D P W G- G S ¥ Y ¥V E § L T N E L A H K A W EH I Q E I E S L G G M
GACccaTGGgg-tGGTtctTACtatGTAgaaTCTttaACTaacGAActgGCTcacAAGgectTGGgaaCATattCAGgaaATTgaaAGCttgGGCggtATG
1276%>gacccatgggg-tggttcttactatgtagaatctttaactaacgaactggctcacaaggcttgggaacatattcaggaaattgaaagettgggeggtatg>12867
994<GACCCATGGGG-TGGTTCTTACTATGTAGAATCTTTAACTAACGAACT GGCTCACAAGGCTTGGGAACATATTCAGGAARTTGAAAGCTTGGGCGGTATG<896
98 9<GACCCATGGGG'TGGTTCTTACTATGTAGAATCTTTAACTAACGAACTGGCTCACAAGGCTTGGGAACATATTCAGGAAATTGAAAGCTTGGGCGGTATG(8‘9 0

A K A I E T G V P KM R I EEAA-AWURTOQARTI DS G A QT I V G
gcgARAgctATCgaaACCggaGTAcccARRatgCGTattGAAgaaGCTgegGCACgt ACTcagGCCegt ATCgacTCCggtGCCcagAChat tGTAggCA
12868>gcgaaagctatcgaaaccggagtacccaaaatgegtattgaagaagetgeggecacgtactcaggeecegtategacteeggtgeccagacaattgtaggea>12967
895<GCGARAGCTATCGARACCGGAGTACCCAAAATGCGTATTGAAGAAGCT GCGGCACGTACTCAGGCCCGTATCGACTCCGGTGCCCAGACAATTGTAGGCALTI6
889<GCGARAGCTATCGARACCGGAGTACCCAAAATGCGTATTGAAGAAGCT GCGGCACGTACTCAGGCCCGTATCGACTCCGGTGCCCAGACAATTGTAGGCALTI0

T N K ¥ R L E K E D P I DI L E V DNTA AV R L EQ I ENL K R L K
CTaacAAAtatCGTttgGAAaaaGAGgatCCTatcGATatcCTTgaaGTAgacAATacaGCTgtaCGTttgGAAcaaATTgaarATctgAAGegtTTGaa
12968>ctaacaaatatcgtttggaaaaagaggatcctatcgatateccttgaagtagacaatacagectgtacgtttggaacaaattgaaaatctgaagegtttgaa>13067
T95<CTAACAAATATCGTTTGGAAAAAGAGGATCCTATCGATATCCTTGAAGTAGACAATACAGCTGTACGTTTGGAACAAATTGAARATCTGAAGCGTTTGAALG96
788<CTAACAAATATCGTTTGGAAAAAGAGGATCCTATCGATATCCTTGAAGTAGACAATACAGCTGTACGTTTGGAACAAATTGAAAATCTGAAGCGTTTGAALG90

E G R NQ A E V D XK AL A A I TET CUV K TG K G DN L L E L A V E A
aGAAggcCGCaatCAAgcaGAAgtaGACaaaGCTttgGCAgeccATCaccGAALgtGTAaagACAggtARAggcAATLtgCTGgaalTGgetGTAgagGCA
13068>agaaggccgcaatcaagcagaagtagacaaagetttggcagcecatcaccgaatgtgtaaagacaggtaaaggcaatttgetggaactggetgtagaggeca>13167
695<AGAAGGCCGCAATCARGCAGAAGTAGACAAAGCTTTGGCAGCCATCACCGAATGTGTAAAGACAGGTARAGGCAATTTGCTGGAACTGGCTGTAGAGGCALS596
6 89<AGAAGGCCGCAATCAAGCAGAAGTAGACAAAGCTTTGGCAGCCATCACCGAATGTGTAAAGACAGGTAAAGGCAAT'FGCTGGAACTGGCTGTAGAGGCA<5 90

