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Einleitung

1 Einleitung

Heutzutage ist ein grolRer Teil der Weltbevolkerung abhéngig von fossilen Energietragern
[Beran und Dyckhoff, 2010]. Dadurch werden groe Mengen an Schadstoffen freigesetzt.
Welche Auswirkungen hat dieser enorme Anstieg, der zum Treibhauseffekt beitragenden
Emissionen, in naher Zukunft auf die Umwelt sowie Lebewesen? Welche Chancen bietet
die Nutzung von sauberer Energie in Form von Wasserstoff (H>) aus Mikroorganismen,
welche unter phototrophen Bedingungen leben?

Diese Arbeit tragt zur Umsetzung der nachhaltig effizienten Wasserstoffwirtschaft durch
die Produktion von H; aus Obst- und Gemiseabfallen bei. Der Prozess der
Wasserstoffbildung soll durch die Fermentation organischer Obst- und Gemiiseabfélle
anhand der vorliegenden Ergebnisse optimiert werden. Durch dieses Projekt kdnnen
anhand des Stoffwechsels von Rhodobacter sphaeroides Analysen zur Optimierung der
Wasserstoffproduktion vorgenommen und somit neue Methoden zur Produktion von
Wasserstoff vorgestellt werden. Zudem kdnnen Entwicklungslander, wie beispielsweise
Nicaragua, in grolRen Mengen anfallende Obstabfalle sinnvoll nutzen und gleichzeitig
unter nachhaltigen Bedingungen Wasserstoff als Energielieferant erzeugen. Dies bietet
solchen Landern die Chance, Energie zu produzieren, die diesen heutzutage fiir vielerlei

Zwecke, wie beispielsweise Haushalt und Kraftfahrzeuge, fehlt.



Wasserstoffwirtschaft

1.1 Wasserstoffwirtschaft

Die Wasserstoffwirtschaft beschreibt die Verwendung des Energietragers Wasserstoff,
welcher nachhaltig aus Priméar- (Windkraft, Sonnenstrahlung etc.) und Sekundéarenergien

(Energie in Form von Strom) gewonnen wird [Shell GmbH, 2017].

1.1.1 Eigenschaften und Anwendungen von Wasserstoff

Wasserstoff ist ein farbloses, geruchloses und brennbares Gas, welches aus zweiatomigen
Molekilen (H2) besteht und leicht diffundiert [Binnewies et al., 2016]. H ist fir
Lebewesen und die Umwelt jedoch vollig unbedenklich, da er weder krebserregend ist,
noch schadigend wirkt [Lehmann und Luschtinetz, 2014]. Gasférmiger Wasserstoff dient
als umweltfreundliche, regenerative Alternative zur Energieerzeugung mit fossilen
Brennstoffen [Boukis et al., 2004], aufgrund seines hohen Energiegehaltes von 122 kJ/g
[Argun und Kargu, 2011]. Das Gas kann sowohl langerfristig gespeichert als auch
transportiert werden [Leitinger und Brauner, 2006].

H> kann beispielsweise als umweltvertraglicher Treibstoff durch die Umsetzung mit
Sauerstoff in einer Brennstoffzelle fiir Kraftfahrzeuge, beispielsweise PKWs, und
Flugzeuge sowie in der Raumfahrt eingesetzt werden. Dabei entsteht bei reiner
Umsetzung ausschlielRlich Wasser [Binnewies et al., 2016]. Somit bietet H> den Vorteil,
dass es aufgrund seiner geringen Molekulmasse und Dichte einen sehr leichten Kraftstoff
darstellt und zur Schonung der Ressourcen beitragt [Lehmann und Luschtinetz, 2014].
Zur Nutzung muss das Gas in Brennstoffzellen umgesetzt werden. Das Prinzip einer
Brennstoffzelle basiert auf dem Konzentrationsausgleich von Wasserstoff und Sauerstoff
durch Elektroden an eine ionenleitende Membran. Diese Membran koénnen H*-lonen
passieren. Ein Katalysator gewéhrleistet einen Austausch von Elektronen zwischen lonen
und Gas [Binnewies et al., 2016]. Die Gewinnung von Energie durch Hz durch
Umsetzung mit Brennstoffzellen ist fur die Umwelt nachhaltiger. Im Vergleich zum
Verbrennungsmotor mit einem Wirkungsgrad von ~ 23 % besitzt die Brennstoffzelle
einen deutlich héheren Wirkungsgrad von ~ 50 % [Wulf und Kaltschmitt, 2013].
Weitere Wasserstoffanwendungen sind zum einen die Energieversorgung von Geb&uden
sowie Industrieanlagen und zum anderen die Verwendung als Reduktionsmittel, wenn

Wasserstoff als bindre Verbindung vorliegt [Binnewies et al., 2016].
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1.1.2 Verfahren zur Wasserstofferzeugung

Wasserstoff ist der saubere Energietrdger der Zukunft und soll fossile Energietréager wie
Kohle und Erdol ersetzen. Die Herstellung des Wasserstoffs ist zurzeit durch vielerlei
Verfahren moglich, welche jedoch nicht umweltfreundlich sind [Leitinger und Brauner,
2006].

1.1.2.1 Wasserstofferzeugung durch fossile Energietrdger und erneuerbare
Energien

Die Herstellung des Wasserstoffs wird beispielsweise mittels einer Solar-
Wasserstoffanlage umgesetzt. Es wird Energie gewonnen, welche zur Produktion des
wertvollen Gases dient. H, muss zunéchst aus Wasser oder Methan isoliert werden, da es
nur in Verbindung mit anderen Stoffen vorkommt und als Energietrager ausschlie3lich in
reiner Form nutzbar ist [Niederhausen und Burkert, 2014]. Der Vorteil der
Wasserstoffwirtschaft gegeniiber der Erzeugung von Solarenergie mittels Photovoltaik
besteht zum einen darin, dass Wasserstoff im Vergleich zur Sonnenenergie kontinuierlich
zur Verfligung steht. Es besteht bei der Erzeugung von Solarenergie keine konstante
Energieversorgung aufgrund unbestandiger Sonneneinstrahlung. Energiegewinnung aus
Photovoltaik kann also nur bei ausreichender Sonneneinstrahlung gewahrleistet werden,
wohingegen Rhodobacter auch bei wenig Licht Hz synthetisiert. Im Gegensatz zu
Wasserstoff lasst sich die erzeugte Solarenergie kaum speichern, was zu erheblichen
Verlusten fuhrt [Niederhausen und Burkert, 2014]. Des Weiteren ist der Wirkungsgrad
von Solarkraftwerken im Vergleich zu Wasserstoff, durch die Umsetzung in
Brennstoffzellen, mit einem Wert von ~ 15 bis 25 % sehr gering. Es muss jedoch beachtet
werden, dass der Wirkungsgrad der biologischen Hz-Produktion noch gering ist [Wirth,
2018].

Um aus Verbindungen den Wasserstoff zu isolieren, wird beispielsweise das Verfahren
der Elektrolyse angewandt, bei welcher das Wasser mittels Energie in Sauerstoff und
Wasserstoff gespalten wird [Niederhausen und Burkert, 2014]. Das Prinzip der
Elektrolyse ist in Abbildung 1 dargestellt. Aufgrund der hohen erforderlichen Energie ist
das Verfahren der Elektrolyse auf lange Sicht nicht optimal [Lehmann und Luschtinetz,
2014]. Durch Windkraftwerke kommt es in Spitzenzeiten (bei Stiirmen) oft zu einer

Uberproduktion von Energie, welche nicht mehr ins Netz eingespeist werden kann, da



Wasserstoffwirtschaft

dieses wberlastet ist. Zur sinnvollen Nutzung dieses Energieangebots, konnte diese dem
Verfahren der Elektrolyse von Wasser zugefihrt werden [Jilich, 2017].

Erneuerbare Strom Wasserstoff Anwendung
Energien 0, H, +  » Strom
S2) © —
‘%— | | Brennstoffzelle
Solarenergie : :[zol | | _
CKITOly>E Wasserstoff- ﬂ'J
Wechselrichter tank Tankstelle
Windenergie _-
direkter
; Trafo Einsatz von
Wasserkraft Wasserstoff )
Chem. Industrie

Abbildung 1: Elektrolyse-Verfahren zur Wasserstoffproduktion [Niederhausen und Burkert, 2014]
Spaltung des Wassers mittels erneuerbarer Energien in Wasserstoff und Sauerstoff. Es erfolgt eine
Speicherung des gasformigen Wasserstoffs fiir weitere Anwendungszwecke [Niederhausen und Burkert,
2014].

Eine weitere Mdglichkeit zur Erzeugung von Wasserstoff ist die Bearbeitung fossiler
Energietrager, beispielsweise Erdgas, durch Dampfreformierung, bei deren Umwandlung
Kohlenstoffdioxid gebildet wird. Somit stehen einem umweltfreundlichen Rohstoff
umweltschadliche Reaktionsprodukte gegeniiber [Niederhausen und Burkert, 2014].
Wasserstoff kann ebenfalls durch das Verfahren der partiellen Oxidation, bei welcher Ole
verbrannt werden, hergestellt werden. Bei diesem Prozess werden ebenfalls schadliche
Treibhausgase gebildet [Lehmann und Luschtinetz, 2014].

Eine weitere Methode zur Herstellung von Wasserstoff ist die Zersetzung von Biomasse
unter hohen Temperaturen von ~ 250 bis 600 °C. Bei dieser entsteht ein Gasgemisch,
welches aus Wasserstoff, Kohlenmonoxid (CO), Kohlenstoffdioxid (CO2) und Methan
(CH.) besteht. Dieses Verfahren wird auch als Pyrolyse bezeichnet. Da bei dieser
Methode neben Wasserstoff auch andere gasférmige Verbindungen, wie CH4 und CO>
gebildet werden, ist die Pyrolyse ebenfalls ein weniger umweltfreundliches Verfahren zur
Herstellung von Wasserstoff [Hofbauer et al., 2016].
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1.1.2.2 Biogene Wasserstofferzeugung durch Mikroorganismen und Algen

Einige Mikroorganismen koénnen Wasserstoffgas aus organischen Substraten durch
anaerobe oder aerobe Vergéarungsprozesse, unterteilt in Dunkel- und Photofermentation,
bei bestimmten Temperaturen und Dricken bilden [RAgner und Happe, 2010]. Bei der
photosynthetischen Fermentation entstehen meist héhere Mengen an Wasserstoff
[Franchi et al., 2004]. Dies wird durch eine Inhibierung der Enzyme Nitrogenase und
Hydrogenase bei der Anwesenheit von Singulett-Sauerstoff begrindet [Metz, 2010].
Andere Mikroorganismen konnen wiederum durch Nutzung der Lichtenergie aus Wasser
und Biomasse, auch als Photolyse bezeichnet, dieses Gas herstellen [Rogner und Happe,
2010].

Die Zukunft sieht vor, Wasserstoff als Energietrager sowohl aus Algen als auch durch
phototrophe Bakterien durch Verwendung der Sonnenenergie zu erzeugen. Es kénnen
organische Substrate, wie Fettsauren, Zucker, Starke und Zellulose, sowie Abwasser als

Substrat flr Bakterien eingesetzt werden. Dies wird in Abbildung 2 verdeutlicht.
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Abbildung 2: Die Erzeugung von Wasserstoff mittels Algen und Bakterien [Graphik abgewandelt
aus Miyake et al., 1999]

Mittels Sonnenenergie konnen Algen und Bakterien Gas inklusive Wasserstoff aus Substraten
synthetisieren. Durch die Entfernung von Sauerstoff und Kohlenstoff aus dem entstandenen Gas kann der

gereinigte Wasserstoff, beispielsweise als Kraftstoff, eingesetzt werden [Miyake et al., 1999].
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Bakterien bendtigen im Vergleich zur Algenhydrolyse jedoch weniger Lichtenergie, um
Wasserstoff zu synthetisieren [Miyake et al., 1999]. Des Weiteren besitzen phototrophe
Bakterien den Vorteil, dass sie ein weites Spektrum an Licht zum Wachstum nutzen
kdnnen [Das und Veziroglu, 2001].

Die Wasserstoffwirtschaft ist nachhaltiger, sodass die Herstellung des unbegrenzt
speicherbaren Wasserstoffs aus weiteren Energiequellen erforscht werden sollte [Klell et
al., 2018]. Da die Quellen an fossilen Ressourcen aufgrund des Bevélkerungswachstums
in naher Zukunft erschopft sein werden, ist eine Energiewende in Bezug auf die
Wasserstoffwirtschaft unaufhaltbar. Dieses Wachstum ist mit einem Anstieg an
Emissionen durch Kraftfahrzeuge verbunden, sodass fossile Energietrager durch
umweltfreundlichere Alternativen ersetzt werden missen [Leitinger und Brauner, 2006].
Umweltschonende Alternativen zu fossilen Energietréagern stellen zum einen der griine
Wasserstoff und zum anderen erneuerbare Energien dar. Durch die Herstellung von Strom
aus erneuerbaren Energien und grinem Wasserstoff wird, abh&ngig von der Art der
Umsetzung mit Hz, nur ein geringer Anteil an Emissionen freigesetzt. Beide
Energieformen sind ohne Gefahrdung der Gesundheit und der Umwelt sowohl in
Haushalt als auch Industrie und Mobilitat anwendbar. Im Gegensatz zu Wasserstoff ist
grine Energie jedoch nicht unbegrenzt speicherbar [Klell et al., 2018].

Im Vergleich zu fossilen Kraftstoffen konnte die Produktion von Wasserstoff mit
Bakterien, wie beispielsweise Rhodobacter sphaeroides, in naher Zukunft durch
ausgereifte Technologien viel héhere Mengen an potentiellem Kraftstoff zur Verfligung
stellen [Benemann et al., 1977]. Bei der Erzeugung von Wasserstoff mittels
Sonnenenergie durch Photosynthese von Mikroorganismen belaufen sich die Kosten zur
Herstellung nicht nur auf die Sonnenstundenzahl, sondern auch auf die Anschaffung und
Wartung der Anlagen sowie das eingebrachte organische Substrat. Diese Kosten miissen
durch entsprechende Einnahmen gedeckt werden. Die Sonnenstundenzahl kann zudem
die Ausbeute an Wasserstoff in sonnenreicheren Gebieten stark erhéhen [Leitinger und
Brauner, 2006].

Eine Perspektive der Zukunft ist die Erzeugung des griinen Wasserstoffs durch
Kultivierung von Algen und Mikroorganismen durch Nutzung des Sonnenlichts sowie
Biomasse [Niederhausen und Burkert, 2014].
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1.1.3 Wasserstoffaufreinigung

Um den durch Photo- und Dunkelfermentation bzw. Biophotolyse produzierten
Wasserstoff fir weitere Anwendungszwecke nutzen zu konnen, muss das Rohgas
zun&chst vollstandig aufgereinigt und konditioniert werden. Das Gasgemisch enthalt auch
storende Gase, wie CO, CO; und CHs, die eine weitere Nutzung des Wasserstoffs
behindern. Neben den genannten Gasen befinden sich auch Stickstoffverbindungen wie
Ammoniak (NHs3), Cyanwasserstoff (HCN) und Halogenverbindungen im Gasgemisch
[Boukis et al., 2004]. Das Gas muss einen hohen Reinheitswert besitzen, da diese
storenden Gaskomponenten die Wirksamkeit von Katalysatoren negativ beeinflussen
kdnnen [Gellert, 2013]. Zur Aufreinigung des Gasgemischs dient die Dampfreformierung
[Boukis et al., 2004].

Das CO> wird zu groRen Teilen vom Wasserstoff mittels Ausfallung durch 50 %iges
Kaliumhydroxid getrennt [Binnewies et al.,, 2016]. Zur Uberprifung der
Zusammensetzung des Gasgemisches dient ein Gaschromatograph. Durch diesen kann

der Reinheitswert, in Bezug auf Wasserstoff, ermittelt werden [Boukis et al., 2004].
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1.2 Rhodobacter sphaeroides 2.4.1

1.2.1 Phylogenie und Stoffwechselvielfalt

Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 ist ein Purpur Nichtschwefelbakterium, welches in
(tiefen) Seen, stehenden Gewaéssern und Flussen vorkommt. R. sphaeroides besitzt eine
Lange von 0,2 bis 0,5 um sowie einen GC-Gehalt zwischen 65 und 69 % [Metz, 2010].
Das fakultativ anaerobe gram-negative Proteobakterium kann sowohl unter
photosynthetischen als auch heterotrophen aeroben, semiaeroben und anaeroben
Bedingungen  wachsen  [Vermeglio und Joliot, 1999]. Bei geeigneten
Wachstumsparametern (pH-Wert, Temperatur, Nahrstoffangebot etc.) produziert R.
sphaeroides gasformiges H, uUber das Enzym Nitrogenase durch Stickstofffixierung.
Weichen diese Parameter zu stark ab, synthetisiert der Organismus kein Gas inklusive H>
[Kontur et al., 2011]. Ein Mangel an Schwefel in der Kultur tragt zur Synthese von H»
bei [Wiegleb, 2016]. Der Modellorganismus nutzt zur Wasserstoffproduktion sowie zum
Wachstum und zur Stoffbildung Energie [Tippkotter, 2016], die durch die Photosynthese
bzw. das Sonnenlicht bereitgestellt wird [Vermeglio und Joliot, 1999].

In Bezug auf diese Arbeit soll R. sphaeroides durch Nutzung der Lichtenergie und
Obstsaften, welche als Substrate dienen, Biowasserstoff produzieren. Die Safte sollen
spater durch Obst- und Gemuseabfalle ersetzt werden.

Der Modellorganismus, welcher in Abbildung 3 dargestellt ist, dient zur Untersuchung
der photooxidativen Stressantwort [Berghoff, 2012], da Gene durch diesen Stress in der
Lage sind, ihr Expressionslevel zu verdndern [Metz, 2010]. Zu diesem oxidativen Stress
zahlen abiotische Faktoren, wie die Lichtintensitat, Temperatur und Néhrstoffangebote,
sowie andere Mikroorganismen, welche die Kaultivierung von R. sphaeroides

beeinflussen [Reddy und Raghavendra, 2006].
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Abbildung 3: Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 [URL 1]

1.2.2 Wasserstoffsynthese

Die Photofermentation beschreibt die Kultivierung eines Organismus unter phototrophen
Bedingungen. Diese steht in Zusammenhang mit der Photosynthese und der
Stickstofffixierung im Enzym Nitrogenase. Die Photosynthese stellt ATP durch
Sonnenenergie zur Verfligung, welche zur Photofermentation benétigt wird. Die
Wachstumsparameter bei der Kultvierung mussen fur den Organismus angepasst werden,
sodass dieser durch Stickstofffixierung Wasserstoff synthetisieren kann [Kontur et al.,
2011].

Steht R. sphaeroides kein Sauerstoff zur Verfugung, findet eine Genexpression flr die
Herstellung eines Photosyntheseapparats statt. Somit ist das Bakterium zur anoxygenen
Photosynthese befahigt [Metz, 2010]. Bei der Photolyse wird Wasserstoff gebildet, um
einen Ausgleich der Elektronenbilanz zwischen Oxidation und Reduktion zu erreichen
[Wiegleb, 2016].

Photosynthetische Bakterien kdénnen den Wasserstoff nachhaltig aus Bioabfallen,
beispielsweise Obst- und Gemiseabfallen, die dem Bakterium als organisches Substrat
dienen, produzieren. Damit jedoch Gas, hauptséachlich bestehend aus Hz und CO., aus
photosynthetischen Bakterien, wie R. sphaeroides, unter anaeroben Bedingungen
gebildet werden kann, ist das Enzym Nitrogenase notwendig [Franchi et al., 2004].

Die Wachstumsparameter beeinflussen die Hz-Produktion aufgrund des veranderlichen
Stickstoffgehalts und der Zelldichte. Zum anderen wird die Photosynthese von der

Lichtintensitdt beschrankt. Dies bedeutet, dass das Wachstum von einigen
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Mikroorganismen, wie beispielsweise R. sphaeroides, sowie Algen durch
Lichtlimitierung negativ beeinflusst werden kann [Franchi et al.,, 2004]. Diese
Lichtverluste, beispielsweise in Form von Reflexion, bewirken bei der Kultivierung, dass
nur ~45 % der Lichtintensitat fur das Wachstum phototropher Organismen genutzt
werden kann. Diese Verminderung an Lichtenergie entsteht durch die Tribung der
Flussigkultur. Die Lichtstrahlen werden durch die Molekile starker absorbiert und
gebrochen [Benemann et al., 1977]. Nimmt die Intensitit des Lichts ab, ist dies im
Umkehrschluss durch eine Senkung der Aktivitat des Nitrogenaseenzyms und der damit
verbundenen Wasserstoffproduktion zu erkennen [Tao et al., 2008].

Einen ebenfalls limitierenden Faktor in Bezug auf die Produktion von Wasserstoff stellt
die Auswahl an Kohlenstoffquellen in Form von Glucose, Fructose, Saccharose etc. dar,
da nur bestimmte Kohlenstoffquellen vom Organismus zur Synthese von Hz genutzt
werden konnen. R. sphaeroides nutzt zum Wachstum unter anderem Kohlenstoffquellen

wie Glutaminséure, Succinat, Lactat, Acetat und Glucose [Tao et al., 2008].

1.2.3 Aufbau des Photosyntheseapparats

Die  Komponenten des photosynthetischen  Apparats ermdéglichen  den
Elektronentransport, welcher zur Wasserstoffproduktion sowie zur PHB-Synthese dient
[Vermeglio und Joliot, 1999]. Da R. sphaeroides ein Prokaryot ist, finden alle Prozesse
im Cytoplasma statt [Tippkotter, 2016].

Der Photosyntheseapparat befindet sich innerhalb der Membran (Abbildung 4 — Kapitel
1.2.4) und ist aus unterschiedlichen Proteinkomplexen aufgebaut. Zu diesen
Komponenten zéhlen die Lichtsammelkomplexe (LHC) I und Il sowie ein Cytbcl-
Komplex und ein Reaktionszentrum (RC) [Vermeglio und Joliot, 1999].

Es sind sogenannte ICM-Vesikel vorhanden, welche sich von der Zellmembran bis ins
Cytoplasma erstrecken. In diesen Vesikeln betreibt der Organismus R. sphaeroides unter
anaeroben Bedingungen Photosynthese. Diese Vesikel bestehen aus einem LHC | und
einem LHC Il. Die Lichtsammelkomplexe Il umgeben 14 Komplexe der LHC 1. Diese
wiederum rahmen teilweise ein RC ringférmig ein [Metz, 2010]. Die LHC bzw. jedes
dieser Antennenmolekiile, absorbieren und akkumulieren die Lichtenergie in Form von
Lichtquanten (Photonen) [Kayser und Averesch, 2015] und Ubertragen diese auf das RC
[Miyake et al., 1999], wo diese in chemische Energie umgewandelt werden [Hallenbeck
und Benemann, 2011]. Dadurch wird das RC aktiviert [Kayser und Averesch, 2015] und

10
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zundchst oxidiert. Durch die von Cytochromen und Chinonen zur Verfligung gestellten
Elektronen, welche im RC vorkommen, wird das Reaktionszentrum reduziert. Somit kann
ein Protonengradient synthetisiert werden, welcher zur Herstellung von ATP aus der
Energie des Lichtes dient [Metz, 2010].
Das RC ist ein Membranprotein-Komplex und sowohl aus drei Proteinuntereinheiten
(L,H,M) als auch verschiedenen Cofaktoren aufgebaut [Allen et al., 1987].
Je mehr Antennenmolekile vorliegen, desto groRer ist die Flache zur Lichtabsorption
[Vermeglio und Joliot, 1999].
Damit sich der Photosyntheseapparat ausbilden kann, werden verschiedene Gene
benotigt, die sich in einem sogenannten photosynthetischen Gencluster befinden. Zu
diesen Genen gehoren zum einen die Gene fur die Bakteriochlorophyll- und die
Carotinoidsynthese sowie die Gene der Proteine fur das LHC | und das RC. Auf3erhalb
dieses Genclusters befinden sich zum anderen die Strukturproteine des LHC Il [Metz,
2010].
Das in der Kultur enthaltene Wasser wird mittels der Ubertragenen umgewandelten
Lichtenergie im RC in Wasserstoffprotonen und Sauerstoffprotonen sowie Elektronen
gespalten. Dieser Vorgang wird als Photolyse bezeichnet und wird durch folgende Formel
beschrieben [Kayser und Averesch, 2015]:

2H,0 »4H " +4e +0,
Das RC ermdglicht somit einen Transport der Elektronen vom Donator zum Akzeptor
[Allen et al., 1987]. Je schneller der Elektronentransport verlauft, desto hoher ist die
Menge an zur Verfligung gestellten Lichtquanten [Vermeglio und Joliot, 1999]. Protonen
und Elektronen werden durch das Enzym Nitrogenase im anschlielenden Schritt der
Stickstofffixierung sowie durch den Kohlenhydratstoffwechsel und das Enzym

Hydrogenase verwertet [Kontur et al., 2011].

