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I. Kurze Darstellung

[.1. Aufgabenstellung

Die Zielsetzung der Arbeitspakete des Teilprojekts B an der Hochschule Biberach (HBC) lag in
der Entwicklung und Optimierung eines biotechnologischen Prozesses zur Produktion von
Carotinoiden aus organischen Reststoffen mithilfe des photosynthetischen Bakteriums
Rhodospirillum rubrum. Dabei wird insbesondere ein; von den Projektleitern entwickeltes
Kultivierungsverfahren eingesetzt, welches die maximale Expression photosynthetischer Gene
unter semiaeroben Bedingungen im Dunkeln erlaubt. Der als ,Dunkel-Photosynthese”
bezeichnete Effekt erdffnet einen neuartigen Zugang zum Potenzial photosynthetischer
Bakterien vollig unabhéngig von Licht; in herkdmmlichen Bioreaktoren im industriellen Maf3stab.

Die Arbeitspakete im Teilprojekt an der HBC, betrafen in erster Linie die Bioprozessentwicklung
und Optimierung. Es sollten geeignete Fed-Batch-Strategien entwickelt werden um Carotinoide
in Hochzelldichte-Kulturen zu produzieren. Hierfir kamen genetisch designte R. rubrum-
Stamme aus dem Teilprojekt A (Universitat Stuttgart) zum Einsatz, die anstelle des natiirlichen
Carotinoids Spirilloxanthin durch Ab&nderung des Biosynthesewegs, industriell relevante
Carotinoide, wie Lycopin oder B-Carotin produzieren. Im Bewilligungszeitraum wurden zwei
rekombinanten Stamme vom Projektkoordinator Robin Ghosh, Universitat Stuttgart, bezogen
und im Teilprojekt B bearbeitet.

Schlief3lich bestand eine Hauptaufgabe des Teilprojekts darin, die entwickelten Konzepte auf
reale biogene Reststoffe aus der Agrar- /Lebensmittelindustrie zu adaptieren, um das Verfahren
im Sinne einer nachhaltigen Biotkonomie anwendbar zu machen.

[.2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt
wurde

Das Projekt wurde als Verbundvorhaben mit zwei Partnern (Universitat Stuttgart und HBC)
durchgefiihrt. Die Projektkoordination lag beim Institut fir Biomaterialien und biomolekulare
Systeme (IBBS), Universitat Stuttgart (Prof. Robin Ghosh).

An der HBC war das Projekt am Institut fiir Angewandte Biotechnologie (IAB) angesiedelt. Das
IAB bietet die Mdoglichkeit der biotechnologischen Forschung im Rahmen von o6ffentlich
geforderten Projekten und Auftragsforschungsprojekten. Dies geschieht in Zusammenarbeit
sowohl mit der Industrie als auch mit nationalen und internationalen Hochschulen. Daruber
hinaus werden Forschungsprojekte fur Studien-, Bachelor- & Masterarbeiten angeboten.

Fur die experimentellen Arbeitspakete stand am IAB der HBC eine Laborinfrastruktur zur
Verfiigung, wobei vor allem die Nutzung eines vollautomatisierten 10 Liter Bioreaktors Biostat
Cplus (Sartorius) relevant war. Die Prozesssteuerung/-regelung erfolgte Gber Programmierung
des Prozessleitsystems BioPAT® MFCS/win 3.0 (Sartorius)

Geplant war urspringlich, die experimentellen Arbeiten an ein neues Gebaude, das Innovations
und Transferzentrum ITZPlus, zu transferieren. Dieser Schritt konnte nicht innerhalb der
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Projektlaufzeit vollzogen werden, da sich die Inbetriebnahme des Gebéaudes bis in den Sommer
2024 verzogert.

Bearbeitet wurden die Arbeitspakete von einem PostDoc, zwei wissenschaftlichen
Mitarbeitern/innen und einem technischen Assistenten. Im Verlauf des Projekts kam es zu
mehreren Personalwechseln.

Die Bearbeitung des Projekts war in den Jahren 2020 und 2021 stark durch das Auftreten der
Corona-Virus Pandemie eingeschrankt.

[.3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Personell wurden die Arbeitspakete vorwiegend durch wissenschaftliche Mitarbeiter/innen (ein
PostDoc, zwei wissenschaftliche Mitarbeiter/innen) verantwortlich bearbeitet. Zur Unterstiitzung
war aul3erdem ein technischer Mitarbeiter beschéaftigt. Das Personal war auch fur die Betreuung
von studentischen Projekt- und Abschlussarbeiten im Projekt verantwortlich.

Wahrend der Laufzeit kam es zu mehreren Personalwechseln, durch Abwanderung eines
wissenschaftlichen Mitarbeiters in die Industrie und zu langeren Ausfallzeiten, durch Krankheit
des technischen Mitarbeiters.

Eine wesentliche Pragung erhielt die Bearbeitung des Projekts durch die wahrend der
Projektlaufzeit im Frihjahr 2020 aufgetretene Covid19-Pandemie. Von der Ausbreitung des
Coronavirus SARS-CoV-2 und dem allgemeinen Lockdown, waren auch die Arbeiten an der
HBC betroffen. Teilweise mussten alle Beschéftigten im Home Office arbeiten und es konnten
keine Laborexperimente durchgefihrt werden. AnschlieRend war der Laborzugang
eingeschrankt, z.B. durch Vorgaben zur max. Personenzahl im Labor.

Die geplanten Dienstreisen zum Projektpartner, fielen teilweise ebenfalls aus und wurden durch
online MS Teams-Meeting ersetzt. Dasselbe gilt fir die Teilnahme an Konferenzen. Es wurden
deshalb weniger Reisemittel als veranschlagt, ausgegeben.