A H V R AT L G E I § DA CE TTI V GRY KAV I RTTI S G V Y S
gctCATgtcCGTgctACCttgGGCgagATTtcgGATgect TGTgaaACAat tGTAggaCGTtatAAAgcaGTAatcAGRactATALtcaGGCgtgTACtcaT
13168>gctcatgtcecgtgctaccttgggecgagatttecggatgettgtgaaacaattgtaggacgttataaagcagtaatcagaactatatcaggegtgtactcat>13267
595<GCTCATGTCCGTGCTACCTTGGGCGAGATTTCGGATGCTTGTGAAACAAT TGTAGGACGTTATARAGCAGTAATCAGAACTATATCAGGCGTGTACTCAT<496
589<GCTCATGTCCGTGCTACCTTGGGCGAGATTTCGGATGCTTGTGAAACAATTGTAGGACGTTATAARAGCAGTAATCAGAACTATATCAGGCGTGTACTCAT<490

S E S K K b T?DUJFAWRATCETLTETETFHAI KU K E GIRIRUPIRTIMTIMAI KM
CAgaaAGTaaaAAGgatACAgacTTCgcahAGAgetTGCgaalTGaccGAAgaaTTTgcaAAGaagGARgyeCGCegtCCGegt ATCatgATTgeccAAGat
13268>cagaaagtaaaaaggatacagacttcgecaagagettgecgaactgaccgaagaatttgcaaagaaggaaggcecgecgtecgegtatcatgattgecaagat>13367
495<CAGARAGTAAAAAGGATACAGACTTCGCAAGAGCTTIGCGAACTGACCGAAGAATTTGCARAGAAGGAAGGCCGCCGTCCGCGTATCATGATTGCCAAGAT<396
489<CAGAAAGTAAAAAGGATACAGACTTCGCAAGAGCTTGCGAACTGACCGAAGAATTTGCARAGAAGGAAGGCCGCCGTCCGCGTATCATGATTGCCAAGAT<390

G ¢ DG H DRG®AHAIZ KV VATGYADTZTCSGT FDVDMGUP UL F QT P A
gGGAcagGACggaCACgacCGTggtGCAaaaGTAgttGCRacaGGTtatGCCgacTGTggtTTCgacGTAgatATGggaCCGttgTTCcaaACTcctGCC
13368>gggacaggacggacacgaccgtggtgcaaaagtagttgcaacaggttatgecgactgtggtttecgacgtagatatgggacegttgttccaaactectgee>13467
395<GGGACAGGACGGACACGACCGTGGTGCARARAGTAGTTGCAACAGGTTATGCCGACTGTGGTT TCGACGTAGATATGGGACCGTTGTTCCAARCTCCTGCC<296
389<GGGACAGGACGGACACGACCGTGGTGCAARAGTAGTTGCAACAGGT TATGCCGACTGTGGTTTCGACGTAGATATGGGACCGTTGTTCCARACTCCTGCC<290

E A A R DAV ENDV HV V G VS 5 L A A G HI KTULTI P Q I I E E
gaaGCTgctCGTgacGCAgtgGARaatGACgt tCATgtaGTAggEGTTtctTCALt tgGCTgecGGAcacAAGacaCTGatecCCGecagATTat tGAAgaaT
13468>gaagectygctecgtygacgcagtggaaaatgacgttecatgtagtaggtgtttettecattggetgecggacacaagacactgateccgecagattattgaagaat>13567
295<GAAGCTGCTCGTGACGCAGTGGAAAATGACGT TCATGTAGTAGGTGTTTCTTCATTGGCTGCCGGACACAAGACACTGATCCCGCAGATTATTGAAGART<196
289<GAAGCTGCTCGTGACGCAGTGGAARATGACGT TCATGTAGTAGGTGTTTCTTCATTGGCTGCCGGACACAAGACACTGATCCCGCAGATTAT TGAAGAAT<130