1.2.4 Wasserstoffproduktion durch die Stickstofffixierung und Wasserstoffrecycling

Die Wasserstoffproduktion ist sowohl von den Enzymen Nitrogenase und der
membrangebundenen Hydrogenase als auch vom Kohlenhydratstoffwechsel abhangig

[Kontur et al., 2011]. Diese Vorgénge sind in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Prozess der Wasserstoffproduktion und PHB-Synthese [Graphik abgewandelt aus
Franchi et al., 2004]

Wasserstoff wird durch den Organismus R. sphaeroides mittels Sonnenlicht und organischen S&uren als
Substrat durch den Prozess der Stickstofffixierung realisiert. Neben der Wasserstoffbildung wird PHB
synthetisiert [Franchi et al., 2004].

Die membrangebundene Hydrogenase (Ni-Fe) besteht aus einer groRen (hupL) und einer
kleinen (hupS) Proteinuntereinheit [Franchi et al., 2004]. Die Hydrogenase als
Katalysator fiir die Ubertragung von Elektronen auf Protonen (H*) wird aufgrund der
Abwesenheit von Schwefel sowie Luft synthetisiert [Rogner und Happe, 2010].

Der Nitrogenase-Komplex besteht sowohl aus einem Molybdan-Eisen-Protein
(Dinitrogenase) als auch aus einer kleineren Eisen-Untereinheit (Dinitrogenase-
Reduktase) [Franchi et al., 2004] und kommt ausschlieflich in Prokaryoten vor
[Hallenbeck und Benemann, 2011].

Zum Uberleben von Mikroorganismen sind Stickstoffverbindungen notwendig, welche
durch das Enzym Nitrogenase gebunden und in Form von NHs fur den Stoffwechsel des
Organismus zur Verfligung gestellt werden [Schneider und Muller, 1999]. Durch die
Fixierung des Stickstoffs kdnnen R. sphaeroides sowie andere phototrophe Bakterien in
néhrstoffarmen Habitaten wachsen [Tippkotter, 2016].

12
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Die Stickstofffixierung kann durch folgende Gleichung beschrieben werden [Fritsche,
2016; Cypionka, 2010]:
N, + 8H* + 8¢~ + 16 ATP 4+ 16 H,0 — 2 NH; + H, + 16 ADP + H,PO,

Die Entstehung von H: basiert auf dem Elektronentransport aufgrund von zelluldren
Prozessen [Kontur et al., 2011]. Die Ausbeute an Wasserstoff ist von der Menge der
verwendeten Elektronen fur das Enzym Nitrogenase, sowie der Auswahl des
Mikroorganismus abhangig [Hallenbeck und Benemann, 2011]. Der Prozess der
Stickstofffixierung ist in den Abbildungen 4 und 5 dargestellt.

Die gesamte Reaktion der Fixierung des Stickstoffs und der Ammoniakbildung
vollstrecken sich im Molybdén-Eisen-Protein (Dinitrogenase). Im Eisen-Protein wird im
Prozess der Stickstoffreduktion Wasserstoff synthetisiert [Schneider und Miiller, 1999].
Als Reduktionsmittel fir den Eisen-Protein-Komplex dient Ferredoxin [Kontur et al.,
2011], welches die erforderlichen Elektronen fiir die Dinitrogenase-Reduktase zur
Verfligung stellt. Die Dinitrogenase-Reduktase bindet zunachst an die Dinitrogenase und
ubertragt durch Reduktion Elektronen auf diese [Steinborn, 2010]. Es erfolgt mittels zwei
Elektronen eine Reduktion von zwei Wasserstoffprotonen zu Wasserstoff. Der
molekulare Wasserstoff wird durch den vorhandenen fixierten Stickstoff aus dem aktiven
Zentrum entfernt, sodass dieser zu NHs reduziert wird [Fritsche, 2016]. Dafir ist ATP
notwendig, welches durch die Funktion des Photosyntheseapparats zur Verfiigung
gestellt wird [Hallenbeck und Benemann, 2011]. ATP kann aufgrund einer speziellen
Bindungsstelle an der Eisen-Untereinheit anlagern. Im Anschluss I6st sich die Reduktase

wieder von der Dinitrogenase [Schneider und Mdller, 1999].
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H, 16ADP

Abbildung 5: Wasserstoffproduktion durch Stickstofffixierung im Nitrogenasekomplex
Das zur Verfiigung gestellte ATP sowie Elektronen und H*-Protonen werden zur Synthese

von Wasserstoff und Ammoniak verwendet.
Gasformiger Wasserstoff wird bei der Stickstofffixierung nur als Nebenprodukt gebildet
[Kontur et al., 2011].
Das Enzym Hydrogenase kann sowohl als Elektronendonator den von der Nitrogenase
gebildeten Wasserstoff als Reduktionsmittel in Protonen und Elektronen oxidieren als
auch als Elektronenakzeptor die aufgenommenen Protonen und Elektronen in
molekularen Wasserstoff reduzieren. Dies wird anhand folgender Formel verdeutlicht
[Kontur et al., 2011]:

H, © 2HY +2e”
Die bei der Oxidation gebildeten Protonen werden zur Nitrogenase zurtickgefihrt und
erneut in Wasserstoff umgewandelt. Dieser Recyclingprozess der katalysierenden
Hydrogenase ist in Bezug auf die Wasserstoffproduktion stérend [Kontur et al., 2011].
Das Enzym kann durch die Oxidation des H2 zu H*-Protonen einen Teil an Energie und
Elektronen wiedererlangen [Steinborn, 2010]. Je héher sowohl die Enzymaktivitat der
Nitrogenase als auch die ATP-Synthase, desto effektiver kann Wasserstoff synthetisiert
werden [Kontur et al., 2011].
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1.2.5 Synthese der Polyhydroxybuttersdure

Organische S&uren aus Frichten, welche als organisches Substrat dienen, stellen
Elektronen zur Wasserstoffproduktion als auch zur PHB-Synthese zur Verfugung. Die
Synthese des PHB wird ebenfalls in Abbildung 4 (Kapitel 1.2.4) verdeutlicht.

Das Enzym Acetyl-Co A nimmt die Elektronen der organischen Sduren als
Protonenakzeptor auf. Ein Teil der Elektronen wird fur die PHB-Synthase eingesetzt,
welche zur Produktion von PHB dient. Diese bildet sich in Form von cytoplasmatischen
Kdrnchen aus [Franchi et al., 2004]. Sowohl die Herstellung von PHB als auch die
Bildung von Wasserstoff werden zur Entladung der in zu hohen Mengen vorliegenden
Reduktionskraft genutzt. Dies bedeutet, dass Uberschiissige Elektronen abgebaut werden.
PHB ist ein biologisch abbaubares Polymer, welches als Ersatz fur Kunststoffe dient. Die
gezielte Synthese von PHB aus erneuerbaren Energien ist im Vergleich zur
herkdmmlichen Herstellung von Kunststoffen nachhaltiger. Der Polyester wird im
Bakterium bei der Assimilation von Kohlenstoff als Energiespeicher produziert und bei
der Abwesenheit weiterer Energiequellen genutzt [Khatipov et al., 1998].

Es wurde nachgewiesen, dass die PHB-Synthese im synthetischen Medium mit
Milchsaure weitaus geringer ist, als im Medium mit organischem Abfall, da in diesem
Acetat enthalten ist, welches die Synthese von PHB positiv beeinflusst. Es besteht ein
standiger Konkurrenzkampf um die Elektronen zwischen der PHB-Synthase sowie den

Enzymen Nitrogenase und Hydrogenase [Franchi et al., 2004].

1.2.6 Kultivierung

Die Kaultivierung in Referenzmedium als auch Minimalmedien mit definierter
Zusammensetzung dient der Analyse von Stoffwechsel sowie der Genexpression des
Organismus.

Das genutzte Kulturmedium kann sowohl flussig als auch fest (Agar) sein [Fritsche,
2016]. In dieser Arbeit wird flissiges Kulturmedium verwendet.

Zum optimalen Wachstum der Bakterien miissen sowohl chemische Parameter wie
Néahrstoffe, Substrat, pH-Wert als auch physikalische Parameter, wie beispielsweise
Temperatur, beriicksichtigt und auf den Organismus R. sphaeroides angepasst werden
[Fritsche, 2016]. R. sphaeroides zeigt bei einem pH-Wert zwischen 6,80 und 7,20 htchste
Gasentstehungsraten [Tao et al., 2008]. Aus vorangegangenen Versuchen im
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Forschungslabor der Hochschule Mittweida wurde deutlich, dass die N&dhrmedien bei
hoheren pH-Werten schneller ausfallen, sodass bevorzugt ein pH-Wert von 6,8 genutzt
wird.

R. sphaeroides wachst am optimalsten bei Temperaturen um die 25 bis 30 °C und zahlt
somit zu den mesophilen Organismen [Messelh&uf3er, 2010]. Die Lichtintensitét sollte bei
der Kultivierung von Rhodobacter ~ 10 W/m? betragen [Kontur et al., 2011]. Sowohl
Temperatur als auch die Lichtintensitat sind Faktoren, welche das Wachstum des
Organismus am meisten beeinflussen. Das verwendete Substrat sowie dessen eingesetzte
Konzentration beeinflussen den Entstehungsprozess des Wasserstoffs ebenfalls [Reddy
und Raghavendra, 2006].

1.3 Magnetic Induction Cycler

Die Proben der verschiedenen Kulturen sollen mittels des MIC mit Hilfe von
Fluoreszenzmessungen quantifiziert werden. Die Messdaten werden in Echtzeit (engl.
real time) erfasst. Durch ein magnetisches Induktionsfeld werden die eingesetzten Proben
erwarmt. Zur Abkihlung dieser wird mittels eines Ventilators Luft eingeblasen [Bio
Molecular Systems, 2017]. Es l&sst sich die Menge an gebildeten Transkripten fir
bestimmte Gene bestimmen [Jansohn und Rothhamel, 2012]. Es koénnen sowohl
qualitative als auch quantitative Aussagen Uber die Aktivitat der Gene zu einem
bestimmten Zeitpunkt getroffen werden [URL 2]. Das Genexpressionsmuster dient zur
Untersuchung von biologischen Prozessen im Organismus und gibt an, ob und mit
welcher Qualitdt ein Gen zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter definierten
Wachstumsbedingungen exprimiert wurde [URL 3]. Gene sind in der Lage das
Expressionsmuster als Antwort auf verschiedene Umweltparameter zu verandern. Dies
wird durch eine Zu- und Abnahme der Expression verdeutlicht [URL 2]. Die RNA-
Degradation wéhrend der Verarbeitungsschritte flihrt ebenso zu einer Verschiebung des
Genexpressionsmusters [Pfaffl, 2010]. Zu den Proben wird ein Fluoreszenzfarbstoff,
beispielsweise SYBR Green |, hinzugegeben, welcher durch Einlagerung in der dsSDNA
aktiv wird [Schmidt, 2017].

Der MIC bietet die Vorteile, dass er sehr schnelle und genaue Ergebnisse liefert. Des
Weiteren kann cDNA mit einer nur geringen Amplikongrofie verwendet werden. Jeder
Kanal im MIC ist mit einer Hochleistungs-LED ausgestattet, welche zu einer erhdhten

Leistung im Vergleich zu anderen Gerdten beitrégt. Es werden fur den MIC weder
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Referenzfarbstoffe bendtigt, noch sind weitere Kalibrierungen erforderlich [Bio
Molecular Systems, 2017]. Im Vergleich zum Thermocycler kann der MIC eine konstante
Temperaturverteilung ermdglichen. Die entsprechende Software ermdglicht Analysen
durch Berechnungen anhand der grafisch dargestellten Amplifikations- sowie
Schmelzkurven. Somit kann das Schmelzverhalten der Proben sowie die Spezifitét
bestimmt werden. Die Menge der DNA-Amplikons kann anhand der Starke des
Fluoreszenzsignals ermittelt werden. Eine hohe Reproduzierbarkeit stellt hdchste
Prézision in Bezug auf die Quantifizierung sicher. Es ist sowohl die Durchfiihrung der
absoluten als auch der relativen Quantifizierung madglich. Dahingehend kann ein
Unterschied in den Genexpressionslevels zwischen den verschiedenen Proben ermittelt

werden [Bio Molecular Systems, 2017].
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2 Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist das Monitoring der photo-biologischen Wasserstoffproduktion
sowie die Untersuchung von Genexpressionsprofilen der Nitrogenase- und
Hydrogenaseaktivitat mit R. sphaeroides Stamm 2.4.1 HSMW und TUDH2 (interne
Bezeichnung) in Bezug auf verschiedene Wachstumsbedingungen.

In der vorangegangenen Praxismodularbeit wurde die Wasserstoffproduktion durch R.
sphaeroides 2.4.1 HSMW unter phototrophen anaeroben Bedingungen untersucht. In
dieser Arbeit soll zum Vergleich der Gasausbeute und Expressionsunterschiede die
Kultivierung des Proteobakteriums unter Verwendung verschiedener Nahrmedien durch
R. sphaeroides 2.4.1 fur den Stamm TUDHZ2 unter phototrophen anaeroben Bedingungen
durchgefihrt werden. Zu diesen Nahrmedien z&hlen ein Referenzmedium nach Krujatz
et al. 2015, sowie Minimalmedien, die Ananas- oder Traubensaft als organisches
Substrat, eine Vitaminguelle und Flusswasser als Spurenelementersatz enthalten. Die
Kultivierungsbedingungen pH-Wert (Medium) und Lichtintensitat sind auf den
Organismus angepasst. AnschlieBend konnen sowohl die Gasausbeute als auch die
optische Dichte bestimmt und der pH-Wert sowie die Temperatur der Flissigkultur
ermittelt werden. Der Flussigkultur sollen regelmaRig Proben entnommen, Nukleinséuren
(RNA) extrahiert und eine Qualitatskontrolle mit dem Bioanalyzer durchgefihrt werden.
Aus den extrahierten und DNAse-verdauten RNA-Proben der Stamme R. sphaeroides
2.4.1 HSMW und TUDH2 Genexpressionsprofile fur Strukturgene der Nitrogenase und
Hydrogenase mittels gPCR in Hinblick auf die Optimierung der biologischen
Wasserstoffproduktion erstellt werden. Dazu sollen sowohl die gemonitorten Proben
anhand der OD,  Gasausbeute, der  Online-Messdaten  sowie  der
Genexpressionsunterschiede miteinander verglichen werden. Anhand dieser Daten
kodnnen Rickschlisse auf die Kultivierung des Organismus mit den gleichen N&hrmedien

bei einem Scale-Up von einem Reaktorvolumen von 300 ml auf 1,2 | gezogen werden.
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3 Material

In diesem Abschnitt sind sowohl der in der Arbeit verwendete Bakterienstamm als auch
Chemikalien, Enzyme, Kulturmedien, Geréte und Lésungen aufgefuhrt.

3.1 Bakterienstamm

- Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 Wildtyp (DSM-No. 158) Stamm HSMW und TUDH2

3.2 Chemikalien
- 4-Aminobenzoeséure: 50 g, CAS-Nr.: 150-13-0, Alfa Aesar, GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

- Bariumchlorid Dihydrat: 250 g, CAS-Nr.: 10326-27-9, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

- Biotin: 100 mg, CAS-Nr.: 58-85-5, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

- Borsdure: 1 kg, CAS-Nr.: 10043-35-3, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

- Calciumchlorid-Dihydrat: 250 g, LOT: 377696/1 41899, Fluka Chemie AG, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

- Cobalt(Il)-chlorid-Hexahydrat: 100 g, CAS-Nr.: 7791-13-1, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

- Diethylpyrocarbonat (DEPC): 5 ml, CAS-Nr.: 1609-47-8, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

- Dikaliumhydrogenphosphat: 1 kg, LOT: A211204 013, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

- D/L-Milchséure: 100 g, CAS-Nr.. 50-21-5, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

- Di-Natriummolybdat-Dihydrat: 100 g, CAS-Nr.: 10102-40-6, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

- EDTA Eisen(lll)Natriumsalz: 100 g, Batch-Nr.: 047K0155, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland

- Elektrozap™: 250 ml, LOT: 1305018, Ambion®, Austin, USA

- Hefeextrakt: mikrogranuliert, 250 g, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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- Isopropanol: 1 |, Laborchemie Apolda GmbH, Apolda, Deutschland

- Kaliumbromid: 100 g, CAS-Nr.: 7758-02-3, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

- Kaliumdihydrogenphosphat: 250 g, LOT: A215573 015, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

- Kaliumiodid: 250 g, CAS-Nr.: 7681-11-0, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

- KOH: > 85 %, 1 kg, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

- Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat: 1 kg, CAS-Nr.: 7758-99-8, Laborchemie Apolda GmbH,
Apolda, Deutschland

- Lithiumchlorid: 250 g, CAS-Nr-: 7447-41-8, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

- L-Glutaminsdure: 100 g, Batch-Nr.: 2111250202, Evonik Industries, Ham, Frankreich
- Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat: 100 g, CAS-Nr.: 13446-34-9, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

- Magnesiumsulfat-Heptahydrat: 500 g, LOT: J06180, J.T. Baker ,,Baker Analyzed*®
Reagent, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland

- Natriumacetat: 500 g, CAS-Nr.: 127-09-3, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

- Nicotinséure: 5 g, CAS-Nr.: 59-67-6, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

- Thiaminhydrochlorid: 25 g, CAS-Nr.. 67-03-8, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

- Zinkchlorid: 250 g, CAS-Nr.: 7646-85-7, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

- Zinn(1l)-chlorid Dihydrat: 100 g, CAS-Nr.: 10025-69-1, Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

3.3 Molekularbiologische Reagenzien und Kits

- Agilent RNA 6000 Nano Kit Quick Start Guide, Agilent Technologies, Santa Clara,
USA
Verwendete Reagenzien: Nano Gel Matrix, Nano Dye Konzentrat, Nano
Marker, Standard
- High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits for 200 and 1000 Reactions, Applied
Biosystems, Foster City, USA
Verwendete Reagenzien: Puffer, NTPs, Primer, Reverse Transkriptase
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- iTag™ Universal SYBR® Green Supermix, 1 ml, LOT: L001751 A, Bio-Rad
Laboratories Inc, Munchen, Deutschland
- Master Pure™ Complete DNA und RNA Purification Kit, LOT: MPR — 11141,
Epicentre, Madison, USA

Verwendete Reagenzien:  Tissue and Cell Lysis Solution, MPC Protein

Precipitation Reagent, TE-Puffer

- Multi Scribe Reverse Trancriptase: 100 ul, 50 U/ul, LOT: 1406128, Applied Biosystems
Inc, Darmstadt, Deutschland
- Primerpaare (500 nM) bezogen von biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland:

hupS(for) 5" -atg ttc tac agc cag cgc at-3”

hupS(rev) 5”-ccc ttg cag ccc atc ttg ga-3°

nmiB(for) 5"-atc gga tag tgg aac gac gc-3°
nmiB(rev) 5 -cac gca gga gga gat caa gg-3°

rpoZ(for) 5"-tga caa gaa ccc tgt cgt gg-3”
rpoZ(rev) 5-cca tct gat cct ctt ccg gc-3°

nifH(for) 5"-cat cat ctc gcc cga cat ga-3°
nifH(rev) 5"-gaa gag aac ggc gcc tat ga-3°
- Proteinase K: 20 mg/ml, 1,25 ml (AM2546), LOT: 1305028, Ambion®, Austin, USA
- TURBO DNA-free™ Kit, Applied Biosystems, Foster City, USA
Verwendete Reagenzien: TURBO DNAse, DNAse-Puffer, Inactivation
Reagent
- TURBO™ DNAse: 1,75 ml, 2 U/ul, LOT: 00495851, Thermo Fisher Scientific GmbH,
Langenselbold, Deutschland
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3.4 L6sungen

- Flusswasser: Entnahmestelle: Fluss Zschopau, Rossau, Schénborn-Dreiwerden
- Fruchtsafte Ananas und Traube von Edeka, 100 % Fruchtgehalt

3.5 Gerate

- Autoklav: Varioklav Dampfsterilisation, H+P Labortechnik GmbH, Oberschleil3heim,
Deutschland

- Bioanalyzer: Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies, Santa Clara, USA

- Bioreaktor (mit pH- und Temperatursonde, Online-gesteuert): DURAN® Laborflasche
GL 45, drei Halse, DURAN Group, Wertheim, Deutschland

- Leuchtstoffrohren: Osram L36W/840, Lumilux Cool White, Osram Licht AG,
Miinchen, Deutschland

- Magnetic Induction Cycler (MIC), Bio Molecular Systems (bms), Upper Coomera,
Australien

- Magnetriihrplatte: Heidolph MR 3000, 100 — 1250 U/min, Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland

- NanoVue: NanoVue plus Spektrophometer, General Electric, Boston, USA

- pH-Messgerét: Liquiline M CM42, Endress + Hauser Conducta Waldheim, Deutschland
- Sterilfiltrationsanlage: Inlet Gauge Relief, Pall Life Sciences, New York, Deutschland
(Hochschule Mittweida)

- Thermomixer: HLC (Heap Labor Consult), Bovenden, Deutschland

- Thermocycler: Techne TC-312, Fisher Scientific, Hampton, USA

- Vortexer: Vortex-Genie 2, Scientific Industries Inc., New York, USA

- Zentrifuge: miniSpin plus, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-
Berzdorf

3.6 Kulturmedien

- ATCC-Medium 112 Van Niel’s Yeast Agar (VNY-Medium), ATCC, Manassas, USA

[ad 11]

K2HPO4 1,00 g/l

MgSO4 x 7 H20 1,02 g/l
Hefeextrakt 10,00 g/l

(Agar 20,00 g/l) entfallt
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pH 7,00 bis 7,20
autoklaviert bei 121 °C fir 20 min

- Medium It. Krujatz et al.: Minimalmedium
Fruchtsaft (20%) [ad 150 ml]
Basismedium 10x [ad 50 ml]

K2HPO4 180,00 g/l

KH2PO4 120,00 g/l

MgSO4 x 7 H20 40,00 g/l

CaCl2 x 2 H.0 26,40 g/l
Eisen-EDTA-L0Osung 5x [ad 250 mi]

EDTA Eisen(lll)Natriumsalz 2,30 g/l

- Medium It. Krujatz et al., 2014: Referenzmedium
Basismedium 10x [ad 50 ml]

L-Glutaminséure 30,00 g/l
D/L-Milchsaure 72,00 g/l
K2HPO4 18,00 g/l
KH2PO4 12,00 g/l
MgSO4 x 7 H20 4,00 g/l
CaClz x 2 H.0 2,64 g/l
Eisen-EDTA-L6sung 5x [ad 250 ml]
EDTA Eisen(lll)Natriumsalz 2,30 g/l
Vitaminldsung 10x [ad 5 ml]
4-Aminobenzoesdure 4,00 g/l
Nicotinsdure 20,00 g/l
Biotin 2,00 g/l
Thiaminhydrochlorid 20,00 g/l
Spurenelemente 20x [ad 50 ml]
Manganchlorid Tetrahydrat 0,90 g/l
Kobalt(Il)chlorid Hexahydrat 0,38 g/l
Kupfersulfat Pentahydrat 0,16 g/l
Natriummolybdat Dihydrat 1,00 g/l
Zinkchlorid 0,20 g/l
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Lithiumchlorid
Zinn(I)-chlorid Dihydrat
Borsaure

Kaliumbromid
Kaliumiodid
Bariumchlorid Dihydrat

0,04 g/l
0,04 g/l
0,10 g/l
0,20 g/l
0,20 g/l
0,04 g/l

24



Methoden

4 Methoden

4.1 Herstellung Van Niel’s Yeast-Medium und Dauerkultur

Zur Herstellung einer Dauerkultur wurde das sterilisierte Medium, welches einen pH-
Wert zwischen 7,00 und 7,20 besal, in einer autoklavierten 100 ml-Flasche zu 5 ml Kultur
gegeben. Bei Entnahme der Dauerkultur wurde diese wieder vollstandig mit VNY-
Medium aufgefullt, um mdglichst schnell einen anaeroben Zustand der Kultur

herzustellen.

4.2 Vorbereitung und Beflllung des Reaktors

Zur Herstellung von 150 ml des Referenzmediums fur R. sphaeroides 2.4.1 wurden
zunachst die im Materialteil aufgelisteten Komponenten fur die Herstellung des
Referenzmediums mit DI-Wasser homogen miteinander vermischt. Zu diesen
Komponenten zdhlen 0,23 g L-Glutaminsaure sowie 0,54 g D/L-Milchséure, 750 pl
K2oHPOs-Losung, 750 pl KH2POs-Losung, 750 pl MgSOs x 7 H2O-Losung, 750 pl
CaClz x 2 H20O-Losung, 7,50 ml EDTA-L6sung, 750 pl Vitaminlgsung und 7,50 mi
Spurenelemente.