Zu weiteren Verzoégerungen kam es durch ein defektes Kommunikationsmodul in der digitalen
Steuereinheit des Bioreaktor Biostat Cplus im Oktober 2021, wodurch dieser Reaktor nicht mehr
einsetzbar war. Die Beschaffung der benétigten Ersatzteile und die Reparatur durch Sartorius
verzdgerte sich durch allgemeine Schwierigkeiten in den globalen Lieferketten infolge der die
Covid-19 Pandemie. Die Reparatur erfolgte entsprechend erst im Juni 2022 durch einen
Techniker von Sartorius.

Der Ausfall konnte teilweise durch Nutzung eines an der HBC vorhandenen 30 L Bioreaktor
kompensiert werden. Um den 30 L-Fermenters fiir die semiaerobe Prozessfiihrungstrategie
einsetzbar zu machen, musste zunachst das Prozessleitsystem BioPAT® MFCS/win 3.0 am
Bioreaktor implementiert und die notwendigen Programme und Software-Rezepte vom 10 L-
Fermenter Ubertragen werden.

Der Ausfallzeit der Laborgerdte Bioreaktor Biostat Cplus (Sartorius) wurde fir
Wachstumsversuche mit biogenen Reststoffen in Schittelkolben genutzt.

Trotz der Schwierigkeiten wurden die wesentlichen Meilensteine des Projekts erreicht.
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Die Arbeiten beschrénkten sich auf die R. rubrum-Stamme R. rubrum S1 (Wildtyp), R. rubrum
SLYC18 (Lycopin-Produzent (1)) und R. rubrum SWGK46 (B-Carotin-Produzent).

I.4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft
wurde

Das fakultativ photosynthetische Purpurbakterium Rhodospirillum rubrum ist ein nattrlicher
Carotinoid-Produzent und lagert unter anaeroben phototrophen Bedingungen das Carotinoid
Spirilloxanthin als lichtabsorbierendes Pigment in die photosynthetischen Komplexe aus
Reaktionszentren und Lichsammelzentren ein. Das Potenzial photosynthetischer Purpur-
bakterien fur biotechnologische Anwendungen ist seit langem erkannt, jedoch bislang kaum in
die industrielle Praxis umgesetzt. Durch das Verfahren der ,Dunkel-Photosynthese® Iasst sich
die Hauptschwierigkeit in der grof3technischen Gewinnung photosythetischer Produkte, wie
Carotinoiden, umgehen, da die Notwendigkeit der Versorgung mit Licht zur Erzeugung des
photosynthetischen Zelltyps entfallt.

Fur die grofRtechnische Anwendung photosynthetischer Purpubakterien besteht die die
Hauptschwierigkeit in der Notwendigkeit, die Kulturen ausreichend mit Licht zu versorgen.
Dadurch wird die Skalierung in industrielle Maf3stdbe und das Erreichen hoher Zelldichten
technisch extrem aufwandig bzw. Uberhaupt unmdglich. Einen neuen Zugang zum vollen
Potenzial photosynthetischer Bakterien, bietet dagegen die Entwicklung eines Kultivierungs-
verfahrens welches unter Verwendung des M2SF-Nahrmediums und unter semiaeroben
Bedingungen, die volle Expression photosynthetischer Gene, auch véllig unabhangig von Licht,
maximal induziert (2, 3). Dadurch wird die Gewinnung photosynthetischer Produkte wie
Pigmente (Carotinoide u.a.), Biowasserstoff, Biopolymere, Vitamine (B12), Coenzyme (Q10),
u.a., in herkbmmlichen Bioreaktoren in industriellen Mal3staben ermdglicht. Der in RhoCrt
bearbeitete Prozess der ,Dunkel-Photosynthese* wird auch im aktuellen Bericht des Deutschen
Biomasseforschungszentrums ,Wasserstoff aus Biomasse® von 2022 beschrieben (4).

Das M2SF-Nahrmedium enthalt als Besonderheit, zwei Kohlenstoffquellen, - Succinat und
Fructose - wobei Succinat nur aerob verstoffwechselt werden kann, wahrend die Verwertung
von Fructose auch unter anaeroben Bedingungen durch Garung, moglich ist.

Was mit dem Begriff ,Dunkel-Photosynthese” gemeint ist, wird in Abb. 1 verdeutlicht. Fakultativ
photosynthetische Purpurbakterien, wie R. rubrum, gehdren zu den stoffwechselseitig
flexibelsten Lebensformen Uberhaupt. Wahrend anaerob im Licht eine photosynthetische
Lebensweise durch Ausbildung photosynthetischer Membranen mit lichtabsorbierenden
Pigment-Protein-Komplexen (Reaktionszentren, Lichtsammelkomplexe) erfolgt, unterbleibt die
Ausbildung dieser Komplexe in Anwesenheit von Sauerstoff und die Zellen wachsen im Dunkeln
unpigmentiert durch Atmungsstoffwechsel.
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M2s-Medium, | M2SF-Medium, — M-Medium,  [Tp7 "ey R. rubrum S1vc18 [ R. rubrum SLYC18
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Abb. 1: Kulturen von R. rubrum unter aeroben, semiaeroben (microaerobic) und phototrophen
Bedingungen. Der ,,Dunkel-Photosynthese-Effekt* unter semiacroben (microeraerobic)
Bedingungen in M2SF-Medium ist rot umrahmt.