L K KL GU&REUDTILVIAGSGU VI ?PAOQDYDFL Y KA GV V A IF
TAaagAAAttaGGTcgtGAAgatATTEttgGTCatcGCCggtGGTgt tATCcceGCTcaaGACtatGACtteTTAtacAAGgcaGGTgt tGTAgecaATCEE
13568>taaagaaattaggtcgtgaagatattttggtcatcgececggtggtgttateccecgetcaagactatgacttettatacaaggcaggtgttgtagecaatectt>13667
195<TARARGRAATTAGGTCGTGAAGATATTTTGGTCATCGCCGGTGGTGTTATCCCCGCTCAAGACTATGACTTCTTATACAAGGCAGGTGTTGTAGCAATCTT<26
189<TAAAGAAATTAGGTCGTGAAGATATTTTGGTCATCGCCGGTGGTGTTATCCCCGCTCAAGACTATGACTTCTTATACAAGGCAGGTGTTGTAGCAATCTT<0

G P G T S V A KA A V Q I M DI L L D E E E *  —ccmmmmmmmmmmmmmmem
€GGTcccGGRAact TCTgt tGCCaaaGCAGetGTTcagATTatgGACat tTTACtgGACgaaGAGgaaTAR ———————————————————————

13668>cggtcccggaacttctgttgccaaagecagetgttcagattatggacattttactggacgaagaggaataage~~~~~~~~~vassvvaasasvasn>]13739
95<CGGTCCCGGAACTTCTGTTGCCAAAGCAGCTGTTCAGATTATGGACAT TTTACTGGACGAAGAGGAATAAGCGATCCCAATTGAGTGATTTGTTCK1L
89<CGGTCCCGGAACTTCTGTTGCCARAGCAGCTGTTCAGATTATGGACAT TTTACTGGACGAAGAGGAATAAGCGATCCCAATTGAGTGAT ~ ~~~~~ <1

Abbildung A6: Sequenzabgleich der Sequenz 2 (Primer CD07_rv) aus den Plasmiden des Stammes E. coli S17-1
pG106 np mutA scpA und P vulgatus ATCC824 pG106 np mutA scpA mit der Sequenz des Plasmids
pG106_np mutA_scpA.



Anhang 142

Mon Sep 09, 2024 8:23 CEST
pGl06 np mutA scpA.ape from 48 to 1004
Alignment to

Eco_22fw.ape-- Matches:832; Mismatches:3; Gaps:l Pvu_ 22fw.ape-- Matches:953; Mismatches:3; Gaps:4
* * * * * * * * * *
48>~~~ aacaagtcaa-ggttgtttt-ggcac-gaagttaacgccaaagacaatagcccgattgctattgegecagaatgttctagttttcatagectg>135

GTCAA-GGTTGTTTT-GGCAC-GAAGTTAACGCCARAGACAATAGCCCGATTGCTATTGCGCAGARTGTTC TAGTTTTCATAGCTG>87
P.vu: 1>TTGGGCTTTAACAAGTCAA.SGTTGTTTT';GCAE'SAAGTTAACGCCAAAGACAATAGCcCGATTGCTATTGCGCAGAATGTTCTAGTTTTCATAGCTG>100

136>cttaggtttagtgttttgtattcaagataagtctctettaagaggttgtecttacegecaaagataaagaattgcaaaaaatatatgcaatacctacttgtt>235
88>CTTAGGTTTAGTGTTTTGTATTCAAGATAAGTCTCTCTTAAGAGGT TGTCTTACCGCAAAGATAAAGAATTGCARARAATATATGCAATACCTACTTGTT>187
101>CTTAGGTTTAGTGTTTTGTATTCAAGATAAGTCTCTCTTAAGAGGT TGTCTTACCGCAAAGATAAAGAATTGCARARAATATATGCAATACCTACTTGTT>200

236>gegatattetttgtttettecccaaaaaatcaacceccaaaatgacgtagaacgatgacgecagaaggaggtetcaaaaaacctecttacctttgtaccaca>335
188>GCGATATTCTTTGTTTCTTCCCCAAAAAATCAACCCCAARATGACGTAGAACGATGACGCAGAAGGAGGTCTCARARAACCTCCTTACCTTTGTACCACA>287
201>GCGATATTCTTTGTTTCTTCCCCAAAAAATCAACCCCAAAATGACGTAGAACGATGACGCAGAAGGAGGTCTCARARAACCTCCTTACCTTTGTACCACA>300