Fur die Herstellung der Minimalmedien wurden die Spurenelemente sowie das DI-
Wasser durch das Flusswasser und die Vitaminlosung durch 30 ml (entsprechend 20 %
(v/v)) Fruchtsaft, welcher als organisches Substrat Glutaminsaure enthalt, ersetzt. Sowohl
der Ananassaft als auch das Flusswasser wurden vor der Verwendung mittels eines
Papierfilters filtriert. Das Fruchtfleisch als stérende Komponente sowie
Verunreinigungen im Flusswasser konnten dadurch zum Grof3teil entfernt werden.
Nachdem alle Komponenten hinzugegeben wurden, wurde auf 150 ml mit DI-Wasser
(Referenzmedium) oder Flusswasser (Minimalmedium) aufgefillt. Im Anschluss wurde
flr das Gemisch, mittels 2 M KOH-L6sung ein pH-Wert von 6,80 eingestellt und das
Medium steril filtriert.

Damit sich der Organismus an das organische Substrat adaptieren konnte, wurde drei
Tage vor Kultivierungsbeginn eine Vorkultur aus 10 ml Dauerkultur sowie 150 ml des
neuen Nahrmediums in einer sterilen 100 ml-Glasflasche hergestellt. Das Medium wurde
bis zum Rand der Flasche aufgefiillt, um weitestgehend anaerobe Bedingungen zu

gewadhrleisten.
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An Tag 1 der Kultivierung wurde das Nahrmedium mit einem Gesamtvolumen von 1,20 |
hergestellt. Sowohl Vorkultur als auch das frisch hergestellte Medium wurden unter
sterilen Bedingungen zur Kultivierung in den autoklavierten Reaktor berfiihrt. Die
Kultur wurde kontinuierlich mit ~ 150 rpm gerthrt. R. sphaeroides 2.4.1 wurde bei einer
Umgebungstemperatur von ~ 25 bis 30 °C unter Leuchtstoffréhren tber einen Zeitraum
von ~ 95 h nach dem Batch-Verfahren kultiviert. Die Flussigkulturen im Bioreaktor
mussen kontinuierlich gerihrt werden, um eine homogene Durchmischung zu

gewadhrleisten [Hallenbeck und Benemann, 2011].

4.3 Versuchsaufbau der Kultivierung und Monitoring

In Abbildung 6 ist der Versuchsaufbau des Bioreaktors sowie der Kultivierung
dargestellt.

Zu Beginn des Reaktoraufbaus wurden ein langer und ein kurzer Schlauch zum Teil in
den Messzylinder gegeben. Der langere Schlauch diente dazu, um das entstandene H aus
dem Messzylinder zu entnehmen. Der kirzere Schlauch wurde mit dem Bioreaktor
verbunden. Durch diesen gelang das Gas in den Behalter mit der KOH-Ldsung. Fur das
Monitoring wurden sowohl eine Temperatur- als auch eine pH-Wert-Messsonde in den
befullten Reaktor gegeben. Dichtungsringe dienten dazu, dass kein Sauerstoff sowie
Kontaminationen in den Reaktor gelangen konnten. Die Sonden wurden mit einem
Computer verbunden. Mindtlich wurden sowohl die Temperatur als auch der pH-Wert
Online gemessen. Die Monitoring-Messdaten wurden in dem Programm ,,CoolTherm*
erfasst. Das Gas wurde uber einen Filter, welcher eine Kontamination von auf3en in den
Reaktor verhindert, in ein Gefal mit 50 %iger KOH-LOsung geleitet. Ein
Rickschlagventil verhinderte, dass KOH-L6dsung in den Reaktor gelangen konnte. Das
sich im Gas befindliche CO2 wurde in der Losung ausgeféllt und der Wasserstoff in einem
250 ml-Messzylinder aufgefangen.
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Abbildung 6: Versuchsaufbau der Kultivierung

In der Abbildung sind die Messsonden flir die Temperatur und den pH-Wert dargestellt. Es sind die
Leuchtstoffréhren als Lichtquelle im vorderen und hinteren Bereich der Abbildung zu erkennen. Es ist
sowohl der kiirzere Schlauch zur Probenentnahme als auch ein langerer Schlauch, durch welchen das
Gasgemisch in einem Glasgefal mit 50 %iger KOH-L&sung gelangt, dargestellt. Durch diese Lésung

erfolgte eine Reinigung des Gasgemisches durch Ausfallung des CO:..

4.4 Probenahme, Messung optische Dichte und Ermittlung der Gasmenge

Am Probenahmerohr des Bioreaktors wurden mittels einer 10 ml-Spritze Proben
entnommen. In zwei 1,5 ml-Reaktionsgefélie wurden ~ 1 — 1,5 ml Probe gegeben, welche
anschlieBend fiir 5 min bei 6.100 g pelletiert wurden. Der Uberstand wurde abpipettiert
und das Pellet bei - 86 °C eingefroren. Fur die restliche Flussigkultur wurde die OD
photometrisch ermittelt. Aus diesen Messwerten wurde ein Diagramm erstellt, in
welchem die OD als exponentielle Funktion dargestellt ist. Zur Ermittlung der
Gasausbeute wurde der Fullstand im 250 ml-Messzylinder abgelesen. In regelmaligen
Absténden wurde die Gasausbeute bestimmt und ein Diagramm erstellt, welches den
linearen Anstieg der Gasproduktion in mi/h anzeigt.

4.5 Nukleinsaureextraktion

Es wurde eine Nukleinsdureextraktion mittels des ,,MP Complete DNA und RNA
Purification Kit*“ von Epicentre durchgefiihrt. Um eine Degradation der RNA wahrend
der gesamten Extraktion zu vermindern, musste die Probe auf Eis gestellt werden [Metz,
2010]. Zum vorbereiteten Pellet wurden jeweils 50 U Proteinase K sowie 300 pl Solution
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Cell & Tissue pipettiert. AnschlieRend wurde die Probe kurz mittels eines Vortexers
vermischt, bis sich das Pellet gel6st hatte, und fur 2 Minuten bei 65 °C inkubiert. Im
Anschluss erfolgte eine Inkubation der Lésung bei — 20 °C fir eine Minute. Nach der
Zugabe von 250 pl MPC Reagenz wurde die Probe fiir 10 s mittels eines Vortexers
vermischt. Um eine Phasentrennung zwischen Proteinen und Nukleinsduren zu erreichen,
wurde die Probe bei 14.100 g fir 10 min zentrifugiert. Danach war die Interphase, welche
die Proteine enthalt, im unteren Teil des Reaktionsgefalies und die klare Losung, welche
die Nukleinséuren beinhaltet, im oberen Teil manifestiert. Dieser Schritt erfolgte bei
Raumtemperatur (~ 25 bis 30 °C). Sollte die Phasentrennung nicht deutlich erfolgen,
konnte dies durch eine erneute Zugabe von MPC-Reagenz erreicht werden. Es wurde ein
neues Reaktionsgefal mit 500 pl eiskaltem Isopropanol vorbereitet. Der klare Uberstand
wurde nun zum Isopropanol pipettiert und das Gemisch anschlieend 40 x im Kihlblock
invertiert. Zur Sedimentation der Nukleinséduren wurde die Ldsung bei 14.100 g fir
15 min zentrifugiert und der Uberstand vollstandig abpipettiert. Das entstandene weile
Pellet wurde nun mit offenem Deckel 1 min bei 65 °C getrocknet, damit das Isopropanol
vollstandig verdunsten konnte. Danach erfolgte eine Zugabe von 50 pl TE-Puffer zum
Pellet. Dieses Gemisch wurde fur 10min bei 65°C resuspendiert. Die
Nukleinsdaureextraktion wurde sowohl bei den Proben der Dauerkultur des Organismus
R. sphaeroides 2.4.1 als auch fir die eingefrorenen Proben der gemonitorten Kulturen

durchgefihrt. Im Anschluss erfolgte ein DNAse-Verdau.

4.6 DNAse-Verdau

Zum Verdau der DNA wurden nach dem ,, TURBO DNA-free™ Kit" von Applied
Biosystems sowohl 1 ul TURBO DNAse als auch 3 pl DNAse-Puffer zu 30 ul der
extrahierten Probe hinzugegeben. AnschlieBend wurde die Probe fur 30 min bei 37 °C
inkubiert. Nach dieser Zeitspanne wurde erneut 1 pul TURBO DNAse zur Probe pipettiert
und diese bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden 6 pl Inactivation Reagent
hinzugegeben, die Probe bei Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert und gelegentlich
angeschnippst. Die Probe wurde 90 s bei 14.100 g zentrifugiert und 30 pl des
entstandenen Uberstands in ein neues 1,50 ml-ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Die verdaute

Probe, wurde anschlieRend bei - 86 °C gelagert.
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4.7 Agilent 2100 Bioanalyzer

Zur Qualitéatsuberprifung der Proben wurden mittels UV-Spektroskopie im Agilent 2100
Bioanalyzer bei 260 und 280 nm die RNA-Konzentration ermittelt.

Zuné&chst wurden unter RNAse-freien Bedingungen 550 pl Nano Gel Matrix in einen
Spinfilter aus dem ,,Agilent RNA 6000 Nano Kit*“ von Agilent Technologies pipettiert.
Das Gel wurde fir 10 min bei 13.000 g zentrifugiert. Zur Reinigung der Elektroden
wurden zwei Reinigungschips in den Bioanalyzer eingesetzt, zuerst ein Chip mit 350 pl
Elektrodenzap, danach 350 pl DEPC-Wasser. Diese wurden fur je 10 s inkubiert. Dieser
Reinigungsprozess wurde am Ende des Versuches wiederholt.

Die Ladestation wurde mit einem Agilent RNA 6000 Nano Chip vorbereitet. Nachdem
die Nano Gel Matrix zentrifugiert war, wurde diese auf 200 ul Reaktionsgefalie aufgeteilt.
Dafur wurden in jedes GefaR 65 pl Nano Gel Matrix pipettiert. Zur Herstellung der Gel-
Dye-Matrix wurde Nano Dye Konzentrat zunédchst gevortext und herunterzentrifugiert.
Im Anschluss wurde 1 pl Nano Dye Konzentrat in ein Reaktionsgefall mit Gelmatrix
pipettiert. Dieses wurde zur Vermischung von Nano Gel Matrix und Nano Dye
Konzentrat gevortext und anschlief3end fiir 10 min bei 13.000 g zentrifugiert. Die anderen
GefalRe mit Nano Gel Matrix wurden fir diesen Versuch nicht weiter benétigt.

Im néchsten Schritt wurden 9 pl des Gemisches revers in drei mit ,,G* gekennzeichnete
Kandle des Agilent RNA 6000 Nano Chips pipettiert. Es erfolgte eine Zugabe von 5 pl
Nano Marker in alle leeren Kanale. Je 1 pl der Proben wurden in die Kandle, welche den
Nano Marker enthielten, revers pipettiert. Die Kanéle, in welche keine Zugabe der Probe
erfolgte, wurden mit 1 pl Nano Marker aufgefillt. In den Kanal mit dem Leiter-Symbol
wurde 1 pl Standard pipettiert. Der Chip konnte im Bioanalyzer eingelesen und eine

Qualitatskontrolle der Proben in Bezug auf die RNA durchgefuhrt werden.

4.8 Reverse Transkription und cDNA-Fallung

Zur Durchfuhrung einer gPCR musste sowohl eine Reverse Transkription zur
Umwandlung von RNA in cDNA als auch eine Fallung der cDNA vorgenommen werden.
Dies erfolgte nach dem ,,High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit*“ von Applied
Biosystems. Es wurden 2000 ng RNA auf 20 pl Gesamtvolumen eingesetzt. Aus den
RNA-Konzentrationen konnten die einzusetzenden Volumina fur die Reverse

Transkription berechnet werden. Es wurden 2 ul Puffer, 2 pl Primer, 1 ul Reverse
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Transkriptase sowie 0,80 pul dNTPs zum berechneten VVolumen der Probe in kleine
ReaktionsgeféaRe pipettiert und mit Nucleasefreiem Wasser auf 20 ul aufgefillt. Die
Proben wurden zentrifugiert und in den Thermocycler inkubiert. Das Programm der

Reversen Transkription ist in Tabelle 1 dargestellt:

Tabelle 1: Temperaturprogramm der Reversen Transkription

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
1 25 10

2 37 120

3 85 5

4 4 o0

Nach der Reversen Transkription wurden 26,70 ul Isopropanol und 6,70 pl 3 M
Natriumacetat in ReaktionsgeféaRe pipettiert sowie 20 ul der Proben ebenfalls in diese
ReaktionsgefaRe uberfuhrt. Die Proben mussten wahrend der Féallung gekuhlt werden.
Das Gemisch wurde 40 x invertiert und fir 15 min bei 14.100 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet 1 min bei 45 °C getrocknet. Es erfolgte eine
Zugabe von 20 pl Nucleasefreiem Wasser zum Pellet. Dieses Gemisch wurde bei 45 °C
flir 10 min resuspensiert.

Im Anschluss wurden sowohl die Konzentration der cDNA [ng/ul] als auch die
Quotienten Azeor2go Und Azeor23o flir die Proben bei einer Wellenldnge von 260 und 280 nm

mittels des NanoVue ermittelt. Die Proben wurden einmal vermessen.

4.9 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion mittels Magnetic Induction Cycler

Zur Durchfuhrung der gqPCR wurden aus den ermittelten cDNA-Konzentrationen fir ein
Volumen von 20 pl und einer Endkonzentration von 50 ng die einzusetzenden Volumina
der Proben berechnet. Es wurde ein Mix bestehend aus 10 pl SYBR® Green Supermix
sowie 0,5 pl forward und 0,5 pl reverse Primern (nmiB, hupS, rpoZ, nifH) erstellt. Fir
jede Probe wurde ein Triplikatansatz erstellt. In jedes Reaktionsgefall wurden 11 pl Mix,
bestehend aus Primerpaaren und SYBR® Green Supermix, pipettiert. Vom
Gesamtvolumen sowie den berechneten Volumina an Mix und Template konnte die
einzusetzende Menge an Nuleasefreiem Wasser ermittelt werden. Fir jedes Primerpaar
wurde mindestens eine NTC, welche ausschlieBlich SYBR® Green Supermix, ein
Primerpaar und Wasser enthielt, durchgefiihrt. Die Proben wurden in den MIC eingesetzt
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und die freien Kandle mit wassergefillten ReaktionsgefaRen aufgefullt. Die qPCR wurde

nach folgendem Programm (Tabelle 2) durchgefuhrt:
Tabelle 2: Temperaturprogramm der gPCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s]
1 95 10

2 60 60
Zyklen: 40x

Annealing- und Elongationsschritt wurden in diesem Programm miteinander kombiniert.

Im Anschluss wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgeftihrt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitelabschnitt sollen die Ergebnisse des Monitorings (OD, Gasentwicklung,
pH-Wert und Temperatur) fur die Kultivierung mit R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2
diskutiert werden. Es erfolgt ein Vergleich in Bezug auf die untersuchten Parameter sowie
die Genexpressionsaktivitat der Nitrogenase- und Hydrogenaseaktivitdt des Stammes
HSMW aus der vorangegangen Praxismodularbeit mit den Ergebnissen des Stammes
TUDH2. Dies lasst Ruckschlusse auf die Gasproduktion sowie auf
Expressionsunterschiede in Hinblick auf die Optimierung der Gasausbeute zu.

Die Rhodobacter-Stamme HSMW und TUDH2 unterscheiden sich in der Hinsicht, dass
mit Stamm TUDH2 im Vergleich zu HSMW nachweislich mehr Wasserstoff produziert
werden kann. Das Kiirzel ,,H2* steht fiir eine hohere Wasserstoffsynthese. Ein Vergleich
der Gasentwicklung sowie der Aktivitaten von Nitrogenase und Hydrogenase kénnte
Aufschluss geben, ob die erhthte Hz-Produktion zutrifft.

Die Arbeit des Praxismoduls gibt Aufschluss tiber die Wasserstoffproduktion durch R.
sphaeroides 2.4.1 HSMW unter anaeroben phototrophen Kultivierungsbedingungen bei
Verwendung der verschiedenen Nahrmedien Referenzmedium, Medium mit Ananassaft
sowie Medium mit Traubensaft. Es konnten Vergleiche zwischen den Nahrmedien sowie
einem Reaktorvolumen von 300 ml gezogen und diskutiert werden. Aus den
Flussigkulturen wurden sowohl Proben zur OD-Messung sowie fur weitere
Analysezwecke entnommen und die Gasausbeute nach einer CO2-Ausfallung in einer
50 %igen KOH-L6sung in einem 250 ml-Messzylinder ermittelt. Aus den entnommenen
Proben wurde RNA extrahiert und ein DNAse-Verdau durchgefuhrt. Die Proben konnten
anschlieBend auf einem Bioanalyzer auf deren Qualitat analysiert werden.

Beim Vergleich der Kulturen konnte anhand der ermittelten Messdaten festgestellt
werden, dass Rhodobacter unter Kultivierung von Minimalmedien deutlich hohere
Mengen an Wasserstoff produzieren kann. In Bezug auf die Reaktorvolumina konnte
gezeigt werden, dass in einem groReren Reaktor, bei Beachtung des Hohe-Breite-
Verhéltnisses, mehr Wasserstoff produziert wurde. Anhand der Messwerte bezlglich
Gasausbeute sowie optischer Dichte war erkennbar, dass in einem 4-fach groReren
Bioreaktor in Bezug auf die Volumina (1:4) bei vergleichbarer Stundenanzahl mehr Gas
produziert wird, da mehr Bakterienzellen zur Verfugung standen. Aufgrund der konstant
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bleibenden Werte der OD bei den Proben mit einem Volumen von 300 ml lie} sich
schlussfolgern, dass der Organismus schneller den  Stoffwechsel  zur
Wasserstoffproduktion einstellt und dahingehend kein weiteres Gas mehr ohne
Substratzufutterung produzieren konnte.

R. sphaeroides kann sowohl durch G&rung als auch durch Stickstofffixierung Wasserstoff
produzieren. Zur Garung bendtigt dieser jedoch Sauerstoff. Aufgrund semiaerober und
nicht komplett anaerober Bedingungen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
Rhodobacter zu Beginn der Kultivierung auch durch Garung Wasserstoff produziert hat.
Dieser Anteil ist jedoch sehr gering, sodass davon ausgegangen werden kann, dass bei
diesen Kultivierungen hauptsachlich durch Stickstofffixierung Wasserstoff produziert
wurde.

Des Weiteren konnen sich aufgrund der langen Kultivierungszeit Gber mehrere Monate
spontane Mutationen bilden, welche die Wasserstofferzeugung negativ oder positiv
beeinflussen kdnnen [URL 4].

Zum Zeitpunkt der Probenahme kann ebenfalls RNA abgebaut werden, sodass die Proben
umgehend bei - 86 °C nach Verarbeitung eingefroren werden missen.

In Tabelle 3 ist eine Ubersicht zu den Kulturen unter Verwendung von R. sphaeroides
2.4.1 HSMW und TUDHZ2 sowie den dazugehérigen Proben dargestellt:

Tabelle 3: Ubersicht der Probenbezeichnung

Kultur mit Kultur mit Ananasmedium | Kultur mit
Referenzmedium Traubenmedium
HSMW TUDH2 HSMW TUDH2 HSMW TUDH2
Al El Bl H1 C1 Gl

A2 E2 B2 H2 C2 G2

A3 E3 B3 H3 C3 G3

Ad E4 B4 H4 C4 G4

A5 ES B5 H5 C5 G5

A6 E6 B6 H6 C6 G6

- E7 B7 H7 C7 G7

Die Ziffern bestimmen den Zeitpunkt der Probenentnahme. Fiir die Proben B1 bis B7, C1
bis C7, E1 bis E7, G1 bis G7 und H1 bis H7 geben alle ungeraden Zahlen eine
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Probeentnahme am Vormittag und alle geraden Zahlen eine Probeentnahme am
Nachmittag an. Téaglich wurde zweimal die OD gemessen und Proben entnommen. Die
Proben Al und A2 wurden jeweils an aufeinander folgenden Tagen vormittags zum
gleichen Zeitpunkt enthommen. Ab Probe A3 geben alle ungeraden Zahlen eine

Entnahme am Nachmittag und alle geraden Ziffern eine Entnahme am Vormittag an.

5.1 Dauerkultur Rhodobacter sphaeroides

Sobald die Dauerkultur mit dem Organismus R. sphaeroides 2.4.1 und dem dazu
gegebenen VNY-Medium angewachsen ist, verféarbt sich die Kultur rotbréunlich. Bei
aeroben Bedingungen farbt sich die Kultur leicht grin. Je weniger Sauerstoff dem
Organismus zur Verfugung steht, desto groBer ist die Anzahl an gebildeten
Lichtschutzpigmenten, die eine rotbraunliche Farbung hervorrufen [Metz, 2010].
Dahingehend kdnnte ein Spektrum bei verschiedenen Wellenldngen mittels Kalorimetrie
aufgenommen werden, sodass eine objektive Beurteilung der Farbintensitat der
Dauerkulturen in Bezug auf aerobe und anaerobe Bedingungen méglich ist.

Die Kultur wird mit zunehmender Zeit triiber und die Zelldichte nimmt kontinuierlich zu.
Damit liegt eine hohe Menge an Rhodobacter-Zellen in der Kultur vor. Bevor der
Dauerkultur eine Probe entnommen werden kann, sollte diese geschuttelt oder geriihrt
werden, damit sich die Bakterien, die sich auf dem Boden abgesetzt haben, mit der Kultur

homogen vermischt werden.

In Abbildung 7 sind die Dauerkulturen mit R. sphaeroides 2.4.1 dargestellt.

\ ’W/

Abbildung 7: Dauerkulturen des Organismus Rhodobacter
sphaeroides 2.4.1 Stamm HSMW und TUDH2
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5.2 Vergleich der Flussigkulturen mit verschiedenen Nahrmedien fur R. sphaeroides
2.4.1 Stamm TUDH2 und HSMW sowie einem Reaktorvolumen von 300 ml

5.2.1 Ergebnisse der Kultivierung von Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 TUDH2

5.2.1.1 Optische Dichte

In Diagramm 8 sind drei Kurven fur die Flissigkulturen mit Referenzmedium,
Traubensaft und Ananassaft dargestellt, welche die optische Dichte angeben. Die optische
Dichte steigt bei den Kulturen mit Referenzmedium sowie Traubensaft stetig exponentiell
an. Dies wird durch einen konstanten Anstieg des Bakterienwachstums sowie der
Zelldichte begriindet.

Die optische Dichte betrug unmittelbar nach dem Befullen des Reaktors flr die Kultur
mit Referenzmedium als auch fur die Kultur mit Traubensaft 0,37 und die Kultur mit
Ananassaft 0,21. Diese Phase des Wachstums wird als Anlaufphase bzw. Lag-Phase
bezeichnet. Die Bakterien mussen sich zundchst an die neuen Wachstumsparameter
adaptieren. Die Generationszeit ist bei jedem Organismus unterschiedlich, sodass diese
Phase kirzer oder auch langer andauern kann [Fritsche, 2016]. R. sphaeroides 2.4.1
vermehrt sich nur sehr langsam mit einer Zellteilungsrate von ~ 2,50 h [Hermanns, 2014].
Die Kultur mit Traubensaft Ubersteigt den OD-Wert von 2,00 nicht. Die optische Dichte
der Kultur mit Ananassaft erreicht Messwerte von maximal 2,97 und sinkt danach leicht.
Grlnde hierfur sind: Im Schlauch, welcher zur Probenentnahme dient, kann keine
homogene Durchmischung gewéhrleistet werden, sodass diesen Zellen kein organisches
Substrat mehr zur Verfugung steht und sie daraufhin absterben. Wenn die sich im
Entnahmeschlauch befindliche Kulturlésung mit Bakterienzellen nicht durch eine 10 ml-
Spritze zur Probeentnahme in den Reaktor befordert wird, befindet sich zu viel
Flussigkultur mit abgestorbenen Zellen aus dem Schlauch in der Probe, welche ebenfalls
das Messergebnis verfalschen. Eine weitere Mdglichkeit, wodurch dieser abweichende
Messwert entstanden sein konnte, ware ein Messfehler beim Ermitteln der optischen
Dichte. Da die Proben der Flussigkultur aufgrund des Ananassaftes bei jedem
Messvorgang 1:10 verdunnt wurden, konnte ein Verdinnungsfehler zu abweichenden
Ergebnissen gefuhrt haben. Dies wird durch ein Absterben der Bakterienzellen in der
Kultur aufgrund von fehlendem Substrat erklart. Die Kultur mit Referenzmedium erreicht

hohe Messwerte von bis zu 4,43. Im gesamten Kultivierungsverlauf haben sich in dieser
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Kultur mehr Bakterien vermehrt, was sich wiederrum auf die Tribung der Kultur
auswirkt.
Die Kulturen besitzen gegen Ende der Kultivierung eine optische Dichte von 4,43 flr die
Kultur mit Referenzmedium sowie 1,91 fiir die Kultur mit Traubensaft und 2,84 fiir die
Kultur mit Ananassaft. Die Wachstumsphasen der stationdren Phase und Absterbphase
sind anhand der letzten beiden Messwerte der Kultur mit Ananassaft zu erkennen. In der
stationdren Phase nimmt das Wachstum der Zellen aufgrund von fehlendem Substrat
nicht mehr zu und die Bakterien passen sich an, um méglichst lang zu berleben. In der
Absterbphase sinkt die Zelldichte, da dem Organismus kaum noch organisches Substrat
zur Stoffwechselaktivitat zur Verfligung steht. Da im Laufe des Wachstumsprozesses
auch fur den Organismus toxische Abfallprodukte gebildet werden, tragen diese zum
Absterben des Mikroorganismus bei [Fritsche, 2016].
5
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Abbildung 8: Vergleich der optischen Dichte von R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 zwischen den
verschiedenen Nahrmedien: Referenzmedium (Medium It. Krujatz et al., 2014), Medium mit

Ananassaft und Medium mit Traubensaft.
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In Tabelle 4 ist ein Vergleich fiir die optische Dichte nach einem Scale-Up von 300 ml
auf 1,20 | dargestellt. Die Flissigkulturen mit einem Reaktorvolumen von 1,20 | wurden
jeweils fir ~ 94 h kultiviert. Die Flussigkulturen mit einem Volumen von nur 300 ml,
ausgenommen Traube, wurden ~ 85 h fiir das Referenzmedium und ~ 68 h fir das
Medium mit Ananassaft kultiviert. Es ist zu beachten, dass die Kultivierung bei
Verwendung von Ananassaft in einem 300 ml-Reaktor mit Fruchtfleisch und in einem
1,20 I-Reaktor ohne Fruchtfleisch erfolgte. Da die OD in einem kleineren Reaktor héher
ist, kdnnte die Messung durch das Fruchtfleisch beeinflusst worden sein, welches zu einer
Reflektion des Lichtes im Photometer beitragt und damit zu ungenauen Messergebnissen
fuhrt. Beim Vergleich der Ergebnisse zwischen den Reaktorvolumina muss das Hohe-
Breite-Verhéltnis der Bioreaktoren beachtet werden.