In Abb. 1, links dargestellt ist eine im Dunkeln gezichtete Kultur des Bakteriums (aerob, mit
Sauerstoff und Atmung). Die Expression der photosynthetischen Gene, die zur Ausbildung der
photosynthetischen Membranen filhren, wird durch Sauerstoff unterdriickt, und es kommt zu
keiner Rotfarbung. Die mit phototrophic Uberschriebenen Kulturen wurden photosynthetisch
unter Kunstlicht kultiviert und zeigen durch die Rotfarbung den photosynthetischen Zelltyp mit
intracytoplasmatischen photosynthetischen Membranen an. Der genetisch designte Lycopin-
produzierende Stamm R. rubrum SLYC18 zeigt ebenfalls, in gleicher Weise wie der Wildtyp R.
rubrum S1, den ,Dunkel-Photosynthese“-Effekt bei semiaerober Kultivierung mit M2SF-Medium
(1) (Abb. 1). Bereits an der visuellen Erscheinung von R. rubrum SLYC18 ist zu erkennen, dass
das Pigmentspektrum gegentber dem Wildtyp verandert ist, und statt der purpurroten Farbung
durch Spirilloxanthin, ein orangener Farbton, hervorgerufen durch Lycopin, auftritt.

Die in RhoCrt durchgefiihrte Fed-Batch-Kultivierung von rekombinanten R. rubrum Stdmmem
fur die Produktion von Carotinoiden ist bislang nicht beschrieben. Eine weitere Entwicklung von
RhoCrt bestand in der Adaptation des Kultivierungsverfahrens an Reststoffe aus der Agrar-
/Lebensmittelindustrie als Wachstumssubstrate.

I.5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Wahrend des Projekts wurden Kontakte zu den Firmen Dairyfood GmbH, Riedlingen und RP
Agrocsience GmbH, Neustadt, geknipft, Gber die biogene Reststoffe aus der Milch-/Molke-
Industrie und aus der Weinherstellung bezogen werden konnten. Es kam zu mehreren
Dienstreisen bzw. Aufenthalten der Projektmitarbeiter/innen bei diesen Firmen zur Beschaffung
und vor-Ort-Prozessierung der biogenen Reststoffe.

Die Reststoffe wurden unentgeltlich durch die Firmen zur Verfligung gestellt (ca. 20 L / Charge).
Von Dairyfood GmbH wurde ein Milch-/Molkepermeat als Reststoff bezogen, RLP AgroScience
GmbH stellte einen Tresterpresssaft aus der Weinherstellung zur Verfiigung.
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ll. Eingehende Darstellung

II.1.Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im
Einzelnen, mit Gegentberstellung der vorgegebenen Ziele

Ein Schwerpunkt der Arbeiten im Teilprojekt B an der HBC lag in in der Entwicklung von Fed-
Batch-Prozessen und in der Verwertung von organischen Reststoffen fir die Produktion von
Carotenoiden mithilfe des photosynthetischen Bakteriums Rhodospirillum rubrum. Die
Kultivierung sollte hierbei semiaerob im Dunkeln unter Nutzung des ,Dunkel-Photosynthese*-
Effekts erfolgen. Der Begriff bezeichnet das Phanomen, dass bei Verwendung von M2SF-
Nahrmedium, in R, rubrum unter semiaeroben Bedingungen, die maximale Expression
intracytoplasmatischer photosynthetischer Membranen und anderer photosynthetischer Gene
erfolgt, die ansonsten nur durch phototrophe Kultivierung mit Licht beobachtet wird (1, 2, 3).
Der Effekt beruht auf der Verstoffwechselung, der zwei in M2SF-Medium vorhandenen
Kohlenstoffquellen, Succinat und Fructose, wodurch zellulare Redoxsignale in derselben
Weise beeinflusst werden, wie bei der Lichtregulation der photosynthetischen Genexpression
(3). Das Kultivierungsverfahren bietet somit eine Mdglichkeit, den vollen photosynthetischen
Phéanotyp der Zellen auch im Dunkel auszulésen und dadurch die grof3technische Herstellung
photosynthetischer Produkte, wie z.B. Carotenoid-Pigmente, ohne die technisch komplizierte
und ineffiziente Versorgung mit Licht, zu erméglichen.

Zielsetzung des Teilprojekts war 1. die Entwicklung von Fed-Batch-Strategien zur
Hochzelldichtekultivierung um die Produktausbeute zu steigern und 2. den Prozess von dem
relativ teuren M2SF-Medium an reale Reststoffe aus der Agrar-/Lebensmittelindustrie zu
adaptieren und damit 6kologisch nachhaltig und 6konomisch wettbewerbsfahig zu machen.

AuBer dem Wildtyp R. rubrum S1, wurden in dem Projekt zwei genetisch designte Stamme
kultiviert, die vom Projektkoordinator Robin Ghosh, Universitat Stuttgart, bezogen wurden:

Durch Deletion der Carotinoidbiosynthese-Gene crtC und crtD wurde der Stamm R. rubrum
SLYC18 erzeugt, was zur Produktion von Lycopin anstelle des Wildtyp-Carotinoids,
Spirilloxanthin, fihrte (1). Durch Einfihren eines weiteren Carotinoid-Biosynthesegens,
welches fiir das Enzym Lycopincyclase codiert, in R. rubrum SLYC18, entstand der Stamm R.
rubrum SWGKA46. Lycopincyclase katalysiert die B—Zyklisierung an beiden Enden des Lycopin-
Molekdls, wodurch als neues, fir R. rubrum unphysiologisches Produkt, B-Carotin entsteht.
Die chemischen Strukturen sind in Abb. 2 dargestellt.
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[1.L1.1. Wachstumsversuche und spektroskopische Analyse