336>agtggggattttacttcattgataatatacgcccceccgtatgaatttttggggagegtagecgageccaaaaattccacccaaaatgacgtagaaggaggt>435
288>AGTGGGGATTTTACTTCATTGATAATATACGCCCCCCCGTATGAATTTTTGGGGAGCGTAGCGAGCCARAAATTCCACCCAAAATGACGTAGAAGGAGGT>387
301>AGTGGGGATTTTACTTCATTGATAATATACGCCCCCCCGTATGAATTTTTGGCGGAGCGTAGCGAGCCARAAATTCCACCCAARATGCACGTAGAAGGAGGT>400

436>ctcaaaaatcctecttatctttgtgccacaagtggcaaaaaaaaatatattgataatatatgecccecgtatgattttttgggggagegaagcgacacca>535
388>CTCRARRATCCTCCTTATCTTTGTGCCACAAGTGGCARARARRRATATATTGATAATATATGCCCCCCGTATGATTTTTTGGGGGAGCGAAGCGACACCA>48T
401>CTCARRRAATCCTCCTTATCTTTGTGCCACRAGTGGCARARARAAAATATATTCATAATATATGCCCCCCGTATGATTTTTTGGGGGAGCGAAGCGACACCA>500

536>aaaaatcaccccaaaatgacgtagaaggaggtctcaaaaatcctecttatetttgtgecacaagtggcaaaaaaaatatattgataatatatgeccececg>635
488>AMPAATCACCCCAAAATGACGTAGAAGGAGGTCTCAAAAATCCTCCTTATCTTTGTGCCACAAGTGGCAAAAARAATATATTGATAATATATGCCCCCCG>587
501>AARAATCACCCCAAAATGACGTAGAAGGAGGTCTCAAAAATCCTCCTTATCTTTGTGCCACAAGTGGCAAARARRAATATATTGATAATATATGCCCCCCG>600

M T D N S N I S H D V F L §

ATGactGATaatTCTaatATTtctCACgatGTTELLCTCte
636>tatgattttttgggggagcgaagcgacacccaaaaatcaccccaaaatgacgtagaacgatgactgataattectaatatttectcacgatgtttttectete>735
588>TATGATTTTTTGGGGGAGCGAAGCGACAC AARAATCACCCCAAAATGACGTAGAACGATGACTGATAATTCTAATATTTCTCACGATGTTTTTCTCTC>687
601 >TATGATTTTTTGGGGGAGCGAAGC.‘\CAC AAAATCACCCCAARATGACGTAGRACGATGACTGATAAT TCTAATATTTCTCACGATGTTTTTCTCTC>700

K N L ¥ L E $ N E T F E Y R S L K P F E F F Q I I F G S C D H N D
tARRaatTTAtacTTAgagAGTaatGAGaccTTTgaaTATcgaTCTcttAARcccTTTgagTTCttcCAAataATCEEEGGTLct TGTgacCATaatGAC
736>taaaaatttatacttagagagtaatgagacctttgaatatcgatctcecttaaaccetttgagttecttccaaataatectttggttecttgtgaccataatgac>835
68 8>TAAAI&TTTATACTTAGAGAGTAATGAGACCTTTGAATATCGATCTCTTAAACCCTTTGAGTTCTTCCAAATAATCTTTGGTTCTTGTGACCATAATGAC)7 87
701>TAAAAATTTATACTTAGAGAGTAATGAGACCTTTGAATATCGATCTCTTAAACCCTTTGAGTTCTTCCAAATAATCTTTGGTTCTTGTGACCATAATGAC>800