Es ist zu erkennen, dass die Messwerte fir alle Kulturen sowohl fir ein
Reaktorendvolumen von 1,20 | sowie einem VVolumen von 300 ml ann&hernd gleich sind.
Dies deutet auf eine optimale Vermehrung von Rhodobacter mit Referenzmedium hin.
Dieser Anstieg der Zelldichte fuhrt jedoch zu einer starken Tribung der Kultur und zu
einer verminderten Gasausbeute. Beim Vergleich der OD zwischen einem
Reaktorvolumen von 1,20 | sowie einem Volumen von 300 ml wird festgestellt, dass die
optische Dichte in einem Bioreaktor mit 300 ml Flissigkultur meist hoher ist als die OD
der Flissigkultur in einem Reaktor mit 1,20 I-Endvolumen. Die verschiedenen Anfangs-
OD-Werte konnen dadurch erklért werden, dass sich Rhodobacter in den Vorkulturen
unter Verwendung verschiedener Nahrmedien unterschiedlich vermehrt hat. Die Zellzahl
steigt sowohl bei einem Volumen von 300 ml als auch bei einem Volumen von 1,20 |
gleich stark an. In das Innere des kleineren Reaktors kdnnen mehr Lichtstrahlen gelangen,
sodass sich nicht nur die Zelldichte aufgrund der steigenden zur Verfuigung stehenden
Lichtmenge erhoht, sondern auch die Gasausbeute positiv beeinflusst wird. Je schmaler
der Bioreaktor, desto optimaler ist die Lichteindringtiefe in den Reaktor und desto mehr
Bakterienzellen konnen Lichtstrahlen zur Wasserstoffproduktion aufnehmen.
Dahingehend ware die Kultivierung unter Verwendung von Rohr- oder Plattenreaktoren
von Vorteil, um eine Erhéhung der Gassynthese zu bewirken.

Gegen Ende der Kultivierung besitzt die Flissigkultur mit Referenzmedium in einem
kleineren Reaktor deutlich hohere OD-Messwerte im Vergleich zu einem Reaktor mit 4-

fach grollerem Volumen. Die Messwerte der optischen Dichte fir die Kulturen mit
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Ananassaft und Traubensaft gegen Ende der Kultivierung sind sowohl fur ein grofieres
als auch ein kleineres Reaktorvolumen annahernd gleich. Im Bioreaktor mit einem
Volumen von 1,20 | kommt es bei Beachtung des Hohe-Breite-Verhaltnisses der
Reaktoren erst nach langerer Kultivierungszeit zu Konkurrenz um das organische
Substrat. Ein kleinerer Reaktor mit einem geringeren Volumen von 300 ml besitzt einen
kleineren Durchmesser als ein groRerer Reaktor, sodass die Lichteindringtiefe ins Innere

des kleineren Reaktors optimaler ist.

Tabelle 4: Vergleich der OD zwischen Bioreaktoren mit 300 ml- und 1,20 | Endvolumen fir R.
sphaeroides 2.4.1 TUDH2

Referenzmedium Medium mit Ananassaft | Medium mit
Traubensaft
Anfangswert | Endwert | Anfangswert | Endwert | Anfangswert | Endwert
ODsso ODsso | ODeso ODsso | ODeso ODsso
1,201 |0,37 4,43 0,21 2,84 0,37 1,94
300 0,41 4,96 0,09 3,01 0,42 1,93
ml

5.2.1.2 Gasentwicklung

Anhand der Werte der optischen Dichte lassen sich Riickschllsse auf die Produktion des
Gases ziehen. Bei zu hohen Messwerten der OD ist die Ausbeute an Gas umso geringer
(Abbildung 10), da die Lichtstrahlen durch die triibe Losung starker absorbiert werden
und den Organismen somit nicht mehr gentigend Licht zur Verfligung steht. Dahingehend
24.1 ausreichend  Stoffwechsel
Wasserstoffproduktion betreiben [Franchi et al., 2004]. Ob Gas durch das Bakterium

kann R. sphaeroides nicht  mehr zur
Rhodobacter produziert wird, ist davon abhangig, welche Stoffwechselwege aktiv sind.
R. sphaeroides 2.4.1 produziert bei passenden Umweltparametern (anaerob)
kontinuierlich Gas, welches als linearer Anstieg in Abbildung 10 zu erkennen ist.

Die Gasproduktion ist anhand der Blaschenbildung als Resultat der Stickstofffixierung
im Bioreaktor in Abbildung 9 zu erkennen [Schneider und Muller, 1999]. Zu Beginn der
Kultivierung konnte diese Blasenbildung auch aufgrund geringer Aktivitat von Garung
entstanden sein. Bei der Ermittlung der Gasausbeute im Messzylinder ergibt sich die
Menge an Gas, wobei durch die 50 %ige KOH-L6sung ein Grofteil des CO- ausgefallt

wurde. Bei der Untersuchung dieses Gasgemisches wirde sich laut Kontur et al. ein

38



Ergebnisse und Diskussion

prozentualer Anteil von 82 bis 94 % an Hz und 6 bis 18 % an CO ergeben [Kontur et al.,

Abbildung 9: Gasentwicklung durch den Organismus R. sphaeroides 2.4.1 in einer Flussigkultur

Im Flaschenhals des Bioreaktors ist ein Biofilm zu erkennen. Dieser entsteht durch abgestorbene
Bakterienzellen. Im vorderen Bereich ist der Filter dargestellt, welcher Kontaminationen in den Reaktor
von aullen ausschlieRen soll.

Die Gasproduktion beginnt bei allen Kulturen nach ~ 20 h. Die Messwerte fir die
Gasausbeuten aller Kulturen weichen nach dieser Kultivierungszeit schon stark
voneinander ab. Wohingegen Rhodobacter nach ~ 30 h mit Referenzmedium nur 3 ml
Gas produziert hat, wurden fiir die Kultur mit Traubensaft nach der gleichen Zeitspanne
~ 430 ml Gas inklusive Wasserstoff synthetisiert. Die Gasproduktion fur die Kultur mit
Ananassaft ist bis zu einer Kultivierungszeit von ~ 29 h gering, nimmt ab diesem
Zeitpunkt jedoch zu. Nach einer Kultivierungszeit von ~ 40 h zeigen sich deutliche
Unterschiede anhand der Gasausbeute bei den Kulturen. Die Kulturen, welche mit
Fruchtsaft kultiviert wurden, produzieren im Vergleich zur Kultur mit Referenzmedium
hohere Mengen an Gas. Anhand des letzten Messwertes der Kultur mit Ananassaft nach
~ 94 h Kultivierung lasst sich schlussfolgern, dass den Organismen kaum noch
organisches Substrat zur Verfligung steht, weshalb diese absterben. Die
Stoffwechselaktivitat sowie die Synthese von H. nehmen dahingehend ab.

Die Formel der linearen Geraden, welche die Gasproduktion verdeutlicht, betragt fur die
Kultur mit Referenzmedium:

y=0,07x-0,23

Die Formel die fur Gerade der Kultur mit Traubensaft betragt:
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y =21,53x — 168,40

Die Formel der Geraden fir die Kultur mit Ananassaft entspricht:

y =7,68x — 68,01

Anhand dieser Formeln kann der Anstieg der Geraden abgelesen werden. Dieser gibt die
durchschnittliche Gasausbeute nach KOH-Ausfallung in ml/h an. Es ergibt sich aus dem
Wachstum von R. sphaeroides 2.4.1 eine durchschnittliche Gasproduktion fir die Kultur
mit Referenzmedium von 0,07 ml/h, fir die Kultur mit Traubensaft 21,53 ml/h und fur
die Kultur mit Ananassaft 7,68 ml/h. Beim Vergleich der durchschnittlichen
Gasausbeuten der Kultur mit Ananassaft und Traubensaft wird deutlich, dass
Rhodobacter mit Traubensaft ~ 3 x mehr Gas produzieren kann. Anhand dessen kénnen
Rickschlisse auf die OD gezogen werden. Je héher die optische Dichte, desto hoher ist
die Ausbeute an Gas. Eine zu starke Triibung der Kultur fuhrt zu hohen optische Dichte
Werten, sodass nur noch vermindert Gas synthetisiert werden kann. Dies ist am Beispiel
der Messwerte der Kultur mit Referenzmedium in Abbildung 10 zu erkennen. Ein
weiterer Grund fir diese geringe Gasentwicklung kénnte eine erhohte PHB-Synthese
sein. Es wurden mehr Elektronen zur Produktion von PHB statt H. verwendet. Griinde
hierfur kdnnten Lichteinschrankungen sowie ein Kohlenstoff- und Stickstoffiiberschuss
sein. Des Weiteren besteht die Mdoglichkeit, dass das Vorhandensein von Acetat und
Ammoniak zur PHB-Synthese beitrdgt und die Wasserstoffproduktion einschrankt
[Franchi et al., 2004]. Durch die Einstellung der PHB-Produktion konnte die
Wasserstoffausbeute aufgrund einer groBeren zur Verfligung stehenden Anzahl an
Elektronen erhéht werden.

Grinde fir die erhdhte Gasproduktion mit Ananassaft und Traubensaft kénnen folgende
sein: Im Obst kdnnte die erhbhte Anwesenheit von Alkaliverbindungen, beispielsweise
K*-lonen, zu einem Anstieg der Wasserstoffproduktion und somit der Gasausbeute
fuhren [Boukis et al., 2004]. Fruchtsaft stellt eine optimalere Né&hrstoffquelle fir
Rhodobacter als Vitaminldosung und Spurenelemente dar. Im Flusswasser befindliche
Alkaliverbindungen kdnnten ebenso zu einer erhohten Wasserstoffsynthese beitragen. Je
mehr Elektronen zur Verfligung stehen, desto effektiver kann die Nitrogenase
Wasserstoff synthetisieren.

Nach ~ 80 h sinkt die Wasserstoffsynthese aufgrund der Einstellung des Stoffwechsels

der Bakterienzellen.
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Abbildung 10: Vergleich der Gasausbeuten von R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 zwischen den
verschiedenen Nahrmedien: Referenzmedium, Medium mit Ananassaft und Medium mit
Traubensaft

In Tabelle 5 ist ein Vergleich der durchschnittlichen Gasproduktion nach KOH-
Ausfallung fur ein Scale-Up von 300 ml auf 1,20 | dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
bei der mit Traubensaft kultivierten Kultur mit einem Reaktorendvolumen von 300 ml
die Gasausbeute in Bezug auf die Reaktorvolumina gering ausfallt. Das Verhéltnis der
Wasserstoffausbeute beim Vergleich der Reaktorvolumina betragt 1:18. In einem
groRReren Reaktor wurde nicht wie vermutet die 4-fache Menge mehr an Hy, sondern 18-
Mal mehr Wasserstoff synthetisiert. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass in einem
300 ml-Reaktor weniger Bakterien zur Verfligung stehen, die Gas synthetisieren kénnen.
Zudem trubt sich die Kultur aufgrund der steigender OD schneller, sodass die
Gasproduktion zunehmend abnimmt. Die Kultur mit Referenzmedium in einem
verhaltnismaRig grofleren Reaktor produziert jedoch nicht wie vermutet mehr, sondern
weniger Gas. Beim Vergleich der Werte der OD sowie der durchschnittlichen
Gasproduktion wird der Zusammenhang deutlich, dass die Synthese von Wasserstoff bei
zu hohen OD-Messwerten gering ausféllt. Dies konnte daran liegen, dass, wie in Kapitel
5.2.1.1 beschrieben, die Eindringtiefe des Lichts im 1,20 I-Reaktor zu gering ist. Eine
weitere Ursache konnte eine erhdhte PHB-Synthese fir die geringe Gaserzeugung
darstellen, sodass mehr Elektronen zur Produktion von PHB genutzt wurden [Franchi et
al., 2004].
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Rhodobacter synthetisiert in einem Reaktor mit einem Volumen von 1,20 | ~ 1,60 Mal
mehr Gas unter Verwendung von Ananassaft als in einem kleineren Reaktor. Da in der
Kultur Messungenauigkeiten aufgrund des Fruchtfleisches auftreten kdnnen, ist eine
verhaltnismaRig verringerte Gasproduktion aufgrund einer geringeren Zelldichte
moglich. In einem 1,20 |-Reaktor wird in Bezug auf das VVolumen keine 4-fach hohere
Gasausbeute erzielt, sodass den Bakterienzellen durch die Filtration des Fruchtfleisches
weniger organisches Substrat zur Verfligung gestanden haben konnte. Eine weitere
Madglichkeit fir die geringe Gasproduktion kdnnte eine anderweitige Verwendung der
Elektronen statt zur Stickstofffixierung sein.

Unter Verwendung des Traubensafts als Ndhrmedium synthetisiert der Organismus sogar
~ 18 Mal mehr Gas inklusive Hz im Vergleich zu einem Reaktorvolumen von 300 ml.
Die Ausbeute an Gas ist somit mehr als 4 Mal so hoch wie vermutet. Auf 1 ml
Reaktorvolumen produziert Rhodobacter in einem 1,20 |-Reaktor 0,02 ml Wasserstoff.
Fur ein Scale-Up von 300 ml bestand die Annahme, dass der Organismus statt 1,18 ml
~ 6 ml Wasserstoff synthetisiert. Griinde fiir die verringerte Gasproduktion wurden in
Kapitel 5.2.1.1 genannt. Bei einem Scale-Up kdénnten somit unter Verwendung von
Traubenabféllen sehr hohe Mengen an Gas erzielt werden. Dies musste jedoch zunéchst
durch weitere Untersuchungen belegt werden. Bei Betrachtung der OD-Messwerte ist zu
erkennen, dass diese flr beide Reaktorvolumina anndhernd gleich sind. Es l&sst sich
schlussfolgern, dass sich die Gasproduktion nicht wie vermutet verhaltnismaRig um die
4-fache Menge erhoht. Dies konnte dadurch begriindet werden, dass eine erhéhte Anzahl
an Alkaliverbindungen in der Kultur vorliegen konnte. Es missten Untersuchungen in
Bezug auf die Zusammensetzung des Flusswassers vorgenommen werden, um zu
uberprifen, inwiefern dieses die Gasproduktion beeintrachtigt. Dies bezieht sich ebenso
auf die verwendeten Fruchtsafte.

In einem groéReren Reaktor in Bezug auf die Reaktorvolumina steht fiir das Wachstum der
Bakterien mehr Platz zur Verfigung. Aufgrund dessen und anhand der Messwerte
bezliglich Gasausbeute sowie optischer Dichte ist erkennbar, dass in einem grof3eren
Bioreaktor bei vergleichbarer Stundenanzahl mehr Gas produziert wird, da mehr
Bakterien zur Verfligung stehen. Eine Bestimmung der Zelldichte, beispielsweise mittels
Zellzahlbestimmung, kdnnte diese Aussage gegenbenfalls bestatigen. Je mehr Zellen sich

in der Kultur befinden, desto weniger Né&hrstoffe stehen diesen noch zur Verflgung.
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Aufgrund des Batch-Verfahrens wird zu der Kultur mit Rhodobacter kein neues Substrat
zugefihrt. Die Zellen kénnen kein Gas mehr produzieren, da sowohl der Stoffwechsel
heruntergefahren als auch das Wachstum eingestellt werden. Die Kultur wird aufgrund
der steigenden Tribe lichtundurchléssig, sodass nicht mehr ausreichend Licht ins Innere
des Reaktors eindringen kann [Fritsche, 2016]. Mit zunehmender Bakteriendichte und
Tribung der Losung kann die Lichteindringung in den Reaktor durch Verwendung eines

schmaleren Reaktors verbessert und die Wasserstoffproduktion erhéht werden.
Tabelle 5: Vergleich der durchschnittlichen Gasproduktion der Flussigkulturen mit verschiedenen

N&hrmedien zwischen Bioreaktoren mit 300 ml- und 1,20 | Endvolumen fiir R. sphaeroides 2.4.1
TUDH2

Referenzmedium Medium mit Medium mit
Ananassaft Traubensaft
1,201 0,07 ml/h 7,68 ml/h 21,53 ml/h
300 ml 1,56 ml/h 4,82 ml/h 1,18 ml/h

ml/h 2 durchschnittliche Wasserstoffproduktion der Kultivierung in Milliliter pro
Stunde

5.2.1.3 Monitoring von pH-Wert und Temperatur

Anhand des Diagrammes 11 sind sowohl die Kurven fur den pH-Wert als auch die
Temperatur fir die Kulturen mit Referenzmedium, Trauben- und Ananassaft dargestellt.
Die Temperatur zu Beginn der Kultivierung ist fur die Kulturen mit Traubensaft und
Ananassaft mit einem Wert von ~ 30 °C deutlich hoher als der Anfangswert von ~ 22 °C
fur die Kultur mit Referenzmedium. Dies l&sst sich dadurch erkléren, dass die
Umgebungstemperatur fir die mit Fruchtsaft kultivierten Kulturen hdher war. Fur die
Kultur mit Referenzmedium schwankt die Temperatur im gesamten Kultivierungsverlauf
zwischen ~ 24 bis 26 °C. In Bezug auf die Temperatur der Kultur mit Traubensaft nimmt
diese zunéchst stark von ~ 26 °C auf 34 °C zu und pendelt sich im Verlauf der
Kultivierung auf ~ 32 bis 34 °C ein. Die Temperaturkurve der Kultur mit Ananassaft
besitzt einen dhnlichen Verlauf. Die Temperatur ist im gesamtem Kultivierungsverlauf
geringer als die der Kultur mit Traubensaft und steigt nicht iber einen Wert von 33 °C.
Es sollte untersucht werden, ob die Wasserstoffproduktion bei konstanter

Umgebungstemperatur erhoht werden kann.
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Der pH-Wert der Kultur mit Referenzmedium nimmt im gesamten Kultivierungsverlauf
stetig bis zu einem Wert von ~ 8,75 zu, wohingegen der pH-Wert der Kultur mit
Traubensaft auf ~ 4,25 und der pH-Wert der Kultur mit Ananassaft auf ~ 4,60 sinkt. Der
pH-Wert der mit Ananassaft kultivierten Kultur nimmt im Vergleich zur Kultur mit
Traubensaft schon ab einer Kultivierungszeit von ~ 5 h ab und verlduft im gesamten
Kultivierungsversuch geradezu konstant. Die Abnahme des pH-Wertes wird durch eine
Zunahme an Bakterien sowie eines damit verbundenen Anstiegs an CO2 begrundet,
welches zum Sinken des pH-Wertes flihrt. Das CO wird beim Kohlenhydratstoffwechsel
des Bakteriums gebildet und fuhrt aufgrund seiner sauren Wirkung zum Sinken des pH-
Wertes. Kohlenstoffdioxid ist ein Nichtmetalloxid und wird somit als saures Oxid
bezeichnet, welches durch die Reaktion mit Wasser in der Flussigkultur Sduren ausbildet.
Die folgende Formel verdeutlicht die saure Wirkung des CO2, wenn sich dieses mittels
Wasser in Hydrogencarbonationen umsetzt [Mortimer und Miiller, 2007]:
COz + Hz0 » H* (5q) + HCO3™

Die Reaktion ist sowohl vom pH-Wert als auch Druck abhéngig [Mortimer und Mdiller,
2007]. Je mehr Zellen zur Verfugung stehen, desto mehr CO wird gebildet. Da der pH-
Wert nach ~ 85 h fiir die mit Fruchtsaft kultivierten Kulturen nur noch geringfiigig sinkt,
kann daraus geschlussfolgert werden, dass der Organismus den Stoffwechsel zur Ha-
Synthese einstellt und kaum noch Gas produziert werden kann. Dadurch wird kein CO-
mehr gebildet, welches den pH-Wert abfallen lasst. Aufgrund der hohen OD in der Kultur
mit Referenzmedium wirde die Vermutung bestehen, dass viel CO. gebildet wird,
wodurch der pH-Wert statt zu steigen sinken sollte. Diese Vermutung wird anhand der
pH-Kurve widerlegt. Eine Mdglichkeit der pH-Zunahme besteht darin, dass Rhodobacter
in der Zeit des Anstiegs Kohlenhydratstoffwechsel in nur geringen Malien betrieben hat,
sodass sich entstandene basisch wirkende Verbindungen im Vergleich zum gebildeten
CO2 im Uberschuss befanden. Der pH-Wert nimmt demzufolge zu. Es ist bekannt, dass
der pH-Wert beim Wildtyp von R. sphaeroides parallel zur PHB-Synthese steigt, sodass
mehr PHB statt Wasserstoff produziert wird [URL 5].
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Abbildung 11: Vergleich der Online-Messdaten von R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 zwischen den
Flussigkulturen mit Referenzmedium, Ananassaft und Traubensaft

Nach ~ 20 h Kaultivierung kann bei Betrachtung der Diagramme 10 und 11 ein
Zusammenhang zwischen der Gasentwicklung bei entsprechender Temperatur und pH-
Wert festgestellt werden. Es ist zu erkennen, dass der Organismus im Bereich der pH-
Abnahme Wasserstoff sowie CO2 produziert [Mortimer und Mauller, 2007]. Die
Gasproduktion ist umso geringer je hoher der pH-Wert ist. Ein Anstieg der Temperatur
sowie die Verwendung von Fruchtsdften konnten ebenfalls zur Steigerung der
Gasproduktion beitragen. Die durchschnittliche Gasproduktion der Kulturen von
7,68 ml/h fir das Medium mit Ananassaft sowie 21,53 ml/h fur das Medium mit
Traubensaft verdeutlichen die erhohte Synthese von H> bei Zugabe von Fruchtsaften
sowie einem pH-Wert zwischen 4,25 und 5,00. Sinkt der pH-Wert aufgrund der
Produktion von CO. zu stark, kann nur noch geringfligig Wasserstoff synthetisiert
werden. Sowohl ein N&hrstoffmangel als auch toxische Nebenprodukte des Bakteriums
und das gebildete CO, fihren zu einer verminderten Gasproduktion. Die niedrige
Gasproduktion von 0,07 ml/h fir die Kultur mit Referenzmedium lasst sich anhand des

pH-Wertes ebenfalls ableiten.
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5.2.2 Vergleich der Optischen Dichte, Gasentwicklung sowie Monitoring fur die
Rhodobacter-Stamme HSMW und TUDH2

5.2.2.1 Optische Dichte und Gasentwicklung

Beim Vergleich der Messwerte der optischen Dichte in Tabelle 6 fur die Kultur mit
Referenzmedium ist auffallig, dass R. sphaeroides Stamm 2.4.1 TUDH2 mehr
Bakterienzellen in der gleichen Kultivierungszeit von ~ 94 h bildet.

Fur die Kulturen mit Referenzmedium werden im Vergleich zu den anderen Kulturen die
hochsten OD-Messwerte erzielt. Dies spiegelt sich anhand der Gasausbeute wider.
Sowohl fir die Kultur mit HSMW als auch fir die Kultur mit TUDH2 ist die
Gasproduktion inklusive Wasserstoff sehr gering. Die starke Trlbung der Ldsung
verringert die Synthese von Wasserstoff und tragt zur Bildung von PHB bei. Griinde daftr
wurden im Kapitel 5.2.1.1 diskutiert.