Zunachst wurden mit den drei bearbeiteten Bakterienstammen, Wachstumsexperimente in
Schuttelkolben und spektroskopische Analysen der Pigmente durchgefuhrt (Abb. 2, Abb. 3).
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Abb. 2: Wachstum (Asso) und Expression photosynthetischer Membranen (Asso/Asso)) von R.
rubrum S1 (Wildtyp), R. rubrum SLYC18 (Lycopin.Produzent) und R. rubrum SWGK46 (B-
Carotin-Produzent) bei semiaerober Kultivierung mit M2SF-Medium in Schittelkolben. Die
Wachstumsversuche wurden als biologische Triplikate durchgefiihrt. Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Die Kultivierungen zeigten bei R. rubrum SLYC18 ein deutlich verzégertes Wachstum mit einer,
gegeniuber S1 und SWGK46 verlangerten Lag-Phase. Nach Einsetzen des exponentiellen
Wachstums waren die Wachstumsraten bei allen drei Stammen &hnlich. Bei R. rubrum
SWGKA46 wurden allerdings insgesamt geringere Biomasseausbeuten erzielt.

Bei allen drei Stammen zeigt der Anstieg der Asso/Asso-Werte im Verlauf der Kultivierungen,
dass unter den gewahlten Bedingungen, jeweils der semiaerobe Zustand erreicht wurde, bei
dem in M2SF-Medium, die Expression photosynthetischer Membranen auch ohne
Anwesenheit von Licht, maximal erfolgt (,Dunkel-Photosynthese“-Effekt).

Aus den Kultivierungen wurden Absorptionsspektren aufgenommen, um den Carotinoid-
bereich des Absorptionsspektrums zu vergleichen (Abb. 3). Es wurde sowohl Carotinoid-
Extrakte in organischen Lésungsmitteln, als auch Spektren aus lysierten Zellen aufgenommen
(Abb. 3).

Die lysierten Zellen enthalten die vollsténdigen intakten photosynthetischen Membranen bzw.
Chromatophoren, und unterscheiden sich spektroskopisch nicht von lebenden Zellen.
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Abb. 3: Absorptionsspektroskopische Untersuchung der R. rubrum-Stamme S1 (Wildtyp),
SLYC1 und SWGK46. A: Chloroform-Extrakte von R. rubrum S1. B: Chloroform Extrakt von
R. rubrum SLYC18 und Lycopin-Standard. C: Chloroformextrakt von R. rubrum SWGK 46 und
B-Carotin-Standard. D, E: Zelllysate (Chromatophoren). D: R. rubrum S1 (grun), R. rubrum
SLYC18 (blau), R. rubrum SWGK45 (rot). E: R. rubrum SWGK46 semiaerob (blau), R. rubrum
SWGK46 anaerob phototroph (grin).

Die spektroskopische Analyse bestatigte das veranderte Carotinoidspektrum in den genetisch
modifizierten Stammen gegenuber dem Wildtyp. Nach Extraktion zeigte R. rubrum SLYC18
ein identisches Absorptionsspektrum zu Lycopin, das Spektrum von SWGK46 ist identisch zu
B-Carotin. Bei R. rubrum SWGK46 zeigten sich unterschiedliche Absorptionspektren unter
semiaeroben und phototrophen Bedingungen (Abb. 3E). Demnach fuhrt die anaerobe
phototrophe Inkubation zu einer Veranderung im Carotenoidpektrum in diesem Stamm. Die
genetische Instabilitdt wurde bereits beim Projektkoordinator an der Universitat Stuttgart
beobachtet und ist Gegenstand aktueller Untersuchungen.

Aufgrund der Instabilitat von R. rubrum SWGK46 wurde die weitere Bioprozessentwicklung mit
R. rubrum SLYC18 und Lycopin als Produkt durchgefihrt.
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I1.1.2. Bioreaktorkultivierungen von R. rubrum SLYC18 mit M2SF-Medium

Die Bioreaktorkultivierungen (Fermentationen) wurden in Sartorius Biostat Cplus-Bioreaktoren
in 12 L oder 30 L Gesamtvolumen durchgefiihrt. Es ist zu erwahnen, dass fir die Sauerstoff-
regelung (pO2-Regelung) eine optische pO2-Sonde (Hamilton, VisiFerm DO 120) verwendet
wurde. Optische pO»-Elektroden beruhen auf dem Prinzip der Fluoreszenzléschung durch
Sauerstoffmolekle und sind im niedrigen Messbereich, der fir die semiaeroben Bedingungen
relevant ist, wesentlich genauer als herkdmmliche amperometrische pO.-Elektroden. Fur die
pO2-Regelung wurden als StellgréRen, die Ruhrerdrehzahl und die Begasungsrate mit
Druckluft verwendet. D

Abb. 4 zeigt den Verlauf einer Batch-Fermentation im 10 L Bioreaktor.
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Abb. 4: Batch-Fermentation von R. rubrum SLYC18 im 10 L Bioreaktor mit M2SF-Medium.
Wachstum (Asso) und Expression photosynthetischer Membranen (Asso/Asso), B: HPLC-Analyse
des Kulturtiberstands.

Der Gehalt an photosynthetischer Membran pro Zelle ist in Abb. 4A durch den Asso/Asso-Wert
dargestellt und zeigt, dass der semiaerobe Zustand nach ca. 25 h erreicht wurde, da ab hier
der Asso/Asso-Wert ansteigt. Der Lycopin-Gehalt wurde zu vier Zeitpunkten gemessen. Die
hochste Lycopinkonzentration von 15,12 mg/L Kultur wurde zum Ende der Wachstumsphase
erreicht. Die Lycopinkonzentrationen aus der Batch-Fermentation entsprechen damit den
bereits friher im Schuttelkolben mit M2SF-Medium erhaltenen Werten (1).