P Q C P I Y P F E K E L CQ E Y I D WU RAIOQOQOQASGU RIE K S K S K A G
ccgCAAtgcCCTatcTATcctTTTgaaAAAgagCTGtgeCARgaaTACatcGATtggAGGgctCAAcaaGCAgggAGAaagTCTaagTCCaaaGCAggtA
836>ccgcaatgccctatctatccttttgaaaaagagetgtgecaagaatacatcgattggagggctcaacaagcagggagaaagtctaagtccaaagecaggta>935s
788>CCGCAATGCCCTATCTATCCTTTITGAAAAAGAGCTGTGCCAAGAATAC
801>CCGCAATGCCCTATCTATCCTTTTGAARRAGAGCTGTGCCARGAATACAT CGATTGGAGC':TC ARCAAGCAGGGAGRAAGTCTAAGTCCAAAGCAGGTA>900

K KA I ¥ N P A QP F R Y N AULV Q AV Y § V
AGaaaGCAatcTATaatCCAgctCAAcctTTCcgecTATaatGCTEttgGTGecaaGCTgtcTACageGTAg
936>agaaagcaatctataatccagctcaacctttecgetataatgetttggtgcaagetgtetacagegtag>1004

B35 e v e e e e e e P e e e e e e e 38 35

90 l>I’3AAAGCAATCTATAATCCAGCTCAACCTTTCCGCTATAATGCTTTGGTGCAAGCTGTCTACAGCGTAG>9 68

Abbildung A7: Sequenzabgleich der Sequenz 3 (Primer CD22 fw) aus den Plasmiden des Stammes E. coli S17-1
pG106 np mutA scpA und P vulgatus ATCC824 pG106 np mutA scpA mit der Sequenz des Plasmids
pG106_np mutA_scpA.



Anhang 143

Mon Sep 08, 2024 8:39 CEST
pGl06 np mutA scphA.ape from 8061 to 9362
Alignment to

Pvu_22rv.ape-- Matches:855; Mismatches:0; Gaps:0 Eco_22rv.ape-- Matches:1045; Mismatches:0; Gaps:257
* * * * * * * * * *
E 1_8061> ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ aaacaaataggggttccgcgcacatttcceccgaaaagtgecacctgacgtegggttegtgtagactttecttggtgta>8138
. COIl: € e . e <1

P.vu: 1089<TTTGGAATGTATT TAGAAAAAAAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCGGGTTCGTGTAGACTTTCCTTGGTGTA<I90
8139>tccaacggcgtcageccgggcaggataggtgaagtaggeccaccegegagegggtgttecttecttcactgteccttattegecacctggeggtgetcaacgg>8238

989<TCCAACGGCGTCAGCCGGGCAGGATAGGTGAAGTAGGCCCACCCGCGAGCGGGTGTTCCTTCTTCACTGTCCCTTATTCGCACCTGGCGGTGCTCAACGG<890

8239>gaatcctgctectgegaggetggeeggetacegecggegtaacagatgagggcaageggatggetgatgaaaccaagecaaccaggaagggcageccacct>8338

T s o v o s e e it s 0 o 00 B0 0 N k0 0 B 0 o k0 0 R 0 0 0 ok 0 0 o 80 5 0 B et s 0]

889<GAATCCTGCTCTGCGAGGCTGGCCGGCTACCGCCGGCGTARCAGATGAGGGCAAGCGGATGGCTGATGAAACCAAGCCAACCAGGAAGGGCAGCCCACCTL790

8339>atcaaggtgtactgccttccagacgacgtcgggttegtgtagactttecttggtgtateccaacggegtcagecgggcaggataggtgaagtaggecccacc>8438

8539>gatgagggcaagcggatggectgatgaaaccaagecaaccaggaagggcageccacctatcaaggtgtactgectteccagacgacgtettagetectgetga>8638
823<GATGAGGGCAAGCGGATGGCTGATGARACCAAGCCAACCAGGARAGGGCAGCCCACCTATCARGGTGTACTGCCTTCCAGACGACGTCTTAGCTCTGCTGAL 724

8639>tatgggcttcgecctagaggagtgatggactececggagacggtcacagettgtectgtaageggatgecgggagecagacaageccgtcagggegegtcageg>8738
723<TATGGGCTTCGCCTAGAGGAGTGATGGACTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGL624
T46<TATGGGCTTCGCCTAGAGGAGTGATGGACTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCG<64T