Es ist ersichtlich, dass sich R. sphaeroides Stamm 2.4.1 TUDH2 mit den zur Verfligung
gestellten N&hrmedien sowie Substrat optimaler vermehrt, als der Stamm HSMW. Die
optische Dichte ist sowohl fir HSMW als auch fur TUDH2 bei Verwendung von
Traubensaft am niedrigsten, gefolgt von Ananassaft und die hochsten Messwerte erlangen
die Kulturen unter Verwendung von Referenzmedium. Aufgrund der in der Kultur héher
vorliegenden Zelldichte kann die Gasausbeute gesteigert werden (Abbildungen 8 und 12).
Mehr Zellen sind in der Lage Wasserstoff zu synthetisieren. Die Lichtintensitat sowie die
Eindringtiefe des Lichtes ins Innere des Reaktors sind jedoch gleichbleibend zu den
vorangegangenen Versuchen der Kulturen mit HSMW. R. sphaeroides konnte bei
Verwendung von schmaleren Bioreaktoren mit einem optimierten Hohe-Breite-
Verhaltnis mehr Wasserstoff produzieren, da die Lichteindringtiefe in den Reaktor
dadurch erhoht wird.

In vorangegangenen Versuchen wurde eine deutliche Zunahme der Gasausbeute bei
Verwendung von Rhodobacter TUDH2 deutlich. Dies konnte anhand der

Kultivierungsversuche in dieser Arbeit nur annéhernd bestétigt werden.
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Abbildung 12: Vergleich der durchschnittlichen Gasproduktion der Flussigkulturen mit
verschiedenen Nahrmedien mit einem Bioreaktorvolumen von 1,20 | fiir R. sphaeroides 2.4.1 HSMW
und TUDH2

Es ist in Bezug auf die durchschnittliche Gasproduktion zu erkennen, dass unter
Verwendung des Mediums mit Traubensaft in einem kleineren Reaktor fir HSMW und
TUDH2 eine annahernd gleiche Gasausbeute erzielt wird (Tabelle 7). Dies ist auch fur
die Kultur mit Referenzmedium filir ein Reaktorendvolumen von 300 ml ersichtlich. Fur
die Kultur mit Ananassaft wird durch Verwendung von TUDH2 eine doppelte
Gasausbeute erzielt (Abbildung 12).

Bei Betrachtung der Gasproduktion in einem 1,20 |-Reaktor ist in Bezug auf die mit
Fruchtséften kultivierten Kulturen erkennbar, dass mit TUDH2 hohere Mengen an Gas
inklusive Wasserstoff synthetisiert werden kdnnen. Die Gasausbeute fur die Kultur mit
Ananassaft ist nur geringfiigig hoher im Vergleich zur Kultur mit HSMW. Unter
Verwendung von Traubensaft als Nahrmedium fir TUDH2 kann fast die doppelte Menge
mehr an Gas produziert werden. In Bezug auf die Verwendung von Fruchtséften als

organisches Substrat steht die Vermutung nahe, dass R. sphaeroides 2.4.1 mehr
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Elektronen zur Wasserstoffproduktion im Enzym Nitrogenase durch organische Sduren
zur Verfiligung gestellt bekommt, als bei Verwendung des Referenzmediums.

R. sphaeroides 2.4.1 Stamm TUDH2 produziert ausschlieRlich fur die Kultur mit
Traubensaft mehr Wasserstoff in einem 1,20 |-Reaktor. In einem 300 ml-Reaktor wird
eine erhohte Gasproduktion beim Vergleich der beiden Stamme einzig fur die Kultur mit
Ananassaft festgestellt. Die Kultivierungsbedingungen der vorangegangenen Versuche
mit R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 weichen zu den Parametern dieser Kultivierungen ab.
Dies konnte einer der Grinde sein, weshalb der Nachweis der erhohten
Wasserstoffsynthese kaum bestétigt werden konnte. Ein optimalerer Vergleich zwischen
diesen beiden Stammen konnte anhand einer Kultivierung unter Verwendung von HSMW
und TUDH2 bei gleichen Bedingungen in Bezug auf pH-Wert, Umgebungstemperatur,

Lichtintensitét, Kultivierungsverfahren, verwendete Fruchtsafte etc. realisiert werden.

Tabelle 6: Vergleich der OD zwischen Bioreaktoren mit 300 ml- und 1,20 | Endvolumen fir R.
sphaeroides 2.4.1 HSMW und TUDH?2

Referenzmedium Medium mit Medium mit
Ananassaft Traubensaft

Anfangswert- HSMW | TUDH2 | HSMW | TUDH2 | HSMW | TUDH2
ODesso
1200 mi 0,28 0,37 0,94 0,21 0,09 0,37
300 ml 0,25 0,41 0,31 0,09 0,27 0,42
Endwert-ODeso
1200 mi 2,79 4,43 2,14 2,84 1,16 1,94
300 ml 3,88 4,96 2,32 3,01 1,70 1,93
HSMW (Hochschule Mittweida)
TUDH2 (Technische Universitat Dresden, H2 & hohere Wasserstoffproduktion)
ml/h 2 durchschnittliche Wasserstoffproduktion der Kultivierung in Milliliter pro
Stunde
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Tabelle 7: Vergleich der durchschnittlichen Gasproduktion der Flussigkulturen mit verschiedenen
N&hrmedien zwischen Bioreaktoren mit 300 ml- und 1,20 | Endvolumen fiir R. sphaeroides 2.4.1
HSMW und TUDH?2

Referenzmedium Medium mit Ananassaft | Medium mit
Traubensaft
HSMW TUDH2 HSMW TUDH2 HSMW | TUDH?2
1200ml | 2,12 ml/h | 0,07 mi/h | 8,95 ml/h | 7,68 mi/h | 11,99 21,53
ml/h ml/h
300 ml 1,57ml/h [ 1,56 ml/h | 2,37ml/h | 4,82ml/h | 1,43ml/h | 1,18 mi/h

HSMW (Hochschule Mittweida)

TUDH2 (Technische Universitat Dresden, H2 2 héhere Wasserstoffproduktion)

ml/h 2 durchschnittliche Wasserstoffproduktion der Kultivierung in Milliliter pro
Stunde

5.2.2.2 Monitoring pH-Wert und Temperatur

Die Diagramme 13 und 14 stellen einen Vergleich der Temperatur- und pH-Kurven fir
die Kulturen Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 HSMW und TUDH2 unter Verwendung
verschiedener Nahrmedien dar.

Bei Betrachtung der Kurven fur den pH-Wert der Kulturen mit Referenzmedium
(TUDHZ2) ist auffallig, dass der pH-Wert im Verlauf der Kultivierung langsam zunimmt.
Fur die Kultur HSMW bleibt der pH-Wert im gesamten Kultivierungsverlauf, bis zur
Kontamination mit 50 %iger KOH-L6sung, mit leichter Tendenz steigend gleich. Dies
konnte dadurch erklart werden, dass ein verminderter Kohlenhydratstoffwechsel, bei
welchem CO: gebildet wird, vorliegt. Da die Gasausbeute flr beide Kulturen gering
ausféllt, wird die PHB-Synthese der Wasserstoffproduktion vorgezogen. Es muiisste
untersucht werden, welche Ursachen zur PHB-Synthese beitragen und wie diese zur
Optimierung der Wasserstoffproduktion unterbunden werden kann.

Der pH-Wert der Kulturen mit Ananassaft nimmt sowohl unter Verwendung von TUDH2
als auch HSMW nach ~ 10 h stark ab und sinkt bis unter einen Wert von 5. Dieser
Kurvenverlauf ist ebenso fiir die Kulturen mit Traubensaft erkennbar. Da die pH-Kurven
sowohl bei HSMW als auch bei TUDH2 unter Verwendung von Minimalmedien keine
gravierenden Abweichungen voneinander besitzen und der pH-Wert im Bereich zwischen

4 bis 5 liegt, kann daraus geschlossen werden, dass der pH-Wert einen hohen Einfluss auf
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die entstandene Gasmenge besitzt. Unter Verwendung von Minimalmedien wird
aufgrund des Kohlenhydratstoffwechsels von Rhodobacter mehr CO> gebildet, welches
zum Sinken des pH-Wertes fiihrte. Die hochsten Gasausbeuten wurden bei einer
Abnahme des pH-Wertes beobachtet. Ab einem bestimmten Wert stellt der Organismus
den Stoffwechsel zur H2-Produktion ein.

Die Umgebungstemperatur war bei den Kultivierungsversuchen mit HSMW niedriger als
bei den Kultivierungen mit TUDHZ2, ausgenommen der Kultur mit Referenzmedium. Die
Temperatur in der Kultur mit Referenzmedium fiir TUDH2 stieg auf ~ 26 °C an. Fr die
Kultur unter Verwendung des Referenzemediums fir HSMW betrug die Temperatur ~
2 °C mehr. Die Temperatur in der Kultur unter Verwendung des Traubenmediums war
im gesamten Verlauf der Kultivierung hoher als unter der Verwendung von
Ananasmedium. Die erhéhte Umgebungstemperatur kénnte ebenso zur Steigerung der
Gasausbeute beitragen. Eine Verdnderung der Umgebungstemperatur war in diesen
Versuchen nicht moglich. Inwiefern Temperatur und pH-Wert Einfluss auf die
Gassynthese besitzen und in welchem Temperaturbereich sich Rhodobacter am
optimalsten vermehren sowie H>-Synthese betreiben kann, mdisste in weiteren
Untersuchungen ermittelt werden.

Da beide Stamme bei gleichen Kaultivierungsbedingungen, ausgenommen der
variierenden Umgebungstemperatur, kultiviert wurden, liegt die Ursache fir eine erhohte
H>-Synthese vermutlich sowohl in der Verwendung des organischen Substrates als auch
an der Umgebungstemperatur, dem Flusswasser als Spurenelementquelle und der
Stoffwechselaktivitat des eingesetzten Rhodobacter-Stammes. Es ist zu vermuten, dass
Rhodobacter TUDH2 unter hohen Temperaturen nicht optimal Stoffwechsel zur
Wasserstoffsynthese betreiben und ausschlieBlich fur die Kultur mit Traubensaft hohere
Mengen an Wasserstoff im Vergleich zu Rhodobacter HSMW synthetisieren konnte. Die
Wasserstoffproduktion sollte sowohl unter konstanten Bedingungen des pH-Wertes
sowie der Umgebungstemperatur in einem fur Rhodobacter geeigneten
Wachstumsbereich untersucht werden, um die Ausbeute an Gas zu erhéhen und um
schllssigere Vergleiche zwischen den Stammen HSMW und TUDH2 zu ziehen. Dies
sollte in schmaleren Bioreaktoren, wie beispielsweise Platten- und Rohrphotoreaktoren,

sowie unter der Durchfiihrung des Chemostat-Verfahrens realisiert werden.
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Abbildung 13: Vergleich der Online-Messdaten von R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 zwischen den
Flassigkulturen mit Referenzmedium, Ananassaft und Traubensaft

40 13
12
35 11
— 10
O
30 -
5 9 o
© =
5 —— =+
Q 8 =5
€ 25
(]
= 7
20 6
5
15 4
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit [h]
e=@==Temperatur - Kultur mit Referenzmedium HSMW Temperatur - Kultur mit Traubensaft HSMW
e=@==Temperatur - Kultur mit Ananassaft HSMW @=@==nH - Kultur mit Referenzmedium HSMW
@@ HH - Kultur mit Ananassaft HSMW @@= nH - Kultur mit Traubensaft HSMW

Abbildung 14: Vergleich der Online-Messdaten von R. sphaeroides 2.4.1 HSMW zwischen den
Flussigkulturen mit Referenzmedium, Ananassaft und Traubensaft
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5.3 Ergebnisse des Agilent 2100 Bioanalyzers

Zur Qualitatstiberprifung der extrahierten und verdauten Proben wurden die Proben
mittels des Agilent 2100 Bioanalyzers auf ihnre RNA-Konzentration analysiert. Die RNA
wurde aus den Proben extrahiert und die DNA verdaut, sodass die RNA analysiert werden
konnte. Der Bioanalyzer dient dazu, um durch Verwendung des Standards die
unbekannten RNA-Konzentrationen sowie die Peaks der 16S-, 14S- und gegebenenfalls
23S-rRNA zu ermitteln.

In den Abbildungen 15, 17 und 19 ist der Standard ganz links aufgezeigt und dient zur
Ermittlung der GréR3en der entstandenen Banden [URL 6].

In den Abbildungen 16, 18 und 20 ist die Fluoreszenz [FU] gegen die Zeit [s] aufgetragen.
Diese sollen im Folgenden erldutert werden.

Nach ~ 23 s ist ein im Vergleich zu den anderen Peaks ein kleinerer Ausschlag (Peak) zu
erkennen. Dieser verdeutlicht die Fluoreszenz des Nano Markers [JABSOM, 2010]. Nach
~ 26 s tritt in den Abbildungen 15, 17 und 19 ein Peak auf, welcher die Degradation der
RNA widerspiegelt. Dies bedeutet, dass die RNA in kleinere maximal 100 bp groRe
Fragmente abgebaut wurde. Der Peak im Bereich von ~ 26 s steht flr die 5S-Region
[Agilent Technologies, 2018]. Nach ~ 38 s sind in allen Diagrammen Peaks zu erkennen,
welche das Vorhandensein der 14S-rRNA kennzeichnen. Es sind in allen Diagrammen
kleine Peaks zwischen den grélReren Ausschlagen des RNA-Abbaus sowie der 14S-rRNA
zu erkennen. Diese verdeutlichen kleine RNA-Fragmente, beispielsweise die 5S- und
5,80S-Untereinheiten, sowie tRNAs [JABSOM, 2010]. Anhand der Konzentrationen in
Bezug auf die Fluoreszenz steht die Vermutung nahe, dass die Peaks mit steigender
Konzentration der RNA an Hoéhe zunehmen. Nach ~ 41s ergibt sich bei allen
Diagrammen ein Peak, welcher auf das Vorhandensein von 16S-rRNA schlielen I&sst. In
den Diagrammen ist ein Ausschlag nach ~ 46 s fiir die 23S-rRNA dargestellt. Diese wird
in diesem Falle nicht detektiert und ist entweder nicht oder nur als geringer Peak zu
erkennen [JABSOM, 2010]. Da die 23S-rRNA in R. sphaeroides prozessiert und zu 14S-
sowie 16S-rRNA umgebaut wird, ist diese nur schwach als Peak zu erkennen. Fur diesen
Umbau ist das Enzym RNAseJ verantwortlich [Rische-Grahl et al., 2014]. Die
FragmentgroRe der jeweiligen RNA-Banden lasst sich anhand der Zeit, nach welcher der
Peak kommt, ableiten [Agilent Technologies, 2018]. Der RNA-Bereich gibt die Flache
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unterhalb der Kurve des gesamten Elektropherogramms wieder. Diese dient zur
Konzentrationsberechnung [Agilent Technologies, 2005].

In den Abbildungen 15 und 16 wurden die Proben E1 bis E7 der Flussigkultur mit
Referenzmedium mittels eines Bioanalyzers auf ihre RNA-Qualitat untersucht.

Anhand des Bandenmusters in Abbildung 15 ist erkennbar, dass alle Proben nur gering
mit Proteinen oder Isopropanol kontaminiert sind. Die Banden der 16S-rRNA im Bereich
von ~ 1500 nt und 14S-rRNA-Banden im Bereich von ~ 1000 nt sind intensiv ausgepragt.
Die Banden der 23S-rRNA im Bereich von ~ 2900 nt sind im Vergleich nur schwach zu
erkennen. Die Banden fiir die RNA-Degradation im Bereich von ~ 50 nt sind bei allen
Proben maRig stark ausgepragt. DNA ist in dieser Abbildung nicht mehr zu erkennen, da
diese durch den Verdau, welcher vor der Analyse mit dem Bioanalyzer durchgefiihrt wird,
aus den Proben entfernt wurde. Bei der Analyse der Proben wirde DNA zudem die
Kanéle verstopfen.

[nt] Standard El E2 E3 E4 E5 E6 E7
4000 |

+<— 23S-rRNA
2000 |e——

(— — —— — — < | 6S-TRN A

1000 “ 14S-rRNA

e ——— — “ a——— :'"w""""'MWWM‘ r Degradationsbande RNA

|

Abbildung 15: Bandenmuster der Proben einer Flussigkultur mit Referenzmedium des Rhodobacter-
Stammes TUDH2 analysiert mittels des Bioanalyzers
Es sind sowohl die Banden der 23S-, 16S- und 14S-rRNA als auch die Banden der Degradation der RNA

sowie ein Standard mit den dazugehdrigen GrdfRen der Banden in der Abbildung dargestelit.

Bei Betrachtung des Diagrammes 16 wird deutlich, dass die Fluoreszenz bei allen Proben
bei Werten unter 10 FU liegt. Es ist bei der Auswertung der Elektropherogramme zu
beachten, dass eine unterschiedliche Normierung der y-Achsen vorgenommen wurde. Da
die Fluoreszenz bei allen Proben gering ausfallt und keine Unterschiede in Bezug auf die
Konzentrationen zwischen den Proben zu erkennen sind, ist davon auszugehen, dass eine

zu geringe Menge an RNA in der Probe nicht die Ursache fiir den geringen Peak ist. Die
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Proben E4 bis E7 weisen im Vergleich zu den anderen Proben anndhernd hohe RNA-
Konzentrationen mit Werten von Uber 200 ng/ul auf (Tabelle 8). Die RNA-

Konzentrationen fir die Proben betragen:
Tabelle 8: RNA-Konzentrationen der Proben der Flussigkultur von R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 mit

Referenzmedium

Probe RNA-Konzentration [ng/ul]
El 143

E2 185

E3 86

E4 203

E5 266

E6 461

E7 250

Die Probe E6 weist in Anbetracht der gesamten Proben der Flissigkultur mit
Referenzmedium die hochste RNA-Konzentration auf.

Bei allen Proben erfolgte ein in Korrelation zur Peakhthe der 14S-, 16S- und 23S-rRNA
geringer bis méRiger RNA-Abbau. In allen Proben sind sowohl der Ausschlag flr die
14S- und 16S-rRNA als auch ein Peak fur die 23S-rRNA vorhanden. Bei diesen beiden
Proben liegt ein geringer Peak fiir das VVorhandensein von 23S-rRNA vor. Je kleiner der
Peak der 16S-Region, desto geringer ist die Menge an intakter RNA [JABSOM, 2010].
Dies lasst sich anhand der Konzentrationen bestatigen. Je hoher die Degradation der RNA
und somit auch der entsprechende Peak ist, desto kleiner ist der Ausschlag fiir die 16S-
rRNA [Agilent Technologies, 2018]. Es steht fur die Probe E3 weniger intakte Gesamt-
RNA im Vergleich zu den anderen Proben zur Verfiigung, welches sich anhand der
geringen Fluoreszenz sowie Konzentration ableiten l&sst. Je kleiner die Flache unterhalb
der Basislinie ist, desto weniger RNA ist vorhanden. Der Bereich zwischen ~ 29 s und
dem Ausschlag der 16S-rRNA ist frei von kleineren RNA-Fragmenten und RNA-
Untereinheiten. Die Basislinie gibt somit die Qualitdt der RNA wieder. Es kdnnen alle

Proben flr weitere Analysen genutzt werden.
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Abbildung 16: Beurteilung der RNA-Qualitéat der Proben einer Flussigkultur mit Referenzmedium

des Rhodobacter-Stammes TUDH2 anhand von Elektropherogrammen

A. Probe E1
G. Probe E7.

B. Probe E2

C. Probe E3

D. Probe E4

E. Probe E5 F. Probe E6
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In den Abbildungen 17 und 18 sind die Proben G1 bis G7 nach einer Analyse mittels des
Bioanalyzers aufgezeigt. Diese Proben entstammen der Flussigkultur, welche mit
Traubensaft als organischem Substrat angesetzt wurde. Alle Proben besitzen
Konzentrationen von ber 190 ng/pl (Tabelle 9). Die RNA-Konzentrationen fur die

Proben betragen:
Tabelle 9: RNA-Konzentrationen der Proben der Flissigkultur von R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 mit

Traubensaft
Probe RNA-Konzentration [ng/pl]
G1 240
G2 201
G3 190
G4 230
G5 345
G6 504
G7 492

Die Probe G3 weist mit 190 ng/ul die niedrigste und die Probe G6 mit 504 ng/ul die
hochste Konzentration auf.

Bei Betrachtung der Intensitat und Auspragung der 16S-rRNA und der 23S-rRNA-
Banden in Abbildung 17 ist zu erkennen, dass die Proben vermutlich hohe Mengen an
intakter Gesamt-RNA aufweisen, da diese sehr stark hervortreten. Lediglich die Banden
der 14S-rRNA sind deutlich weniger intensiv. Die Banden der 23S- und 16S-rRNA sind
leicht auslaufend, was auf eine Kontamination, beispielsweise mit Artefakten sowie
Proteinen und Isopropanol, hindeutet. Fir die Proben G5 bis G7 sind die Banden der 23S-
rRNA weniger stark ausgepragt und verwaschen. Beim Vergleich der Proben,
beispielsweise in Bezug auf die Proben E6 und G6, kann festgestellt werden, dass die
Intensitéat der Banden keine Auskunft (iber die Menge an Template in der Probe gibt. Die
Probe G6 besitzt im Vergleich zur Probe E6 eine hohere RNA-Konzentration. Die Bande
der RNA-Degradation ist fur die Probe G6 jedoch intensiver ausgepréagt. Dies l&sst
vermuten, dass in dieser Probe zu Beginn der Probeentnahme mehr Nukleinséuren
vorlagen, sodass auch nach einem hohen Abbau noch ausreichend RNA zur Verfligung

stand. Im Vergleich zum Bandenmuster der Proben E1 bis E7 ist diese Kontamination
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anhand der dunkleren kleinen Banden zu erkennen. AusschlieRlich fir Probe G4 entsteht
im Bereich von ~ 100 nt eine Bande. Eine hohe Degradation an RNA waéhrend der
Verarbeitung der Proben ist ebenfalls anhand der intensiv ausgepragten Banden zu
erkennen.

[nt] Standard G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
4000 | i

et —— p— | ] «— 23S8-rRNA
2000

I [— —— — — ey — 1 6S-TRNA

1000 U — «— 14S-rRNA

200 =

A IR S (— f— — N < Degradationsbande RNA

Abbildung 17: Bandenmuster der Proben einer Flussigkultur mit Traubenmedium des Rhodobacter-

Stammes TUDHZ2 analysiert mittels des Bioanalyzers

Bei Betrachtung der Abbildung 18 sind in allen Proben sowohl der Ausschlag fur die 16S-
rRNA als auch ein Peak flr die 23S-rRNA vorhanden. Es liegt ein geringer Peak fur das
Vorhandensein von 14S-rRNA in allen Proben vor. Der Peak der 23S-rRNA ist im
Vergleich zu den Proben E1 bis E7 deutlich hoher. Dies lasst darauf schliel3en, dass
aufgrund des geringen Ausschlags fur die 14S-rRNA weniger 23S-rRNA zu 16S- und
14S-rRNA umgebaut wurde. Bei allen Proben ist der Peak der RNA-Degradation hoher
als die Peaks der 16S-rRNA, sodass darauf geschlossen werden kann, dass in den Proben
eine hohe RNA-Degradation stattfand. Ein Grund dafir ist die hohe
Umgebungstemperatur im Labor, welche eine Kuhlung der Proben wéhrend der
Verarbeitung erschwert. Des Weiteren flihrt eine geringere Ausgangsmenge an RNA zum
Zeitpunkt der Probenahme zu diesen unterschiedlichen Ergebnissen. Bei Betrachtung der
Basislinie ist eine hohe Kontamination, beispielsweise mit Artefakten oder Proteinen
sowie Isopropanol, zu erkennen. Dies spiegelt sich auch, wie erwahnt, in Diagramm 17
wider. Je flacher die Basislinie zwischen den Peaks des Nano Markers und den
ribosomalen Banden 16S- sowie 23S-rRNA ist, desto reiner ist die Probe [Agilent
Technologies, 2018]. Anhand der Konzentrationen der Proben wird deutlich, dass mit

allen Proben weitere Analysen durchgefiihrt werden kénnen. Im Vergleich zu den Proben
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E1l bis E7 ist anhand der Basislinie zu erkennen, dass die Proben der Kultur mit

Referenzmedium weniger kontaminiert und somit reiner sind. Dies ist fir weitere

Analysen von Vorteil.
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Abbildung 18: Beurteilung der RNA-Qualitét der Proben einer Flussigkultur mit Ananassaft des

Rhodobacter-Stammes TUDH2 anhand von Elektropherogrammen

A. Probe G1 B. Probe G2 C. Probe G3

G. Probe G7.

D. Probe G4 E. Probe G5 F. Probe G6
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Alle aufgetragenen Proben der Abbildungen 19 und 20 gehdren den Dauerkulturen,
kultiviert in VNY-Medium, des Stammes R. sphaeroides 2.4.1. HSMW sowie TUDH2
(2 TUD) an. Die Proben wurden den beiden Dauerkulturen frisch entnommen und
anschlieBend eine Nukleinsdureextraktion durchgefuhrt. Die RNA-Konzentrationen der

Proben untereinander variieren stark. Diese sind in Tabelle 10 dargestellt:

Tabelle 10: RNA-Konzentrationen der Proben zweier Dauerkulturen der R. sphaeroides 2.4.1-
Stamme TUDH2 und HSMW

Probe RNA-Konzentration [ng/ul]
HSMW 445
TUD 153

Bei Betrachtung der Abbildung 19 sind die Banden der 14S- sowie 16S-rRNA intensiv
ausgepragt. Eine Bande, welche das VVorhandensein von 23S-rRNA kennzeichnet, ist in
allen Proben nicht zu erkennen. Es sind leichte Kontaminationen mit Artefakten,
Proteinen oder Isopropanol vorhanden. Eine Degradation der RNA wahrend der

Verarbeitung dieser ist anhand der Intensitit der Banden nur maRig zu erkennen.
[nt] Standard HSMW TUD

2000 [—"

—— —— <— ] 6S-rRNA

1000 « “ 14S-rRNA

200 e

w m <— Degradationsbande RNA

Abbildung 19: Bandenmuster der Proben zweier der Rhodobacter-Stdmme

HSMW und TUDH?2 analysiert mittels des Bioanalyzers

Bei Betrachtung des Diagrammes 20 sind ebenfalls leichte Verunreinigungen zwischen
den Peaks anhand der Ausschlage auf der Basislinie zu erkennen. Bei beiden Proben sind
sowohl die Peaks der 14S- als auch der 16S-rRNA dargestellt. Es konnen beide Proben

fur weitere Analysen genutzt werden.
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Abbildung 20: Beurteilung der RNA-Qualitét der Proben zweier Dauerkulturen der Rhodobacter-
Stamme HSMW und TUDH2 anhand von Elektropherogrammen
A. Probe HSMW B. Probe TUDH2.