Der Verlauf der Substrate Succinat und Fructose, zeigte einen typischen Diauxie-Verlauf, bei
dem unter semiaeroben Bedingungen zunachst Fructose und anschliefend Succinat
verstoffwechselt wird. Die Verstoffwechselung der Fructose ist mit der Ausscheidung von
Acetat verbunden. Das Auftreten von Acetat ist im Sinne eines Overflow-Metabolismus zu
interpretieren, da nach Fructose-Verbrauch, das zuvor ausgeschiedene Acetat, wieder
aufgenommen wird und als Substrat flr eine zweite Wachstumsphase nach ungefahr 48 h
dient, mit einer geringeren Wachstumsrate als bei Wachstum auf Succinat/Fructose. Ein
entsprechendes Verhalten ist bei vielen Bakterien und Hefen, meistens bei Wachstum mit
Glucoselberschuss, bekannt.
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I1.1.3. Fed-Batch-Bioreaktorkultivierung mit M2SF Medium
In den Fed-Batch-Fermentationen wurde Fructose als Substrat zugefittert.
Die Berechnung der Feedrate (ml h'V fir exponentielles Fed-Batch in Abhangigkeit der

Zelltrockenmasse (cdw (g L%)), der Fructoseaufnahmerate (gru (mmol gV L-Y), der
Konzentration der Feedlosung (Creed (g L)) und der Molekiilmasse Fructose (Mg (g mol™)):

(cdw x e"t) X gFru
cFeed X MFru

Ffeed =

Eine Fed-Batch-Fermentation im 30 L Bioreaktor mit Fructose-Feed ist in Abb. 5 gezeigt.

Die Fermentation tragt die Bezeichnung Fed-Batch-F.
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Abb. 5: Fed-Batch-Fermentation von R. rubrum SLYC18 im 30 L Bioreaktor mit Fructose-Feed-
Der Beginn der Fed-Batch-Phase ist durch die gestrichelte Linie angezeigt. Oben links:
Wachstum (Asso) und Expression photosynthetischer Membranen (Asso/Asso), Oben rechts:
HPLC-Analyse des Kulturiiberstands. Unten links: Online-Daten der pO2-Regelung. Unten
rechts: Online-Daten der pH-Regelung. Acid und Base geben die VVolumina zudosierter Saure (1
M H,S0O4) und Base (1 M KOH) an.

Der semiaerobe Zustand wurde durch die Stellgré3en Riuhrerdrehzahl und die Begasungsrate

mit Druckluft geregelt. Wie in Abb. 5 dargestellt, wurde nach Beginn der semiaeroben Phase,

trotz Erhéhung der Rihrerdrehzahl und der Begasungsrate mit Druckluft, der Geldstsauerstoff

auf einem pO>-Wert von 0 % Luftsattigung gehalten. Der eingebrachte Sauerstoff wurde

komplett veratmet. Der Anstieg des Asso/Asso-Quotienten nach 26,5 h, zeigt die Induktion der
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semiaeroben Phase und die Expression photosynthetischer Membranen (,Dunkel-Photo-
synthese“-Effekt) an.

Die Fermentation gliederte sich in eine Batch-Phase und eine Fed-Batch-Phase, die nach 68,5
h durch Zufiitterung von Fructose startete. Die Zufiitterungsrate (ml/h) wurde durch die
Parameter der Batch-Phase, spezifische Wachstumsrate p = 0,09 h?' und einer
Fructoseaufnahmerate gr = 0,4 mmol geaw® h' (cdw: cell dry weight, Zelltrockenmasse)
berechnet. Wéhrend der Fed-Batch-Phase ergab sich eine spezifische Wachstumsrate von
0,08 h't.

Die Zugabe von Saure wahrend der Batch-Phase, ist auf die Aufnahme von Succinat aus dem
M2SF-Medium tber ein Protonen-Symport-Transportsystem zurtickzufilhren. Nach Beginn der
Fed-Batch-Phase Uberwiegt die Zugabe von Base, verursacht durch die Bildung von
organischen Sauren (Acetat, Formiat, Propionat) durch anaerobe Verstoffwechselung der
zugefitterten Fructose. Die starke Akkumulation der Fructose von Stunde 68,5 — 94, fihrte zu
einem Abbruch der Zufltterung und zeigt, dass die gewahlten Feed-Parameter nicht der realen
physiologischen Situation im Bioreaktor entsprochen haben. Nach dem Stop des Feeds
erfolgte die Verwertung der zudosierten Fructose und es kam zu einer weiteren Zunahme der
Biomasse und zur Ausscheidung organischer Sauren.

Wahrend der Fed-Batch-Phase ergab sich eine spezifische Wachstumsrate von 0,08 h.In der
Fed-Batch-Fermentation wurde insgesamt eine Biomassekonzentration (Zelltrockenmasse)
von 7,2 g L erreicht.

Nach 140 h war eine starke Abnahme der Wachstumsrate zu verzeichnen und es erfolgte keine
weitere Zunahme der Biomasse, obwohl noch ausreichend Fructose als Substrat verfiigbar
war. Die Uberlegung war deshalb, dass bei hohen Zelldichten, Komponenten aus dem M2SF-
Medium limitiert sein kdnnten. In einer weiteren Fed-Batch-Fermentation (Fed-Batch-FVAS)
wurde deshalb zusatzlich zu Fructose, noch eine Vitaminldsung mit Vitaminen aus dem M2SF-
Medium (5) sowie Ammonium-Succinat (NH4).C4H404) als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle
zugefuhrt um eine Stickstofflimitierung zu verhindern.