H P T F ¥ R V 8 A Y
ATGcggTGTgaaATAccgCACagaTGCgtaA
8739>ggtgttggcgggtgtcggggetgacttaactatgeggecatcagagecagattgtactgagagtgcaccatatgeggtgtgaaataccgecacagatgegtaa>8838
623<GGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGARATACCGCACAGATGCGTAALS24
646<GGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGARATACCGCACAGATGCGTARLS47
P S F VA DUPAMUBRWEPQAUV T PF P S RHZPGURI R®* * A L QR F
GGagaAAAtacCGCatcAGGcgcCATtcgCCALtcAGGetgCGCaacTGTtggGARgggCGAtLtecgGTGeggGCCtectTCGetaTTAcgeCAGetgGCGaa
8839>ggagaaaataccgcatcaggcgeccattcegecattcaggectgegecaactgttgggaagggegateggtgegggoctettegotattacgeccagetggegaa>8938
523<GGAGAARATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAR<424
546<GGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGT TGGGARGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAA<A4T

P S T S C P S * T P Y R W P K G L * s T T F R RG T F E L E T G P
aGGGggaTGTgctGCAaggCGAttaAGTtggGTAacgCCAgggTTTtccCAGtcaCGAcgt TGTaaaACGacgGCCagtGAALttcGAGectcGGTaccCGG
8939ragggggatgtgctgcaaggegattaagttgggtaacgecagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagtgaattegageteggtaccegg>9038
423<AGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTARAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGG<324
446<AGGGGGATGTGCTGCARGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTARARARCGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGG347
s ¢ R $ DV L CAUL EKAY D HDY S NGTHU FQ* G S8 V I G C L
ggaTCCtctAGAgtcGACCctgCAGgcaTGCaagCTTggcGTAAtCATGgt cATAGCtGTTLtccTGTgtgARALtgTTAtccGCTcacAATtccACAcaacl
9039>ggatcctctagagtegacctgecaggeatgecaagettggegtaatcatggtecatagetgtttectgtgtgaaattgttatecgetecacaattecacacaac>9138
323<GGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCARGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGARATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAAC224
346<GGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGARATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACRAC<247
M R A P L M F H L
ATacgAGCcggAAGcatAARAgtgTAA

9139>atacgagccggaagcataaagtgtaaagectggggtgcctaatgagtgagectaactcacattaattgegttgegetcactgecegetttecagtegggaa> 3238
223<ATACGAGCCGGAAGCATARAGTGTARAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAA<LZE
246<ATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTARAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGARALL4T

9239>acctgtcgtgccagetgeattaatgaateggecaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegetetteegettoctegeteactgactegetgeg>2338
123<ACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCARACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCG<24
146<ACCTGTCGTGCCAGCTGCAT TAATGAATCCGGCCARCGCGCGGEGAGAGGCGGTTTCCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGL4T

9339>cteggtegtteggetgeggegagen~~ s rmnmnnnnan i ann >9362
23<CTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAG ~ ~~~~mmm mm mms v e <1
46<CTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGLL
Abbildung A8: Sequenzabgleich der Sequenz 4 (Primer CD22 rv) aus den Plasmiden des Stammes E. coli S17-1
pG106 np mutA scpA und P vulgatus ATCC824 pG106 np mutA scpA mit der Sequenz des Plasmids
pG106_np mutA_scpA.
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Abbildung A9: Relative Transkriptabundanz der Gene mutd und scpA in P vulgatus pG106 und
pG106 _np mutA_scpA im Vergleich zum Wildtyp. Zellen wurden in DMMG und PYG bei 37 °C inkubiert und
in der exponentiellen Phase geerntet (Gasatmosphére: N2/CO2; 80 %/20 %; v/v). Es wurden qPCR-Reaktionen mit
den Primern CD15_fw und CD15_rv (mut4) sowie CD16_fw und CD16_rv (scpA) durchgefiihrt. Als Referenzgen
dienten gyr4 und /23 aus P. vulgatus. Zellen von P. vulgatus ATCC 8284 waren Referenz-Kulturen.
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