Im Folgenden werden sowohl die Entstehung einer Kontamination mit Proteinen und
Isopropanol sowie Ursachen einer Degradation der RNA begriindet.

Eine Kontamination mit Proteinen entsteht, wenn bei der Nukleinsiureextraktion die
Interphase, in welcher sich die Proteine befinden, beriihrt und in das neue Reaktionsgefal
mit Isopropanol tberfihrt wird [URL 7]. Daher dirfen die Proben bei diesem Schritt der
Phasentrennung nicht geschwenkt oder geschuttelt werden, damit sich die beiden Phasen
nicht miteinander vermischen. Um die Trennung zwischen Proteinen und Nukleinsduren
zu verbessern, kénnte mehr MPC-Ldsung zur Phasentrennung eingesetzt werden
[Ausubel et al., 1995]. Die Reinheit der RNA kann durch Entfernen von Isopropanol
sowie einer reduzierten Kontamination mit Proteinen erhoht werden.

Ein Abbau der RNA kann durch vielerlei Mdglichkeiten begrindet werden. Eine
Optimierung der Arbeitsgeschwindigkeit im Umgang mit RNA ist notwendig, um eine
erhohte Degradation zu vermeiden. Ebenfalls wird RNA schnell abgebaut, wenn die
eingefrorenen Probenpellets nach Entnahme im Gefrierschrank vor Zugabe der
Proteinase K und der Lysis Lésung zu lange auftauen konnten. Dies beglnstigt die
Degradation der RNA. Daher sollten Proben immer gekuhlt gelagert werden [URL 8].
Zum anderen tragen RNAsen zum Abbau der RNA bei, welche auf unterschiedlichsten
Wegen, beispielsweise durch Ausscheidungen des Menschen in Form von Atemluft oder
Schweil, sowie durch Chemikalien oder ein Beriihren der Gefélle am Innenbereich des
Deckels, wenn sich am Handschuh RNAsen befunden haben, in die Proben gelangt sein
konnen [URL 9]. Der Abbau wird durch UV-Strahlen negativ beeinflusst und
vorangetrieben. Dahingehend sollten sowohl Extraktion als auch DNAse-Verdau unter
kinstlichem Licht durchgefiihrt werden, da die Wellenldnge der Sonnenstrahlen zum
Abbau der RNA beitragt [Gotz, 2004]. Proteinase K dient nicht nur zum Abbau von
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Proteinen in Zelllysate durch Aufbrechen derer Peptidbindungen, sondern auch zur
Inaktivierung von DNAsen und RNAsen, welche fur den Abbau von DNA und RNA
verantwortlich sind. Somit ist ein weiterer Grund fur die hohe Degradation von DNA und
RNA die Zugabe von zu geringen Mengen Proteinase K [Ausubel et al., 1995]. Je
schneller der enzymatische Zellaufschluss nach Zugabe der Lysis Losung erfolgt, desto
hoher ist die RNA-Ausbeute und -Qualitat in der Probe [URL 10]. Das Homogenisieren
der Proben nach Zugabe der Lysis Losung dient zum Aufbrechen der Zellen, der
sogenannten Zelllyse, um maximale Mengen an RNA aus dieser Zelle zu gewinnen. Die
Zellen missen zur Aufreinigung vollstandig lysiert werden. Findet dieser Prozess nicht
oder in geringem Umfang statt, kénnen nur geringe Mengen an RNA aus der Zelle isoliert
werden [URL 8]. Ebenfalls fuhrt zu wenig Kuhlen der Proben wahrend der gesamten
Extraktion sowie eine fehlende Inkubation bei - 20 °C nach der Zugabe von Proteinase K
und Lysis Solution Tissue & Cell zu einem Verlust der RNA. Durch die fehlende
Inkubation von 1 min kann die Lyse nicht abgebrochen werden. In dieser Zeit der
Inkubation werden in der Probe befindliche RNAsen inaktiviert. Bei fehlender Inkubation
tragen RNAsen, die nicht inaktiviert werden konnten, zur Degradation der RNA bei. Da
einzelstrangige RNA instabiler ist als dsDNA, erfolgt ein schnellerer Abbau. Daher
sollten die Proben immer bei - 86 °C gelagert werden [URL 9].

Da in allen Diagrammen die Fluoreszenz sehr gering ausfallt, liegt die Vermutung nahe,
dass die Reaktionsldsungen des Kits inklusive des Nano Markers im Laufe der Zeit an
Aktivitéat verloren haben und einen geringeren Wirkungsgrad besitzen. Da der betreffende
Peak sehr klein ausfallt, kann die Vermutung, dass der Nano Marker an Aktivitat verloren
hat, bestitigt werden. Die Annahme, dass zu wenig Gesamt-RNA in den Proben
vorhanden ist, wird widerlegt, da die Fluoreszenz auch bei hoéheren RNA-
Konzentrationen gering bleibt. Vergleichswerte zur Hoheangabe der Fluoreszenz kdnnen
der Literaturquelle ,,Agilent Technologies, 2018 entnommen werden.

Im Vergleich zu den Proben des Rhodobacter-Stammes HSMW sind die Konzentrationen
an intakter Gesamt-RNA hoher. Dies wird durch eine optimierte Arbeitsgeschwindigkeit

im Umgang mit RNA erklért.
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5.4 Ergebnisse Messung cDNA-Konzentration

Es wurden sowohl die cDNA-Konzentrationen der Proben als auch die dazugehorigen
Werte mittels eines NanoVue fur die Quotienten Aoeorso und Aoeozo ermittelt
(Tabelle 11).

Der Quotient Azeor2s0 gibt Auskunft iber die Reinheit der Probe. Der Wert fur die Proben
sollte in Bezug auf reine DNA bei ~1,80 bis 2 liegen [Armbrecht, 2013]. Liegt dieser
Wert bei uber 2, deutet dies auf eine Kontamination mit RNA hin. Dies kdnnte dadurch
begrundet werden, dass wéhrend der Reversen Transkription nicht die gesamte RNA in
cDNA umgewandelt werden konnte. Dies wird ebenso durch die verwendeten
Reagenzien beeinflusst. Es geht RNA als Nukleinsdure verloren, welche fir die
weiterfilhrende qPCR signifikant ist.

Die Messwerte der Proben fiir den Quotienten Azeo230 sollten in Bezug auf die DNA bei
> 2 liegen [Armbrecht, 2013]. An diesem lassen sich Kontaminationen der Proben,
beispielsweise mit Isopropanol, erkennen. Die Riickstdnde von Isopropanol beeinflussen
die in der Probe befindliche RNA negativ und fiihren zu nicht optimalen DNA-
Konzentrationen. Dies beeintrachtigt die Ergebnisse weiterfuhrender Analysen,
beispielsweise die gPCR, negativ. Bei der Bestimmung der Konzentrationen und
Quotienten konnen Messfehler des NanoVue zu Messungenauigkeiten fuhren. Des
Weiteren kdnnen in der Probe befindliche DNAsen zum Abbau der cDNA beitragen,
sodass die Konzentration gering ausfallt.

Beim Vergleich der RNA- und cDNA-Konzentrationen ist aufféllig, dass die
Konzentrationen der cDNA geringer sind. Dies lasst sich dadurch erkléren, dass das
eingesetzte Volumen an Template variiert [Jansohn und Rothhémel, 2012]. Fur die
Proben Al und E3 sind die cDNA-Konzentrationen sehr gering. Dies lasst sich zum einen
durch eine geringe Konzentration an Gesamt-RNA in den Proben erklaren. Probe Al
besitzt eine RNA-Konzentration von 51 ng/ul, sodass die Ausgangsmenge an RNA zur
Probenahme schon gering ausfiel. Da die Probe E7 eine hthere RNA-Konzentration von
250 ng/pl aufweist, konnte eine Degradation der RNA zu einer geringen cDNA-
Konzentration geflihrt haben. Eine Auswertung der Ergebnisse sowie eine Ermittlung der
Expressionsunterschiede wird erschwert und st teils nicht moglich. Eine

Umgebungstemperatur von ~ 20 °C sowie eine langer anhaltende Kuhlung der Proben
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kdnnte zu optimaleren Ergebnissen und RNA-Konzentrationen beitragen. Alle Proben

konnten in einer gPCR mittels des MIC analysiert werden.

Tabelle 11: cDNA-Konzentrationen der Proben der Flussigkulturen mit verschiedenen Néahrmedien

und der Dauerkulturen von R.

sphaeroides 2.4.1 TUDH2 und HSMW

Probe cDNA-Konzentration A260280 A260/230
[ng/ui]
Al 45,00 2,00 1,70
A2 187,50 1,96 1,93
A3 100,00 1,94 1,92
Ad 198,50 1,89 1,55
A5 94,00 2,04 1,84
A6 161,00 1,94 2,01
Bl 106,50 1,81 1,84
B2 178,00 1,85 1,85
B3 140,00 1,83 1,82
B4 265,50 1,83 1,86
BS 152,00 1,78 1,94
B6 141,00 1,79 1,96
C1 163,50 191 2,08
C2 164,00 1,85 2,05
C3 120,50 1,94 1,83
C4 125,50 1,92 1,96
C5 130,00 1,90 1,97
C6 150,50 1,96 1,93
HSMW 118,50 2,08 2,19
TUD 100,00 2,04 1,64
El 122,00 2,03 1,82
E2 72,50 2,04 1,67
E3 36,00 2,06 1,13
E4 257,00 2,07 2,03
E5 84,00 2,05 1,77
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E6 159,00 2,01 1,87

E7 117,00 2,05 1,80

5.5 Ergebnisse der Quantitativen PCR mittels des Magnetic Induction Cycler fur
die Proben der Rhodobacter-Stamme HSMW und TUDH2

5.5.1 Auswertung der Amplifikationskurven und Schmelzprofile

Es wurden sowohl die Proben Al bis A6 der Kultur mit Referenzmedium fiir R.
sphaeroides 2.4.1 HSMW als auch die Proben E1 bis E7 der Kultur mit Referenzmedium
fir R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 sowie die Proben der Dauerkulturen fur HSMW und
TUDH2 mittels einer gPCR unter Verwendung der Primerpaare rpoZ, nmiB, hupS und
nifH analysiert.

Die Proben B1 bis B7 der Kultur mit Ananasmedium mit dem Rhodobacter-Stamm
HSMW wurden ebenfalls mittels gPCR analysiert. Die Ergebnisse der Amplifikations-
sowie Schmelzkurven sind jedoch nicht ausreichend repréasentativ aufgrund zu hoher
Kontaminationen durch Artefakte, resultierend aus dem Fruchtfleisch. Das Fruchtfleisch
fuhrte in der vorangegangenen Praxismodularbeit zu Komplikationen wahrend der
Pelletierung nach der Probenentnahme und in weiteren Verarbeitungsschritten, sodass nur
eine sehr geringe Menge an Template in den Proben fir die gPCR vorlag. Dies fihrte zu
nicht optimalen Kurvenverlaufen. Die Verfahrensweise musste dahingehend optimiert
werden, dass das Fruchtfleisch vor Beginn der Kultivierung vom Fruchtsaft getrennt wird.
In Abbildung 21 sind die Amplifikationskurven fir die Proben A2 bis A6 unter
Verwendung des Primerpaares hupS dargestellt. Die Fluoreszenz ist auf der y-Achse und
die Zyklenzahl auf der x-Achse aufgetragen. Probe Al entfallt der Auswertung, da sowohl
die Amplifikations- als auch die Schmelzkurve keine repréasentativen Ergebnisse
aufgrund von zu hoher Kontamination durch Artefakte sowie zu geringen Mengen an
Template in der Probe aufzeigen. Das Pellet zu Beginn der Probenentnahme war zu Kklein,
sodass nur ein geringer Anteil an RNA extrahiert werden konnte. Zur Beseitigung des
Fruchtfleisches konnte der Ananassaft, wie in dieser Arbeit, vor der Kultivierung filtriert
werden. Wird mehr Kultur zur Pelletierung entnommen, kann eine VergréRerung des
Pellets erreicht werden.

In den Diagrammen sind Kurven mit exponentiellem Anstieg aufgrund der stetigen

Messung der Fluoreszenz in jedem Zyklus dargestellt. Die exponentielle Phase, in
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welcher die PCR-Produkte amplifiziert werden, ist zu erkennen [Jansohn und Rothhémel,
2012]. Ab einer bestimmten Zyklenzahl erfolgt keine Verdopplung mehr [Mdller und
Prange, 2016]. Diese Phase wird als Plateauphase bezeichnet [Jansohn und Rothhémel,
2012]. Im Laufe der PCR werden die Reaktionskomponenten verbraucht und die
Polymerase wird inaktiv, sodass sich die Geschwindigkeit der Reaktion in der zweiten
Phase reduziert. Dies ist anhand des leichten Signalanstiegs im oberen Bereich der
Kurven dargestellt [URL 11].

Die Fluoreszenz nimmt kontinuierlich mit steigender Amplifikation zu. Dies bedeutet,
dass ein Anstieg der Fluoreszenzintensitat mit einer Zunahme an gebildeten PCR-
Produkten korreliert. Mit jedem Zyklus verdoppelt sich die Menge an PCR-Produkt.
Anhand der Amplifikationskurve kann die Menge an eingesetzter Zielnukleinsaure in der
Probe bestimmt werden [Schmidt, 2017]. Es wird zudem der Ct-Wert aller Proben
bestimmt. Dieser gibt den Zeitpunkt bzw. Zyklus an, in welchem die erste Messung eines
Fluoreszenzsignals erfolgt. Aus diesen Messdaten lasst sich die relative Quantifizierung
bestimmen, welche das Verhdltnis zwischen der Menge an Ziel- sowie
Referenztranskripten einer gleichen Probe angibt. Aus diesem Verhaltnis kénnen
Riickschlisse auf die Expressionsdnderung des Zieltranskriptes unter Einbezug der Ct-
Werte gezogen werden [Jansohn und Rothhamel, 2012] und ein Expressionsunterschied
ermittelt werden [Pfaffl, 2004]. Als Standardgen wird das Housekeeping Gen (HKG)
rpoZ (DNA-directed RNA polymerase subunit omega) verwendet, da dessen
Expressionsstatus bekannt ist [Mller und Prange, 2016] und gleichbleibend exprimiert
wird [Jansohn und Rothh&mel, 2012].

Zu Beginn der Kurven bei einer Zyklenzahl von unter 10 sinken die Kurven. Dies ist als
ein Hintergrundrauschen infolge niedrig erzeugter Fluoreszenzsignale, welche nicht
detektiert werden konnen, zu definieren und kann fir weitere Analysen missachtet
werden [URL 11].

Bei Betrachtung der Amplifikationskurven (Abbildung 21) der Proben A2, A4 und A5 ist
zu erkennen, dass alle drei Kurven des Triplikatansatzes fast identisch Ubereinander
liegen. Das sogenannte Clustering der Kurven liegt also nah beieinander [URL 11]. Dies
deutet auf eine saubere Arbeitsweise sowie von Kontaminationen, beispielsweise in Form
von Phenolen, freie Proben hin. Das erste Fluoreszenzsignal wird nach ~ 22 bis 26 Zyklen

gemessen. Je spater das erste Fluoreszenzsignal der Proben messbar wird, desto hoher ist
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der Ct-Wert der Proben und desto weniger Transkripte wurden gebildet. Dies deutet auf
eine geringe Expression hin. Liegen hohe Mengen an Template in der Probe vor, sind nur
wenige Zyklen erforderlich, welche ein Signal ergeben. Im Umkehrschluss sind mehr
Zyklen notwendig, wenn nur wenig Template in der Probe vorliegt [URL 2]. Dies lasst
im Vergleich zu den anderen Proben auf eine h6here Anzahl an Zielnukleinséuren in den
Proben schliel3en.

Die Kurven der Triplikate der Proben A3 und A6 weichen starker voneinander ab. Dies
schlieit auf unterschiedliche Template-Mengen in den Proben. Das Clustering sollte
jedoch fur eine gute Amplifikation der DNA um nicht mehr als 0,30 Zyklen abweichen
[URL 11]. Ein weiterer Grund fur den Anstieg der exponentiellen Kurve nach vielen
Zyklen ist der hohe GC-Gehalt von R. sphaeroides 2.4.1 [Schaaf, 2017]. Es ist zu
erkennen, dass fur alle Proben, ausschlie3lich Probe A3, der Ct-Wert der Kurven fiir die
Triplikatansatze mit zunehmender Kaultivierungszeit steigt. Dies ist dadurch zu
begriinden, dass jede Probe ein eigenes Expressionslevel besitzt. Die Expression ist im
Laufe der Zeit niedriger reguliert und nimmt stetig ab.

Je niedriger der Anstieg der Kurven, desto geringer ist die Effizienz dieser Probe. Die
Effizienz der Proben wird beispielsweise durch den exponentiellen Anstieg der
Amplifikationskurve definiert. Der optimale Prozentsatz der Effizienz fur die PCR
betragt zwischen 90 bis 100 %. Dies gilt fir einen Kurvenanstieg zwischen -3,30 und
- 3,60 [URL 12]. Die Effizienz aller Proben (A2 bis A6), ausschliellich eines Ansatzes
der Probe A6 mit einem Prozentsatz von 73 %, liegt bei Werten von tber 80 %. Die
Effizienz der gPCR wird zum einen durch PCR-Inhibitoren sowie nicht optimale Primer
und zum anderen durch ungenaues Pipettieren der Proben und Reagenzien beeinflusst
[URL 12]. Eine Fehlervermeidung wahrend der PCR sowie eine Steigerung der Effizienz
konnen ebenfalls durch eine Optimierung der Reversen Transkription erreicht werden.
Die Auswahl der Primer und deren eingesetzte Konzentration beeinflussen die Ergebnisse
der gPCR ebenso [Pfaffl, 2010].

Der Ct-Wert ist ebenfalls in den Diagrammen der Abbildung 21 durch eine vertikale rote
Gerade, welche fur die Proben A2 bis A6 mit dem Wert 0,12 festgelegt und als
Schwellenwert definiert wird, dargestellt. Fir die Proben A2, A4 und A5 liegt das
Clustering nah beeinander. Fir die Probe A3 liegt eine geringe Differenz der Ct-Werte

von 0,99 bis 1,87 zwischen den Ansétzen vor. Dies deutet in der Probe auf die
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Anwesenheit von PCR-Inhibitoren in der Probe hin [URL 12]. Zu diesen Inhibitoren
zdhlen beispielsweise Phenole oder Natriumacetat, aber auch einige Proteine [URL 13].
Die Kontamination mit Phenolen kdnnte durch eine Optimierung, gegebenenfalls
Erhohung, der Temperatur zum Verdunsten des Isopropanols bei der cDNA-Fallung
reduziert werden. Fir die Probe A6 unterscheidet sich der Ct-Wert eines Ansatzes mit
einer Differenz von 2,26 zu den anderen beiden Ansétzen. Das erste messhare
Fluoreszenzsignal dieses Ansatzes wird erst bei einer Zyklenzahl von 29 statt ~ 27 wie
bei den anderen beiden Ansdtzen ermittelt. In diesem Ansatz liegt entweder eine im
Vergleich geringe Menge an Template oder viele Inhibitoren vor, welche zu diesen
Ergebnissen fiihren. Da der NanoVue bei der Konzentrationsmessung im Vergleich zum
Bioanalyzer ungenauere Ergebnisse ermittelt, fiihrt dies dazu, dass weniger Template fiir
die qPCR zur Verfligung steht als bendtigt wird. Ergebnisse kdnnen dadurch negativ
beeinflusst werden. Dies fuhrt zu Ungenauigkeiten in der Ermittlung der
Expressionsunterschiede. Eine cDNA-Konzentrationsmessung mittels des Bioanalyzers
kdnnte zur Optimierung des Clusterings und der damit verbundenen Effizienz beitragen.
Ist kein exponentieller Anstieg in einer Kurve zu erkennen, konnte dies dadurch
begrundet werden, dass in dem Reaktionsgefal kein Template vorliegt. Des Weiteren
konnte eine Anlagerung der Primer an die dsDNA unterbunden worden sein, wodurch
keine Amplifikation stattfindet. Lagert sich der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green nicht
an die dsDNA an, ist ein Signal der Amplifikation nicht messbar. Die
Amplifikationskurve fur die NTC verlauft ebenfalls nach ~ 35 Zyklen exponentiell. Dies
wird durch eine Bildung von Primer-Dimeren als unspezifische Amplifikationsprodukte
wéhrend der PCR begriindet [URL 14].
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Abbildung 21: Amplifikationskurven der Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung des Rhodobacter-Stammes HSMW sowie des Genes hupS
A. Probe A2 B. Probe A3 C. Probe A4 D. Probe A5 E. Probe A6.

Der Schwellenwert, welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,12.

In Abbildung 22 sind die Schmelzkurven fir die Proben A2 bis A6 unter Verwendung
des Primerpaares hupS dargestellt.

Die Schmelztemperatur der DNA wird gegen die Menge des gebildeten PCR-Produktes
aufgetragen. Anhand der HOhe des entstandenen Peaks kann ann&hernd die Menge des
Produktes bzw. des Template bestimmt werden. Je kiirzer die Fragmentlange der
Produkte ist, desto Kkleiner ist der Peak der Schmelztemperatur. Die
Schmelzkurvenanalyse dient zur Unterscheidung zwischen spezifisch und unspezifisch

gebildeten Produkten [Ableitner, 2014]. Bei Betrachtung der Abbildung ist zu erkennen,
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dass die Schmelzkurven fur die verschiedenen Ansatze der Proben A2, A4 und A5 fast
identisch Ubereinanderliegen. Es sind in all diesen Kurven keine kleineren Peaks im
Bereich zwischen 72 bis 84 °C zu erkennen. Bei einer Schmelztemperatur von ~ 86,50 °C
erreichen die Kurven ihr Maximum. Dieser Peak wird als Schmelzpunkt definiert und
gibt die Temperatur an, bei welcher 50 % der gebildeten Produkte als dSDNA-Fragmente
vorliegen [Ableitner, 2014]. Die Tm-Messwerte sollten nur geringfugig voneinander
abweichen. Die Messwerte vor der Kommastelle sollten fur optimale Ergebnisse in der
relativen Quantifizierung keine groRen Differenzen aufweisen.

Bei der Analyse der Schmelzkurve fiir die Probe A6 ist zu erkennen, dass die Kurve eines
Ansatzes im Vergleich zu den anderen beiden Kurven stark abweicht. Der Schmelzpunkt
liegt ebenfalls bei ~ 86,50 °C. Diese Kurve unterscheidet sich anhand der Hohe des Peaks
zu den anderen Kurven. Das Maximum dieser Kurve ist deutlich niedriger. Dies lasst
darauf schlussfolgern, dass in diesem Ansatz weniger Template zur Verfugung stand. Des
Weiteren konnte eine nicht optimale Bindung der Primer an die dsDNA zu diesem
Kurvenverlauf gefuhrt haben. Eine ungleichmaRige Vermischung von Reagenzien und
Proben vor der Zugabe in die Reaktionsgefalie kdnnte ebenfalls zu diesen Ergebnissen
beitragen. Flr weitere Analysezwecke werden die Ergebnisse dieses Ansatzes nicht
weiter betrachtet.