Der Verlauf der Fermentation Fed-Batch-FVAS ist in Abb. 6 dargestellt.
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Abb. 6: Fed-Batch-Fermentation von R. rubrum SLYC18 im 10 L Bioreaktor mit Fructose-,
Vitamin- und Ammonium-Feed (Fed-Batch-FVAS). Der Beginn der Fed-Batch-Phase ist durch
die gestrichelte Linie angezeigt. Oben links: Wachstum (Aesso) und Expression
photosynthetischer Membranen (Asso/Asso), Oben rechts: HPLC-Analyse des Kulturiiberstands.
Untern links: Online-Daten der pO2-Regelung. Unten rechts: Online-Daten der pH-Regelung.
Acid und Base geben die Volumina zudosierter Saure (1 M H2SO.) und Base (1 M KOH) an.

Wahrend der initialen Batch-Phase nahm die Biomasse (Asso) Mit einer Wachstumsrate p =
0,093 h! und einer Fructoseaufnahmerate g = 0,4 mmol gcow™ h* zu. Der Anstieg der
photosynthetischen Membranen (Asso/Asso) Nnach 50 h zeigt die semiaerobe Wachstumsphase
an. Gleichzeitig wurde die Fed-Batch-Phase gestartet. Nach 211 Stunden wurde die maximale
Biomassekonzentration mit einer Zelltrockenmasse von 32,1 g L erreicht.

Damit wurde durch die Supplementierung mit Vitaminen und Ammonium in der Fermentation
Fed-Batch-FVAS, eine drastische Steigerung der Biomasse im Vergleich zu der Fermentation
Fed-Batch-F aus Abb. 5 erreicht.

Lycopin wurde nach Extraktion mit org. Lésungsmitteln durch HPLC bestimmt. Die HPLC-
Analyse erfolgte auf einer C18-Phase mit einem Gemisch aus 70 % Methanol, 25 % Acetonitril,
5 % Tetrahydrofuran als Laufmittel und einem Photodiodenarray-Detector (DAD). Die
Chromatogramme und DAD-Spektren der Extrakte aus einer Bioreaktorkultivierung und einem
Lycopin-Standard sind in Abb. 7 gegeniibergestellt und zeigen vollige Ubereinstimmung.

Die gewahlte HPLC-DAD Methode erweis sich als geeignet fiir den qualitativen Nachweis und
die quantitative Bestimmung von Lycopin. Es ist hervorzuheben, dass die Extrakte nur einen
Carotin-Peak zeigten und keine Nebenprodukte aufweisen. R. rubrum SLYC18 produziert
demnach ausschlief3lich trans-Lycopin als einziges Carotinoid. Anhand der Chromatogramme
in Abb. 7, war die Reinheit der Extrakte sogar hdher als beim verwendeten Lycopin-Standard
(Lycopin analytical standard, Merck, Darmstadt, Purity (HPLC AREA %) = 85.0 %)!
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Abb. 7: HPLC-Analyse von Lycopin aus Bioreaktor-Kultivierungen. Oben: Lycopin-Standard,
1 mg/ml in Chloroform. Unten: Extrakt aus Fermentationskultur. Rechts: Chromatographische
Auftrennung an C18-Phase. Lycopin eluiert in diesem Trennsystem mit einer Retentionszeit (RT)
von 12 min. Rechts: DAD-Absorptionsspektren am Peakmaximum bei 12 min.

Die Lycopin-Konzentrationen zu verschiedenen Probenahmezeitpunkten in den
Fermentationen Fed-Batch-F (Abb. 5) und Fed-Batch-FVAS (Abb. 6) sind in Abb.8 dargestellt.

40 80
35 70 —
Fed-Batch-F _ Fed-Batch-FVAS
330 - = 60 | .
EPr & s0f
220} g 40 |
@ =
215 | s 30t
s =
=10 | = 20t
5 H 10 } H
30265 4 51 755 94 140 51 74 975 1215 1455 211 2395
Time (h) Time (h)

Abb. 8: Lycopin-Konzentrationen der Fermentation Fed-Batch mit Fructose (Fed-Batch-F,
Abb. 5) und Fed-Batch mit Fructose, Vitaminlésung und Ammoniumsuccinat (Fed-Batch-
FVAS, Abb. 6). Fehlerbalken geben die Standardabweichung aus drei Messungen an.

Die Lycopinkonzentrationen nahmen parallel mit der Biomasse zu. In Fed-Batch-F betrug die
maximale Lycopin-Konzentration 28,6 mg/ L* zum Ende der Wachstumsphase. In Fed-Batch-

FVAS wurde mit 69,3 mg L insgesamt mehr als doppelt so viel Lycopin produziert wie in Fed-
Batch-F.
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Zusétzlich zu Lycopin wurde auch der Gehalt an Polyhydroxyalkanoaten (PHA) untersucht, da
PHA ebenfalls mit organischen Ldsungsmitteln extrahierbar ist. PHA stellt als biologisch
abbaubares Biopolymer, eine Alternative zu Plastikkunstoffen fur viele Anwendungen dar (6)
und ist damit als weiteres Produkt aus den R. rubrum-Fermentationen interessant.

Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse fur Biotrockenmasse (CDW), Lycopin und PHA
aus den Fermentation Fed-Batch mit Fructose (Fed-Batch-F, Abb. 5) und Fed-Batch mit
Fructose, Vitaminlésung und Ammoniumsuccinat (Fed-Batch-FVAS, Abb. 6).