Bei Betrachtung der Kurven fur die Probe A3 ist zu erkennen, dass zwei Ansétze einen
annahernd gleichen Kurvenverlauf darstellen. Bei einer Schmelztemperatur von ~ 76 bis
80 °C sind fur zwei Ansatze Peaks zu erkennen. Diese verdeutlichen die Bildung von
unspezifischen Nebenprodukten, sogenannte Primer-Dimere, welche bei der
Amplifikation der PCR entstanden sind [Mulhardt, 2013] und durch Reaktion des
Farbstoffes detektiert wurden [Holzapfel und Wickert, 2007]. Fur einen Ansatz entstehen
sowohl ein spezifisches Produkt, welches in hoherer Konzentration vorkommt, als die
unspezifisch gebildeten Nebenprodukte [Milhardt, 2013]. In einem Ansatz haben sich
ausschlief3lich unspezifische Primer-Dimere, welche eine kurze Fragmentldnge besitzen,
ausgebildet [Ruiz-Villalba et al., 2017]. Primer-Dimere entstehen durch eine
Hybridisierung der Primer miteinander. Das 3°-Endes des einen Primers lagert sich an
einen anderen Primer an, wodurch die unspezifischen Amplifikationsprodukte gebildet
werden. Es stehen daher weniger Primer fur die Vervielfaltigung zur Verfligung. Sowohl
die Menge an gebildetem PCR-Produkt als auch die Spezifitdt und Effizienz der PCR
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sinkt. Dies konnte zum einen durch eine zu hohe Konzentration an verwendeten Primern
und zum anderen durch eine hohe Komplementaritét an den 3°-Enden begriindet werden
[Milhardt, 2013]. Die Konzentration an eingesetzten Primern sowie die
Reaktionstemperatur missen dahingehend optimiert werden, sodass eine Bildung von
Primer-Dimeren vermieden und eine optimale Effizienz der PCR erreicht wird [URL 14].
Des Weiteren tragt eine hohe Konzentration an Mg?*-lonen zur Primer-Dimer-Bildung
bei und erhoht die Fehlerrate [Mulhardt, 2013]. Da dessen Konzentration im SYBR Green
Supermix vorgegeben ist, kann diese nicht variiert werden. Eine Optimierung der
Zyklenzahl konnte ebenfalls zur Vermeidung der Bildung von unspezifischen
Nebenprodukten beitragen. Je hoher die Anzahl an Zyklen wéahrend der PCR, desto ofter
tritt eine Fehlhybridisierung auf. Sobald das Plateau erreicht wird, sollte die PCR beendet
werden [Ruiz-Villalba et al., 2017]. Die Tag-Polymerase fiir diese gPCR besitzt ihr
Arbeitsoptimum bei ~ 60 °C. Mit sinkender Temperatur nimmt die Aktivitdt ab
[Mulhardt, 2013]. Eine weitere Mdoglichkeit zur Vermeidung der Bildung von
unspezifischen Nebenprodukten ist die Verwendung von Sonden. Diese besitzen
gegenlber der SYBR Green-Methode den Vorteil, dass sie eine hohe Spezifitat
aufweisen. Im Umkehrschluss ist die Sondentechnik weniger sensitiv [Holzapfel und
Wickert, 2007]. Die Proben konnten zur Optimierung der Spezifitdt mittels
Hybridisierungssonden analysiert werden [Ableitner, 2014].

Der Schwellenwert der Proben A2, A4 und A5 ist mit Werten zwischen ~ 0,12 und 0,14
im Vergleich zu den Proben A3 und A6 mit einem Wert von ~ 0,06 héher. Anhand dieser
Werte sowie der Kurven fiir die Proben A3 und A6 ist zu erkennen, dass in diesen Proben
im Vergleich zu den anderen Proben weniger Template vorliegt [Ruiz-Villalba et al.,
2017]. Da diese jedoch relativ hohe cDNA-Konzentrationen aufweisen, kénnte dies zum
einen auf eine Degradation der DNA durch DNAsen sowie durch mehrmaliges Auftauen
der Proben und zum anderen auf Messfehler des NanoVue bei der Ermittlung der

Konzentrationen hindeuten.
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Abbildung 22: Schmelzkurvenprofil fur die Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung des Rhodobacter-Stammes HSMW sowie des Genes hupS
A. Probe A2 B. Probe A3 C. Probe A4 D. Probe A5 E. Probe A6.

Die Amplifikations- und Schmelzkurven der gPCR fir die Proben A2 bis A6 unter
Verwendung der Primerpaare nmiB, rpoZ und nifH sind in den nachfolgenden
Abbildungen 23 bis 28 dargestellt.
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Abbildung 23: Amplifikationskurven der Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung des Rhodobacter-Stammes HSMW sowie des Genes nmiB

A. Probe A2 B. Probe A3 C. Probe A4 D. Probe A5 E. Probe A6.

Die Fluoreszenz ist auf der y-Achse und die Zyklenzahl auf der x-Achse aufgetragen. Der Schwellenwert,
welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,12. Dieser Wert wird vom Programm
festgelegt.

72



Ergebnisse und Diskussion

018 - 0.18
016 /\ 016
014 l"\ 014
|
o | o //\
5o 5o I\
w w
3 3
008 008
006 008
004 004
00 002 = =
0 0 y
n ] L (] 0 & 4 88 0 @ now % om0 8 % 8 % @
Temperature (°C) Temperature (C)
0.18 /}\ 018
016 | 016
o1 014
012 012
5 o1 5 o
[ w
3 3
" 008 008
006 006
004 - 004
002 ™= 002 +
0 . 0
nouM ® n 0 8 % 8 0 @ n W % T % ® 8 & 8 0 R
Temperature (°C) Temperature (‘C)
018
016
014
012
5 014
w
‘i
008
0.06
0,04 4
002 g
0+ T T
n 1] % (] 80 8 84 [ 0 @

Temperature ('C)

Abbildung 24: Schmelzkurvenprofil fir die Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter

Verwendung des Rhodobacter-Stammes HSMW sowie des Genes nmiB

A. Probe A2

B. Probe A3

C. Probe A4

D. Probe A5

E. Probe A6.
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Abbildung 25: Amplifikationskurven der Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter

Verwendung des Rhodobacter-Stammes HSMW sowie des Genes rpoZ
A. Probe A2 B. Probe A3 C. Probe A4 D. Probe A5 E. Probe A6.

Der Schwellenwert, welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,08 fiir die Probe

A und einen Wert von 0,1 fiir die Proben B bis E.
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Abbildung 26: Schmelzkurvenprofil fir die Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter

Verwendung des Rhodobacter-Stammes HSMW sowie des Genes rpoZ

A. Probe A2 B. Probe A3 C. Probe A4

D. Probe A5 E. Probe A6.
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Abbildung 27: Amplifikationskurven der Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung des Rhodobacter-Stammes HSMW sowie des Genes nifH

A. Probe A2 B. Probe A3 C. Probe A4 D. Probe A5 E. Probe A6.

Der Schwellenwert, welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,08 fur die Probe
A und einen Wert von 0,12 fiir die Proben B bis E.
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Abbildung 28: Schmelzkurvenprofil fir die Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung des Rhodobacter-Stammes HSMW sowie des Genes nifH
A. Probe A2 B. Probe A3 C. Probe A4 D. Probe A5 E. Probe A6.

Sowohl die Amplifikationskurven als auch die Schmelzkurvenanalyse fir die Proben der
Dauerkulturen HSMW und TUDH2 unter Verwendung der Primerpaare rpoZ, hupS und
nmiB sind in den nachfolgenden Abbildungen 29 bis 35 dargestellt.
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Abbildung 29: Amplifikationskurven der Proben zweier Dauerkulturen der Rhodobacter-Staimme
HSMW und TUDH2 sowie des Genes hupS

A. Probe HSMW B. Probe TUDH2.
Der Schwellenwert, welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,12.
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Abbildung 30: Schmelzkurvenprofil fir die zweier Dauerkulturen der Rhodobacter-Stdmme HSMW
und TUDH2 sowie des Genes hupS
A. Probe HSMW B. Probe TUDH2.
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Abbildung 31: Amplifikationskurven der Proben zweier Dauerkulturen der Rhodobacter-Staimme

HSMW und TUDH2 sowie des Genes nmiB
A. Probe HSMW B. Probe TUDH2.

Der Schwellenwert, welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,12.
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Abbildung 32: Schmelzkurvenprofil fur die zweier Dauerkulturen der Rhodobacter-Stamme HSMW
und TUDH2 sowie des Genes nmiB
A. Probe HSMW

A

B. Probe TUDH2.
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Abbildung 33: Amplifikationskurven der Proben zweier Dauerkulturen der Rhodobacter-Stdmme

HSMW und TUDH?2 sowie des Genes rpoZ
A. Probe HSMW B. Probe TUDH2.

Der Schwellenwert, welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,08.
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Abbildung 34: Schmelzkurvenprofil fir die zweier Dauerkulturen der Rhodobacter-Stamme HSMW
und TUDH2 sowie des Genes rpoZ
A. Probe HSMW B. Probe TUDH2.
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Abbildung 35: Amplifikationskurve und Schmelzkurvenprofil fir die Dauerkultur des Rhodobacter-
Stammes HSMW sowie das Gen nifH
A. Probe HSMW B. Probe HSMW.

Sowohl die Amplifikationskurven als auch die Schmelzkurvenanalyse fiir die Proben E1
bis E7 unter Verwendung der Primerpaare rpoZ, hupS und nmiB sind in den
nachfolgenden Diagrammen 36 bis 41 dargestellt.

Anhand der RNA-Konzentration von 86 ng/ul fur die Probe E3 sowie der Abbildung 37
ist ein Zusammenhang zwischen der Grole des Tm-Peaks und der Menge an Template in
der Probe zu erkennen. Je weniger Template nach der Analyse mittels des NanoVue in
der Probe vorhanden ist, desto weniger Nukleinséuren stehen fir die gqPCR und zur
relativen Quantifizierung zur Verfugung. Je weniger Template in den Proben, desto
schwieriger ist eine Analyse mittels gqPCR, da die Ergebnisse zunehmend unprésentativer
werden. Die Proben E4, E4 1:5 verdinnt und E7 werden aus weiteren Analysen

ausgeschlossen. Fir die Probe E4 werden ausschliel3lich Primer-Dimere gebildet. In
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Probe E7 liegt nur eine geringe Menge an Template vor, welche nicht zur relativen

Quantifizierung ausreicht.
A B

01 01

Fluorescence
Flucrescence

0001

o001

5 10 15 20 % 30 3% 4

w)

o

0.1 4

Fluorescence
Fluorescence

o
2
TR

Cycle Cycle

Fluorescence

& " 15 20 % N * 4
Cycle

Abbildung 36: Amplifikationskurven der Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung des Rhodobacter-Stammes TUDH2 sowie des Genes rpoZ

A. Probe E1 B. Probe E2 C. Probe E3 D. Probe E5 E. Probe EB6.

Der Schwellenwert, welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,11 fur die Proben
A, D und E sowie einen Wert von ~ 0,12 fiir die Proben B und C.
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Abbildung 37: Schmelzkurvenprofil fir die Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung des Rhodobacter-Stammes TUDH2 sowie des Genes rpoZ
A. Probe E1 B. Probe E2 C. Probe E3 D. Probe E5 E. Probe E6.
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Abbildung 38: Amplifikationskurven der Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter

Verwendung des Rhodobacter-Stammes TUDH2 sowie des Genes hupS

A. Probe E1 B. Probe E2 C. Probe E3 D. Probe E6.
Der Schwellenwert, welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,12.
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Abbildung 39: Schmelzkurvenprofil fir die Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter

Verwendung des Rhodobacter-Stammes TUDH2 sowie des Genes hupS
D. Probe ES6.

A. Probe E1

B. Probe E2

C. Probe E3
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Abbildung 40: Amplifikationskurven der Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung des Rhodobacter-Stammes TUDH2 sowie des Genes nmiB
A. Probe E3 B. Probe E5 C. Probe E6.

Der Schwellenwert, welcher als rote Vertikale zu erkennen ist, besitzt einen Wert von ~ 0,12.
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Abbildung 41: Schmelzkurvenprofil fir die Proben einer Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung des Rhodobacter-Stammes TUDH2 sowie des Genes nmiB
A. Probe E3 B. Probe E5 C. Probe E6.
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5.5.2 Relative Quantifizierung

Anhand der ermittelten Ct-Werte sollen Genexpressionsunterschiede zwischen den
verschiedenen Proben berechnet und in einem Box-Whisker-Plot-Diagramm, welches
eine grafische Darstellung von Haufigkeitsverteilungen ist, dargestellt werden. Zur
Berechnung der Expression wird das Programm ,,REST* hinzugezogen.

Es wird sowohl ein Referenzgen (HKG), ein zu untersuchendes Gen (nmiB, hupS, nifH)
als auch eine Kontrollprobe (Nullprobe & Dauerkultur) zur Ermittlung der Expression
benotigt. Es erfolgt eine Normalisierung, bei welcher die Genexpression eines Zielgens
auf ein HKG bezogen wird. Der normalisierte Expressionsunterschied dieses ACt-Wert
bzw. dieser Behandlungsgruppe wird mit einer Kontrollgruppe verglichen. Dieser Wert
wird auch als AACt-Wert bezeichnet. Aus diesem Wert kann unter Einbeziehung der
Effizienz eines jeden Gens der relative Expressionsunterschied ermittelt werden. Dieser

wird nach folgender Formel errechnet [Bio Molecular Sytems, 2016]:

ACpgz; Kontrolle—Behandlun
(EZielgen) pZLelgen( 9)

Ratio =
AC Kontrolle—Behandlun
(E eferenzge ) pReferenzgen( 9)

Die Effizienz (E) wird durch die Bestimmung des exponentiellen Anstiegs einer
Amplifikationskurve ermittelt [Bio Molecular Sytems, 2016].

In den analysierten Proben konnte eine Expression aller untersuchten Gene festgestellt
werden. Die Ergebnisse werden im Folgenden erlautert.

Zur Auswertung der Expressionsunterschiede werden Ansatze der Proben, welche bei
Betrachtung der Schmelzkurven hauptsachlich Primer-Dimere aufweisen oder stark von
den anderen beiden Kurven abweichen, nicht weiter betrachtet.

In den Abbildungen 42 und 43 sind die Expressionsunterschiede der Proben A2 bis A6
unter Verwendung des Primerpaares nmiB dargestellt. In Abbildung 43 wurde die Probe
A2 dem Diagramm entnommen, da die Aufldsung der Box-Whisker-Plots der Proben A3
bis A6 dadurch verbessert werden konnte. Dies bezieht sich ebenso auf die Abbildung 44
[Bio Molecular Sytems, 2016]. Trotz dessen ist eine Auswertung dieser Probe unter

Einbezug der anderen Proben mdglich.
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In Bezug auf die Abbildung 43 ist eine Abnahme der Expression mit fortschreitender Zeit
zu erkennen. Dies ist ebenso in den Amplfikationskurven in Kapitel 5.5.1 dargestellt. Je
hoher der Ct-Wert, desto geringer ist die Genexpression.

Die Lange der Box wird durch die Differenz des oberen (Q3) und unteren (Q1) Quartils
bestimmt. Dieser Abstand wird auch als Interquartilsabstand bezeichnet. In dieser Box
befinden sich die mittleren 50 % der Daten. In Abbildung 43 befindet sich das untere
Quartil der Probe A3 bei 0,19 und das obere Quartil bei 0,98. Der Interquartialsabstand
besitzt somit eine Lange von 0,79. Je groRer die Werte des oberen und unteren Quartils,
desto hoher ist die Expression [Bio Molecular Sytems, 2016].

Der Median bzw. mittlere Genexpressionswert teilt die Box in zwei Bereiche und gibt die
Verteilung der Daten an. Der Wert des Medians flr die Probe A3 betrégt 0,46 und die
Verteilung ist leicht asymmetrisch nach oben verschoben [Bio Molecular Sytems, 2016].
Die Antennen (Whisker) liegen oberhalb und unterhalb der Box und stellen Werte dar,
welche sich aullerhalb der Box befinden. Diese werden sowohl durch die ermittelten
Daten als auch durch den Interquartilsabstand bestimmt. Fur die Probe A3 liegt das
Maximum der Gesamtdaten bei einem Wert von 0,98 und das Minimum der Gesamtdaten
bei einem Wert von 0,19 [Bio Molecular Sytems, 2016]. In Bezug auf die Triplikatansétze
uberschreiten die Werte der Whisker fir alle Proben die 1,50-fache Ldange des
Interquartialsabstand nicht, sodass alle Datenwerte innerhalb der Whisker liegen. Die Box
liegt in Relation zu Maximum und Minimum naher am Wert des Minimum. Die
Expression befindet sich hauptsachlich im Bereich zwischen Werten von 0,19 und 0,98.
Es wurden jedoch Messdaten ermittelt, welche eine sehr viel hohere Genexpression
aufwiesen [Bio Molecular Sytems, 2016]. Es kann fir die Probe A3 im Vergleich zu den
Proben A4 bis A6 abgeleitet werden, dass aufgrund des grofRen Abstandes zwischen
Maximum und Minimum einige erhéhte Expressionswerte ermittelt wurden. Es gibt fiir
diese Probe groliere Schwankungen in der Genexpression als bei den Proben A4 bis A6
[Abuzaid et al., 2011]. Diese Schwankungen der Messdaten kénnen technisch bedingt
sein, jedoch auch durch Pipettierfehler begriindet werden.

Der Median fur die Proben A4 und A5 ist ebenfalls leicht asymmetrisch und nach unten
verschoben. Dies bedeutet, dass die Daten nicht normalverteilt sind. Eine
Normalverteilung der Daten wird vom Programm nicht angenommen. Der mittlere

Genexpressionswert flr die Probe A6 liegt mittig der Box, die Daten sind ftir diese Probe
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normalverteilt. Das Maximum und Minimum der Datenwerte der Proben nimmt im Laufe
der Kultivierungszeit stetig ab. Dies l&sst sich auch anhand des Abstandes zwischen
Expressionminimum und -maximum sowie Q1 und Q3 erkennen. Dies bedeutet, dass die
relative Expression im Laufe der Zeit abnimmt und sich nach Tag 4 auf einem niedrigen
Level befindet. Je hoher die Werte der Daten innerhalb der Box, desto hoher ist auch die
Expression zu den gegebenen Umweltbedingungen. Im Laufe der Zeit findet aufgrund
der Einstellung des Stoffwechsels zur Hz-Produktion von Rhodobacter fr die Probe A6
kaum noch Expression statt. Dies l&sst sich daran erkennen, dass die Werte fur das
Maximum sowie Minimum nur noch geringfligig voneinander abweichen und keinen
grolRen Abstand mehr zueinander aufzeigen [Bio Molecular Sytems, 2016].

Anhand der Genexpressionsmuster kann ermittelt werden, ob ein Gen zu einem
definierten Zeitpunkt besonders haufig exprimiert wurde und dahingehend eine hohe
Aktivitdt aufweist [Schmidt, 2017]. Das Expressionslevel wird sowohl von der
Transkription als auch von der Degradation der RNA beeinflusst. Je geringer die
Transkription, desto geringer ist auch die Expression. Die Transkription wird als Antwort
auf die vorliegenden Umweltbedingungen reguliert. Die Bildung von RNA ist
dahingehend abhangig von den Umweltparametern [Jung et al., 2010].

Beim Vergleich der Expressionsniveaus der Proben A2 bis A6 kdnnen Riickschliisse in
Bezug auf die Kultivierungsbedingungen (pH-Wert, Temperatur, N&hrstoffangebot etc.)
sowie die Gasentwicklung gezogen werden. Die Expression nimmt im weiteren
Kultivierungsverlauf mit steigender Gasproduktion sowohl fir nmiB als auch fir nifH
(ab Tag 4) ab (Abbildungen 43 und 45). Zu Beginn der Kultivierung lagen weniger
Bakterienzellen vor, die Wasserstoff synthetisieren konnten. Gegen Ende der
Kultivierung konnte aufgrund von Lichteinschrankung kaum noch Wasserstoff
produziert werden und die Rhodobacter-Zellen im Inneren des Reaktors haben ihren
Stoffwechsel runter reguliert. Dies wird anhand der Expressionsmuster in Abbildung 43
durch eine Verminderung der Expression deutlich. Das Gen nmiB ist Bestandteil der
groRen UE des Enzyms Nitrogenase und an der Stickstofffixierung beteiligt. Das Gen
nifH ist Bestandteil der kleinen UE des Nitrogenasekomplexes. Bei Betrachtung der
Expressionsunterschiede fir das Gen nifH in Abbildung 45 ist aufféllig, dass die Aktivitét
im Verlauf der Kultivierung zunédchst bis zu Tag 4 09:15 Uhr ansteigt. Die geringe

Expression bis zu einer Kultivierungszeit von 51,50 h l&sst sich dadurch begriinden, dass
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sich die Bakterienzellen zunédchst vermehren mussen um messbhares Gas zu
synthetisieren. Innerhalb nur weniger Stunden steigt die Genexpression und
Gasenwicklung aufgrund einer erhdhten Nitrogenaseaktivitat der Eisen-Protein-UE bis
zu einer Kultivierungszeit von 70 h stark an (Abbildung 46). Dies lasst sich dadurch
begrunden, dass mehr Elektronen zur Stickstofffixierung verwendet wurden. Nach dieser
Zeit nimmt die Expression und damit verbunden auch die Stickstofffixierung zur
Wasserstoffproduktion, wie in Abbildung 46 erkennbar, ab. Die OD betrug zum
Zeitpunkt nach 51,50 h 1,90. Es besteht die Vermutung, dass die Kultur zu diesem
Zeitpunkt noch nicht lichtundurchlassig getriibt war und die Rhodobacter-Zellen im
Inneren des Reaktors noch mit ausreichend Lichstrahlen zur Gasproduktion versorgt
werden konnten. Im Vergleich zu den Expressionsunterschieden unter Verwendung des
Genes nmiB ist ebenfalls eine erhdhte Nitrogenaseaktivitat zu erkennen. Die Expression
sinkt von Tag 3 um 14:45 Uhr zu Tag 4 um 09:15 Uhr nur geringfugig. Da im Vergleich
zu den mit Fruchtsaft kultivierten Kulturen deutlich weniger Gas inklusive Hz unter
Verwendung des Referenzmediums synthetisiert werden konnte (Ananasaft 8,95 ml/h
und Traubensaft 11,99 ml/h), besteht die Annahme, dass die Expression von nmiB sowie
nifH zum gleichen Zeitpunkt stérker reguliert ist. Dies wirde bedeuten, dass mehr
Transkripte gebildet wurden. Durch weitere Untersuchungen sowie durch einen
Vergleich der Genexpressionsprofile misste dies belegt werden. Die OD nimmt mit
steigender Zellzahl und Lichtlimitierung zu. Ab der stationaren Phase vermehren sich
aufgrund von fehlendem Nahrstoffangebot keine weiteren Bakterienzellen. Dies bewirkt
eine Reduktion der Expressionsaktivitat. Bei optimaler Lichteindringtiefe in den Reaktor
durch Optimierung des Hohe-Breite-Verhéltnisses, kénnten mehr Zellen Wasserstoff
synthetisieren. Dahingehend wirde nicht nur die Gasausbeute steigen, sondern auch eine
erhohte Genexpression in den Diagrammen dargestellt werden. Da gegen Ende der
Kultivierung an Tag 5 die Menge an Nahrstoffen kontinuierlich gesunken ist, stellen die
Bakterienzellen allmahlich ihren Stoffwechsel ein und die Aktivitdt nimmt ab. Dies ist
anhand der Expressionsunterschiede sowohl fir nmiB als auch nifH zu erkennen. Bei
kontinuierlicher Zugabe wvon frischem Substrat konnte Rhodobacter weiterhin
Stoffwechsel zur Stickstofffixierung betreiben, da ausreichend organisches Substrat zur
Verfligung stande. Dies wirde zur Optimierung der Wasserstoffausbeute beitragen. Ein

Abfall des pH-Wertes durch entsprechende MaRRnahmen kénnte vermieden werden, um
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dem Organismus optimalere Lebensbedingungen zu ermdglichen. Dies bezieht sich
ebenso auf die Umgebungstemperatur, damit Rhodobacter hochste Gasausbeuten erzielen

kann. Dazu sollte Rhodobacter bei Raumtemperatur unter konstanten Bedingungen
kultiviert werden.
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Abbildung 42: Darstellung der Genexpressionsunterschiede der Kultivierung mit Referenzmedium

von R. sphaeroides 2.4.1 HSMW fir das Gen nmiB zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Kultivierung
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Abbildung 43: Darstellung der Genexpressionsunterschiede der Kultivierung mit Referenzmedium
von R. sphaeroides 2.4.1 HSMW fir das Gen nmiB zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Kultivierung
An Tag 3 09:15 Uhr sind 46 h, Tag 3 14:45 Uhr 51,50 h, Tag 4 09:15 Uhr 70 h, Tag 4 14:45 Uhr 75,50 h
und an Tag 5 09:15 Uhr 94 h vergangen. Die Probe A6 ist im Vergleich zu den Proben A3 bis A5 niedrig

exprimiert.
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Abbildung 44: Darstellung der Genexpressionsunterschiede der Kultivierung mit Referenzmedium

von R. sphaeroides 2.4.1 HSMW fir das Gen nifH zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung
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Abbildung 45: Darstellung der Genexpressionsunterschiede der Kultivierung mit Referenzmedium
von R. sphaeroides 2.4.1 HSMW flir das Gen nifH zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung
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Abbildung 46: Gasproduktion der Flussigkultur mit Referenzmedium von R. sphaeroides 2.4.1
HSMW

In den Abbildungen 47 und 48 sind die Genexpressionsunterschiede der Kulturen mit
Referenzmedium mit R. sphaeroides 2.4.1 Stamm HSMW unter Verwendung des
Primerpaares hupS dargestellt. Das Gen hupS ist Bestandteil der kleinen UE der Uptake
Hydrogenase und fiir das Recycling des Wasserstoffs verantwortlich.