CDW Lycopin Lycopin PHA PHB

(9/L) (mg/lL)  (9/gCDW)  (g/L)  (g/g CDW)
Fed-Batch-F 7,22 28,6 3,97 1,87 0,26
Fed-Batch-FVAS 32,1 69,3 2,16 1,93 0,14

Die absolut erzielten Konzentrationen (g/L) von Lycopin und PHA waren in der Fermentation
Fed-Batch-FVAS hoher als in der Fermentation Fed-Batch-F, was auf die hdhere
Biomassekonzentatrion zurlckzufuihren ist. Bei den spezifischen Konzentrationen, bezogen
auf die Biotrockenmasse (g/gCDW), ergaben sich allerdings die umgekehrten Verhéaltnisse und
die Werte aus Fed-Batch-F lagen Uber denen aus Fed-Batch-FVAS.

[1.1.4. Arbeiten mit Reststoffen aus der Agrar-/Lebensmittelindustrie (Frucht- und
Molkereiabfélle)

Eine wesentliche Zielsetzung des Teilprojekts B an der HBC bestand in der Adaptation des
Kultivierungsverfahrens an biogene Rest- /Abfallstoffe aus der Agrar- und Lebensmittelindustrie
um den Prozess nachhaltiger und effizienter im Sinne einer zirkularen Biotkonomie zu
betreiben. Wahrend der Projektlaufzeit von RhoCrt wurden Kontakte zu zwei Unternehmen
hergestellt, die entsprechende Abfallstoffe in gréReren Mengen zur Verfiigung stellen konnten.

Molkereiabfalle wurden durch die Fa. Dairyfood, GmbH, Riedlingen, bezogen. Der Schwerpunkt
der Firma liegt in der ,Verarbeitung von Molke aus der Alpenregion sowie umliegender Lander
zu Molkeneiweil3- und Laktosepulver verschiedenster Zertifizierungen* (www.dairyfood.de).
Wahrend der Verarbeitung féllt als Reststoff ein Milch-/Molkepermeat (MMP) -sogenannte
Mutterlauge - in Mengen von 100.000 L pro Tag (!), allein am Standort Riedlingen, an. Die
bisherige Verwertung erfolgt in der Tiererndhrung (Schweinemast) und als Substrat flr
Biogasanlagen. Der Rest muss Uber die kommunalen Klaranlagen entsorgt werden.

Das Wachstum von R. rubrum auf Molkereiabféllen wurde bereits in einer friheren Arbeit im
Zusammenhang mit der Biowasserstoffproduktion beschrieben (7) — allerdings unter
phototrophen Bedingungen, wahrend in RhoCrt ein Verfahren unter semiaeroben Bedingungen
im Dunkeln angestrebt wird (,Dunkel-Photosynthese®). Als C-Quelle wird das das in dem
Reststoff enthaltene Laktat (Milchsdure) angesehen (7).

Charakterisierung des Reststoff Milch-Molkepermeat (MMP). Im Juni 2021 wurde eine erste
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Mutterlaugen-Charge von der Dairyfood GmbH, Riedlingen, bezogen. Die Analyse im Labor der
HBC ergab die folgende Zusammensetzung (Tab. 2):

Tabelle 2: Zusammensetzung Milch-Molke-Permeat (,,Mutterlauge“, MMP) der Fa. Dairyfood
GmbH

Allgemeine Werte Leitfahigkeit [mS/cm] 28.3
Osmolaritat (osmol/kg) 2.26
pH-Wert 5.03
Organische Sauren (mmol/L) Laktat 366.2
Acetat 74,1
Mono-/Disaccharide (mmol/L) Lactose 366.2
Glucose 23.8
Galactose 8.7
Anionen (mmol/L) Fluoride 4.34
Chloride 14.00
Bromide 0.14
Nitrate 0.32
Phosphate 9.55
Sulfate 1.81
Kationen (mmol/L) Natrium 6.90
Ammonium 0.69
Kalium 19.16
Calcium 1.44
Magnesium 5.31

Fur die Verwendung als Substrat fur die Kultivierung von R. rubrum sind hier insbesondere die
Anteile an organischen Sauren Laktat und Acetat interessant. Das Rohmaterial enthielt ca. 32
g/L Laktat. Die ebenfalls in hoheren Konzentrationen vorhandenen Kohlenhydrate Lactose,
Glucose und Galactose kénnen dagegen von R. rubrum nicht verstoffwechselt werden.

Aus der nativen Mutterlauge wurde eine Keimzahl von 13200 + 2300 KBE bestimmt. Das
Material liel3 sich ohne Verlust von Nahrstoffen durch Autoklavieren sterilisieren und ist dann
bei Einlagerung bei 4 °C haltbar (Abb. 9).

Abb. 9: Von links nach rechts: Mutterlauge vor und nach dem Autoklavieren. LB.-Agarplatte
mit Ausstrich nativer Mutterlauge nach 48 h Inkubation.

Wachstumsversuche. Zunachst wurde die Befahigung von R. rubrum untersucht, reine
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Laktose bzw. reines Laktat als alleinige C-Quelle zu verwerten. Hierfir wurde das etablierte
M2S-Medium modifiziert indem 40 mM Succinat als C-Quelle durch Laktose bzw. Laktat ersetzt
wurden. Die Kultivierungen erfolgten sowohl unter aerob/semiaeroben Dunkelbedingungen als
auch anaerob phototroph.

Die Ergebnisse des Wachstums und der Expression photosynthetischer Membranen sind in
Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10: Zellwachstum (Aseo) und Expression photosynthetischer Membranen (Asso/Asso) mit
Laktose bzw. Laktat als einziger C-Quelle. Dargestellt ist jeweils ein exemplarisches Ergebnis
aus jeweils funf identischen semiaeroben Kultivierungen.