Die Probe A2 weist bei diesem Gen im Vergleich zu den Proben A3 bis A6 eine sichtbar
hoch regulierte Genexpression auf. Bei Betrachtung der Abbildung 48 ist zu erkennen,
dass die Daten der Proben A3, A5 und A6 normalverteilt sind. AusschlieBlich der Median

der Probe A4 ist stark asymmetrisch nach unten verschoben. Die Expression sinkt im
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Laufe der Kultivierung stetig von Probe A2 bis A5. Beim Vergleich der Expressionen der
Proben A3 und A4 ist eine deutliche Abnahme der Genexpression innerhalb von nur
18,50 h zu erkennen. Die reduzierte Hydrogenaseaktivitat bewirkt eine Zunahme der
Gasentwicklung, sodass eine deutlich héhere Aktivitdt des Enzyms Nitrogenase ab
diesem Zeitpunkt vermutet wird. Dies bestatigt die Annahme, dass die
Nitrogenaseaktivitét fir Rhodobacter HSMW hoher als die Hydrogenaseaktivitét ist, da
mehr Gas im Vergleich zu Rhodobacter TUDH2 synthetisiert werden konnte. An Tag 5
wurde eine leichte Steigerung der Expression gemessen. Dies kdnnte dadurch begriindet
werden, dass mehr Wasserstoffprotonen in Molekille und umgekehrt umgewandelt
wurden. Der Organismus hatte seine Stoffwechselaktivitdt vom Enzym Nitrogenase fiir
eine kurze Zeit auf das Enzym Hydrogenase verlagert. Dies ist ebenso anhand der
sinkenden Wasserstoffsynthese in Abbildung 46 zu erkennen. Es ist anzunehmen, dass
bei einer Reduktion der Hydrogenaseaktivitat mehr Elektronen zur Stickstofffixierung im
Enzym Nitrogenase verwendet und weniger Wasserstoffmolekiile recycelt werden. Die
Aktivitdit der Hydrogenase sollte zur Optimierung der Wasserstoffproduktion
unterbunden werden.

Beim Vergleich der Amplifikationskurven fir die Kultur mit Referenzmedium unter
Verwendung von hupS kann festgestellt werden, dass die Genexpressionsaktivitét fur die
Probe A3 hoher ist als angenommen. Da das erste Fluoreszenzsignal erst nach 30 Zyklen
gemessen wurde, lag die Vermutung nahe, dass die Expression gering ausfallt und nur
wenig Transkripte gebildet wurden. Eine Begriindung hierfur kénnte sein, dass zu wenig
Template in der Probe vorhanden war, sodass der Ct-Wert erst nach mehreren Zyklen

ermittelt werden konnte und die Kurven nicht exakt ibereinanderliegen.
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Abbildung 47: Darstellung der Genexpressionsunterschiede der Kultivierung mit Referenzmedium
von R. sphaeroides 2.4.1 HSMW fir das Gen hupS zu unterschiedlichen Zeitpunkten der

Kultivierung
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Abbildung 48: Darstellung der Genexpressionsunterschiede der Kultivierung mit Referenzmedium
von R. sphaeroides 2.4.1 HSMW fir das Gen hupS zu unterschiedlichen Zeitpunkten der

Kultivierung
Diese Abbildung entspricht der Abbildung 47 in héherer Auflésung.
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In Abbildung 49 sind die Genexpressionsunterschiede fur die Proben E3, E5 und E6 unter
Verwendung des Gens nmiB dargestellt. Die Expression zu Beginn der Kultivierung
sowie bis zu einer Kultivierungszeit von ~ 46 h ist gering. Im Vergleich zur Aktivitat
unter Verwendung des HSMW-Stammes (Abbildung 43) wird eine deutliche Zunahme
der Expression unter Verwendung des TUDH2-Stammes sichtbar. Die Werte der
Expression fir den TUDH2-Stamm fir die Probe E3 reichen bis ~ 8. An Tag 4 um
09:15 Uhr ist fir den Stamm TUDH2 ebenfalls eine erhdhte Aktivitéat der groRen UE der
Nitrogenase zu erkennen. Die Messdaten fiir diese Probe sind im Vergleich zu den Proben
E3 und E6 normalverteilt. Obwohl die Expression im Vergleich zum HSMW-Stamm mit
Werten von bis zu 40 und tber 80 (fur die Whisker) deutlich héher reguliert ist, fallt die
Gasausbeute fur diese Kultur geringer aus. Nach ~ 70 h Kultivierung kénnen nur 2 mi/h
an Gas ermittelt werden (Abbildung 51). Obwohl der TUDH2-Stamm deutlich aktiver als
der HSMW-Stamm ist, kann keine erh6hte Gasproduktion festgestellt werden. Hohe OD-
Messwerte von bis zu 4,43 gegen Ende der Kultivierung bestétigen, dass sich
Rhodobacter unter den vorliegenden Kultivierungsbedingungen optimal vermehren
konnte. Es besteht die Vermutung, dass die Hydrogenaseaktivitdt im gesamten
Kultivierungsverlauf hoher als die Nitrogenaseaktivitit ausfallt. Dadurch wurden mehr
Elektronen zum Recycling von H>-Molekiilen sowie Protonen verwendet, welche der
Nitrogenase zur Stickstofffixierung und Wasserstoffproduktion fehlen. Des Weiteren
kdnnte eine erhdhte PHB-Synthese zu dieser geringen Gasausbeute beitragen. Der
Einfluss der Hydrogenase sowie PHB-Synthase misste in diesem Zusammenhang
untersucht werden. Nach ~ 75,50 h sinkt die Expression rapide. Dies ist anhand der
Gasausbeute in Abbildung 51 ebenfalls durch ein Ausbleiben der Gasproduktion zu
erkennen. Dies kann durch die eben genannten Ursachen begriindet werden. Weitere
Untersuchungen der Proben E1 und E2 in Bezug auf die Nitrogenaseaktivitat unter
Verwendung des Gens nmiB sowie aller Proben unter Verwendung des Gens nifH
kdnnten einen genaueren Aufschluss iber die Aktivitat des Enzymkomplexes und somit

den Zusammenhang zur Gasentwicklung geben.
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Abbildung 49: Darstellung der Genexpressionsunterschiede der Kultivierung mit Referenzmedium
von R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 fir das Gen nmiB zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Kultivierung

An Tag 3 09:15 Uhr sind 46 h, an Tag 4 09:15 Uhr 70 h und an Tag 4 14:45 Uhr 75,50 h vergangen.

In Abbildung 50 sind die Genexpressionsprofile fiir die Proben E2, E3 und E6 der Kultur,
kultiviert mit Referenzmedium, unter Verwendung des Rhodobacter-Stammes TUDH2
flr das Gen hupS dargestellt.

Es ist zu erkennen, dass die Expression im Laufe der Kultivierung stetig sinkt. Bei
Betrachtung der Skaleneinteilung der y-Achse kann eine héhere Regulierung der
Expression im Vergleich zu den Proben der Kultur mit HSMW (hupS) festgestellt
werden. Rhodobacter TUDH2 ist in Bezug auf die Verwendung des Referenzmediums
deutlich aktiver. Es ist daher anzunehmen, dass Rhodobacter TUDH2 unter den
gegebenen Umweltbedingungen optimaler Stoffwechsel in  Bezug auf die
Hydrogenaseaktivitét betreiben kann als Rhodobacter HSMW.

Der Median fir die Probe E2 ist asymmetrisch nach oben und sowohl der Median der
Probe E3 als auch der Median der Probe EG6 stark nach unten verschoben. Fiir alle Proben
liegt keine Normalverteilung der Daten vor.

Da in der Zeit von ~ 27,50 bis 51,50 h sowie im gesamten Verlauf der Kultivierung kaum
Wasserstoff produziert wurde, kann die Vermutung, dass die Hydrogenaseaktivitat und

damit die Expressionslevel hoher reguliert ausfielen als die der Nitrogenaseaktivitét,
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bestatigt werden. Dies muss jedoch durch weitere Untersuchungen der
Nitrogenaseaktivitdt fir das Gen nifH, welches fur die Wasserstoffproduktion
verantwortlich ist, belegt werden. Die Aktivitaten der Untereinheiten der Nitrogenase
stehen in Zusammenhang miteinander, sodass eine erhdhte Expression des Molybdén-
Eisen-Proteins mit einer hoher regulierten Expression des Eisen-Proteins einhergeht. Bei
Betrachtung der durchschnittlichen Gasproduktion ist im Vergleich zu Rhodobacter
HSMW zu erkennen, dass deutlich mehr Wasserstoff innerhalb der gleichen
Kultivierungszeit und unter anndhernd gleichen Bedingungen gebildet werden konnte.
Des Weiteren sollten Untersuchungen in Bezug auf die Zeitpunkte zwischen den Proben
E3 und E6 sowie der Probe an Tag 5 durchgefiihrt werden, da fiir schliissige Vergleiche
zu Tag 4 um 09:15 Uhr in diesem Falle Probe E5 fehlt. Eine Einschrankung der
Hydrogenaseaktivitat konnte ebenso zur Optimierung der Wasserstoffausbeute beitragen,
da weniger Wasserstoffmolekdile recycelt werden. Des Weiteren musste untersucht
werden, welchen Einfluss die PHB-Synthese auf diese Kultivierung besitzt, um Ursachen
flr die geringe Gasausbeute reduzieren zu kénnen. Die PHB-Synthese miisste ebenso wie
die Aktivitat der Hydrogenase zur Optimierung der Wasserstoffproduktion unterbunden
werden. An Tag 4 nach 75,50 h ist die Expression so gering, dass der Organismus zum
Groliteil seinen Stoffwechsel in Bezug auf die Stickstofffixierung und damit verbundene
H>-Synthese eingestellt hat. Dies ist ebenso anhand der Gasausbeute in Abbildung 51 zu
erkennen, da nur noch geringfuigig Wasserstoff synthetisiert wird. Griinde hierftr wurden
im gleichen Kapitel genannt. Aufgrund dessen, dass sich Rhodobacter unter Verwendung
des Referenzmediums stark vermehrt hat (End-OD von 4,43), fuhrte eine Lichtlimitierung
durch die tribe Kultur zur Herunterregulierung des Stoffwechsels zur
Wasserstoffsynthese. Der Kohlenhydratstoffwechsel wurde in der Kultur mit
Referenzmedium eingestellt, sodass kein CO2 gebildet wurde. Ein Sinken des pH-Wertes
konnte zur erhohten Gasproduktion beitragen. Welchen Einfluss die hohe
Umgebungstemperatur auf die Wasserstoffproduktion von Rhodobacter hat, musste
weiterhin erforscht werden. Im groReren MafRstab miisste die Temperatur sowohl im
Winter als auch im Sommer konstant gehalten werden, um ein Uberleben des Organismus

sowie die Wasserstoffsynthese zu gewahrleisten.
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Abbildung 50: Darstellung der Genexpressionsunterschiede der Kultivierung mit Referenzmedium
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6 Ausblick

Zur Kultivierung und Produktion von Wasserstoff durch den Organismus R. sphaeroides
2.4.1 wird Lichtenergie in Form von Gliihlampen benétigt. Es sollte getestet werden, ob
und in welchen Gebieten eine Kultivierung im Freien maglich ist. Der Modellorganismus
soll durch Ausnutzung der Sonnenenergie dahingehend optimiert werden, um maximale
Wasserstoffausbeuten zu erzielen.

Es konnten weitere Versuche in Bezug auf die Aufrechterhaltung des pH-Wertes, der
Temperatur und der Substratkonzentration durch regelmaRige kontinuierliche Zugabe
(Chemostat-Verfahren) von frischem organischen Substrat durchgefiihrt werden.
Dahingehend konnte die Wasserstoffproduktion verbessert und stabil gehalten werden
[Eroglu et al., 1998].

Eine Kultivierung des Organismus bei unterschiedlicher Lichtintensitat und Wellenldnge
kdnnte ebenfalls Aufschlisse in Bezug auf die Wasserstoffproduktion geben.

Da R. sphaeroides photosynthetisch Wasserstoff bildet, kdnnten andere Bioreaktoren
eingesetzt werden, um eine optimale Ausnutzung der Lichtenergie zu gewahrleisten. Dies
steht mit der steigenden optischen Dichte in Zusammenhang. Um eine optimale
Ausnutzung der Lichtenergie zu gewahrleisten, kénnten Schlauch-, Rohr- oder auch
Plattenphotobioreaktoren zur Kultivierung und zum weiteren Monitoring genutzt werden.
Je schmaler der Bioreaktor ist, desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit, dass die
Lichtstrahlen auch bis ins Innere des Reaktors dringen kénnen.

Eine weitere Mdglichkeit zur Ermittlung der Wasserstoffproduktion ware die
Verwendung von noch grolReren Bioreaktoren, die mehr als 1,20 | an Losung fassen.
Somit konnte das Verhalten von R. sphaeroides unter anderen Bedingungen durch
Umsetzung eines grofieren Scale-Ups als in dieser Arbeit analysiert werden.

Da die Zelldichte in unmittelbarem Zusammenhang mit der optischen Dichte steht,
konnte diese beispielsweise mittels Zellzahlbestimmung ermittelt werden, um schlissige
Vergleiche in Bezug auf die Gasausbeute ziehen zu kénnen.

Eine weitere Moglichkeit besteht im Einsatz von Mutanten, um gezielt mehr Wasserstoff
zu produzieren. Dazu kénnen die PAH- und die Hup-Mutante eingesetzt werden, welche
einzeln bis zu 50 % mehr Wasserstoff mit Obst- und Gemdiseabféllen als organischem
Substrat produzieren kénnen [Franchi et al., 2004].
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Durch den gezielten Einsatz einer anderen Wellenlédnge (blaues oder rotes Licht) bei
Abwesenheit von Sauerstoff, bilden sich verstarkt LHC I1-Komplexe, sodass mehr Licht
aufgenommen und dadurch mehr Wasserstoff produziert werden kénnte [Metz, 2010].
Dies ware ebenfalls eine Mdglichkeit, welche anhand der verschiedenen Nahrmedien
erforscht werden konnte.

Die Abkopplung der Hydrogenase sowie die Verhinderung der PHB-Synthese kdnnten
zu einer Optimierung der Wasserstoffproduktion beitragen. Eine groRere Anzahl an
Elektronen wirde zur  Stickstofffixierung im Enzym  Nitrogenase zur
Wasserstoffproduktion zur Verfligung stehen.

Da in dieser Arbeit zundchst Fruchtsafte in Form von Ananassaft und Traubensaft
verwendet wurden, kdnnte ein weiterfiihrendes Ziel die Kultivierung von R. sphaeroides
2.4.1 HSMW und TUDH2 mit Obst- und Gemuseabfallen, die als organisches Substrat
dienen, darstellen. Dies bedeutet zunéchst, dass die Kultivierung des Organismus mit
Gemusesaften durchgefihrt werden sollte, um zu tGberprifen, wie sich das Bakterium bei
dessen Anwesenheit verhalt. AnschlieRend kann eine Kultivierung von Abfallen realisiert
werden.

Ein weiterfihrendes Ziel ist die Genexpressionsanalyse der Proben der Kulturen unter
Verwendung mit filtriertem Ananassaft fir die Stdamme TUDH2 und HSMW in Bezug
auf die Gene nifH, nmiB und hupS, um Vergleiche zur Kultur mit Referenzmedium
anhand der Expressionsunterschiede ziehen zu kénnen. Dies sollte ebenso flr die Proben
der mit Traubensaft kultiverten Kulturen fir beide Stdmme und die Gene nifH, nmiB und
hupS durchgefiihrt werden. Da in dieser Arbeit die Gene nmiB und hupS zur
Genexpressionsanalyse verwendet wurden, sollte ebenso eine Analyse unter Verwendung
des Gens nifH fir den TUDH2-Stamm fiir die mit Referenzmedium kultivierten Kultur
durchgefthrt werden.

In Bezug auf die Expressionsunterschiede kdnnten anhand der Verwendung von Sonden,
beispielsweise Hybridisierungssonden, Vergleiche zur Nutzung der SYBR Green-
Methode gezogen werden. Anhand dessen koénnte die Primer-Dimer-Bildung reduziert
und die Effizienz der PCR erhoht werden.
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7 Zusammenfassung

Diese Arbeit gibt Aufschluss Uber die Wasserstoffproduktion durch Rhodobacter
sphaeroides 2.4.1 Stamm HSMW und TUDH2 unter anaeroben phototrophen
Kultivierungsbedingungen  bei  Verwendung der verschiedenen Nahrmedien
Referenzmedium, Medium mit Ananassaft sowie Medium mit Traubensaft. Dahingehend
konnten Vergleiche zwischen den Nahrmedien in einem 1,20 I-Photobioreaktor sowie
einem Reaktorvolumen von 300 ml gezogen werden.

Aus den Flussigkulturen wurden sowohl Proben zur OD-Messung sowie fiir weitere
Analysezwecke entnommen und die Gasausbeute nach einer CO2-Ausfallung in einer
50 %igen KOH-L6sung in einem 250 ml-Messzylinder ermittelt.

Dartiber hinaus wurden mittels der entnommenen Proben eine Nukleinsaureextraktion
sowie ein DNAse-Verdau durchgefuhrt und die Proben auf einem Bioanalyzer auf deren
Qualitat analysiert. AnschlieBend wurden die Proben nach einer Reversen Transkription
sowie cDNA-Féllung mittels der gPCR auf die Nitrogenase- und Hydrogenaseaktivitat
analysiert.

Die Flussigkultur mit Referenzmedium unter Verwendung von HSMW hat
durchschnittlich 2,12 ml/h, die Kultur mit Ananassaft 8,95 ml/h und die Kultur mit
Traubensaft 11,99 ml/h Wasserstoff produziert. R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2
synthetisiert in einer Kultur mit Referenzmedium durchschnittlich 0,07 ml/h, in einer
Kultur mit Ananassaft 7,68 ml/h und in einer Kultur mit Traubensaft 21,53 ml/h
Wasserstoff.

Beim Vergleich der Kulturen konnte anhand der ermittelten Messdaten festgestellt
werden, dass Rhodobacter unter Nutzung von organischem Substrat als Nahrmedium
deutlich hohere Mengen an Wasserstoff produzieren kann. Anhand der Messwerte
bezliglich Gasausbeute sowie optischer Dichte ist erkennbar, dass in einem grofieren
Bioreaktor bei vergleichbarer Kultivierungszeit und bei Beachtung des Hohe-Breite-
Verhaltnisses mehr Gas produziert wird, da mehr Bakterienzellen zur Verfligung stehen.
Aufgrund des konstant bleibenden Wertes der optischen Dichten bei den Proben mit
einem Volumen von 300 ml l&sst sich schlussfolgern, dass der Organismus den
Stoffwechsel zur Stickstofffixierung und der damit verbundenen Hz-Synthese herunter

reguliert, sodass kein weiteres Gas ohne Substratzufiitterung produziert werden kann.
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Anhand der durchschnittlichen Gasausbeute ist jedoch festzustellen, dass Rhodobacter
Stamm TUDH2 lediglich unter Verwendung von Traubensaft hohere Mengen an Gas
produzieren kann im Vergleich zum Stamm HSMW.

Nach Durchfuhrung der relativen Quantifizierung unter Verwendung der Primerpaare
nmiB, nifH und hupS, wurde eine Abnahme der Expression fur nmiB und hupS im Laufe
der Kultivierungszeit fur alle Proben der mit Referenzmedium kultivierten Kulturen fur
den HSMW-Stamm festgestellt. Die Expression fur die Hydrogenaseaktivitat (hupS) im
Vergleich zur Nitrogenaseaktivitat (nmiB, nifH) unter Verwendung des Rhodobacter-
Stammes HSMW fiel niedriger reguliert aus. Dies war ebenso anhand der Gasausbeute
von 2,12 ml/h zu erkennen. Die Hydrogenaseaktivitat des Rhodobacter-Stammes TUDH2
ist im Vergleich zur Nitrogenaseaktivitat deutlich erhéht, was sich anhand der
durchschnittlichen Gasproduktion von 0,07 ml/h bestétigen lasst. Ausschlielflich die
Expression fur die Kultur mit HSMW fir nifH als auch die Kultur mit TUDH2 fiir nmiB
wiesen nach 70 Stunden Kultivierungszeit deutlich hoher regulierte Werte auf, sodass
eine Abnahme der Expression von Beginn der Kultivierung an nicht zu erkennen war.
Anhand dieser Ergebnisse konnten Riickschliisse sowohl auf die Gasentwicklung als auch
auf die wirkenden Umweltbedingungen gezogen werden. Es bedarf weiterer
Untersuchungen auf molekularer Ebene, um eine Optimierung der Wasserstoffausbeute
zu erzielen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Ziel der Kultivierung und Gasproduktion
durch R. sphaeroides flr verschiedene Nahrmedien sowie die Erstellung von
Genexpressionsprofilen in Bezug auf die Nitrogenase- und Hydrogenaseaktivitat fur die
Kulturen mit Referenzmedium fiir R. sphaeroides 2.4.1 Stamm HSMW und TUDH2

erreicht wurden.
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8 Summary
This work determines the production of hydrogen by Rhodobacter sphaeroides 2.4.1

strain HSMW and TUDH2 under anaerobic phototrophic cultivation conditions, using
different nutrient media, like reference medium, medium with pineapple juice and
medium with grape juice. In this respect, comparisons between the different nutrient
mediain a 1,20 |-photo-bioreactor and a reactor volume of 300 ml have been made.
From the liquid cultures, two samples were taken for OD measurement and for further
analysis purposes and the gas yield was determined after a CO> precipitation in a 50 %
KOH solution in a 250 ml graduated cylinder.

In addition, samples were used for nucleic acid extraction and a DNAse digestion for
analyzing sample quality by bioanalyzer. Subsequently, the samples were examined for
the nitrogenase and hydrogenase activity after reverse transcription and cDNA
precipitation by gPCR.

The liquid culture with reference medium using strain HSMW produced on average
2.12 ml/h, the culture with pineapple juice 8.95 mi/h and the culture with grape juice
11.99 ml/h of hydrogen gas. R. sphaeroides 2.4.1 TUDH2 synthesized on average
0.07 ml/h in a culture with reference medium, 7.68 ml/h in a culture with pineapple juice
and 21.53 ml/h of hydrogen in a culture with grape juice.

When comparing the cultures, it was found from the measured data that Rhodobacter can
produce significantly higher amounts of hydrogen gas using organic substrate from juice
media. On basis of gas yield and optical density measurements, it was found that more
gas is produced in a larger bioreactor with a comparable number of cultivation time in
consideration of the height-width ratio, because more bacterial cells are available.

Due to the constant value of the optical densities of the samples with a volume of 300 ml,
it can be concluded that the organism downregulates metabolism and can not produce any
more gas without substrate feeding. On the basis of the average gas yield, however, it can
be stated that Rhodobacter strain TUDH2 can only produce higher amounts of gas using
grape juice compared to the strain HSMW.

After performing the relative quantification using the primer pairs nmiB, nifH and hupsS,
a decreased expression for nmiB and hupS during the culture time for all samples of
reference medium for the HSMW strain was detected. Expression for hydrogenase

activity (hupS) compared to nitrogenase activity (nmiB, nifH) using Rhodobacter strain
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HSMW was lower regulated. This was also evident from the gas yield of 2.12 ml/h. The
hydrogenase activity of the Rhodobacter strain TUDH2 is increased compared to the
nitrogenase activity, which can be confirmed by the average gas production of 0.07 mi/h.
Only the expression for the culture with HSMW for nifH as well as the culture with
TUDH2 for nmiB had markedly higher levels after 70 hours cultivation time, so that a
decrease in the expression from the beginning of cultivation was not recognizable. On the
basis of these results it was possible to draw conclusions on the gas evolution as well as
on the environmental conditions. Further investigations at the molecular level are needed
to optimize the hydrogen yield.

In summary, the goal of R. sphaeroides cultivation and gas production for various nutrient
media as well as generation of gene expression profiles in terms of nitrogenase and
hydrogenase activity for cultures with reference medium for R. sphaeroides 2.4.1 strain
HSMW and TUDH2 was achieved.
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