Die Kultivierungen mit Laktose zeigten keinerlei Zellwachstum. Im Gegensatz dazu, fihrte
Laktat zu deutlichem Wachstum unter allen getesteten Bedingungen. Semiaerob wurde eine
spezifische Wachstumsrate p = 0,046 h! erreicht. Dies entspricht einer Verdopplungszeit von
14,9 h.

Die ersten Versuche mit nativer Mutterlauge ergaben, dass mit dem nativen Reststoff als
Kultivierungssubstrat kein Wachstum von R. rubrum moglich war. Ebenso fihrte die
Supplementierung des etablierten M2SF-Mediums mit 20 % (v/v) Mutterlauge zur Verhinderung
des Zellwachstums. Die Inhibition wird vermutlich, zumindest zum Teil, durch den hohen Salz-
und Zuckergehalt verursacht.

In einer Kultivierung mit einem Racemat aus DL-Laktat als Modellsubstrat, zeigte sich, dass
beide Stereocisomere simultan von R. rubrum aufgenommen und als C-Quelle fir Wachstum
genutzt werden kdnnen (Abb. 11). Damit sollte sich auch MMP grundsatzlich als
Wachstumssubstrat eignen.
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Abb. 11: Wachstumsversuch mit R. rubrum S1 unter Verwendung von DL-Laktat als
Modellsubstrat. Zellwachstum (Aeso) und Expression photosynthetischer Membranen
(Asso/Ase0).

Arbeiten mit Reststoff Tresterpresssaft (TPS). Im Januar 2022 konnte aul3erdem eine
Quelle fur Fructose- und Succinat-haltige Reststoffe durch Kontakt zu RLP AgroScience
GmbH, Neustadt, erschlossen werden (www.agroscience.de). Das Institut RLP AgroScience
arbeitet an der Entwicklung einer nachhaltigen Landbewirtschaftung und hat unter anderem
das Kernthema ,Biodkonomie* als Forschungsschwerpunkt. Bezogen wurden 2022 und 2023
ca. 30 Liter Tresterpresssaft (TPS) aus dem Weinanbau. Nach Angaben von RLP AgoScience
fallen allein in deutschen Weinbaugebieten 225.000 Tonnen (!) Traubentrester pro Jahr an.

Nach Bezug des Rohstoffs von RLP AgroScience, Neustadt, wurde zunéchst die chemische
Zusammensetzung in den Laboren der HBC analysiert. Organische Sauren und Zucker wurden
durch HPLC bestimmt, die Analyse von Anionen und Kationen erfolgte durch
lonenchromatographie. Die Ergebnisse sind in Tab. 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Zusammensetzung Tresterpresssaft (TPS) der RLP AgroScience GmbH

Tresterpresssaft (TPS) Unbehandelt
Allgemeine Werte Leitfahigkeit [mS/cm] 2,75
pH-Wert 3,69
Organische Sauren (mmol/L) Citrat
Tartrat 20,9
Malat 53,4
Succinat 37,9
Monosaccharide (mmol/L) Glucose 516,5
Fructose 496,1
Anionen (mmol/L) Chlorid 1,25
Nitrat 0,83
Phosphat 5,65
Sulfat 20,05
Kationen (mmol/L) Natrium 0,65
Ammonium 6,31
Kalium 41,39
Calcium 4,87
Magnesium 4,93
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Das TPS-Material ist vor allem durch den hohen Gehalt an Fructose (ca. 500 mM; entspricht >
80 g/L) ideal. Aulzerdem wurden ca. 38 mmol/L Succinat gefunden. Die Succinat-Konzentration
entspricht damit in etwa dem M2SF-Medium. Mit den festgestellten Mengen an Succinat und
Fructose sind beide Komponenten; die fur den semiaeroben ,Dunkel-Photosynthese“-Effekt
notwendig sind, in ausreichenden Konzentrationen in diesem Reststoff vorhanden.

Kultivierung mit Reststoffen in Schuttelkolben. Kultivierungsversuche bei denen die
unbehandelten Reststoffe als Wachstumssubstrate eingesetzt wurden, zeigten dass in dem
unbehandelten Material weder bei MMP noch bei TSP, ein Wachstum der Bakterien erfolgte.
Die Zusammensetzungen in Tab. 2 und Tab. 3 legen als Ursache fiir die Wachstumshemmung,
insbesondere die hohe Osmolaritdt und hohe Zuckerkonzentrationen nahe. Bei allen
Wachstumsversuchen wurde der pH-Wert auf 6,8 korrigiert.

Um die inhibierenden Effekte zu vermeiden, erfolgten weitere Versuche mit verdiinnten
Reststoffen. Abb. 10 zeigt, dass die Bakterien in 1:10 verdiinntem TPS wachsen kénnen, wobei
ungefahr die Halfte der mit M2SF-Medium erzielten Zellausbeuten (Aeso) erreicht wurde. Der
Anstieg im Pigmentgehalt/Zelle (Asso/Asso) Nach ca. 20 h in M2SF-Medium, stellt den ,Dunkel-
Photosynthese“-Effekt dar, bei unter semiaeroben Bedingungen im Dunkeln, eine maximale
Expression photosynthetischer Membranen erfolgt.
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Abb. 10: Wachstumsversuch mit verdiinntem Tresterpressaft (TPS). M2SF-Medium diente als
Kontrolle. Aseo gibt den Verlauf der Biomasse wieder, Asso/Asoo (Pigment/cell) zeigt den Gehalt
an photosynthetischen Membranen pro Zelle.

In einem weiteren Ansatz wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen M2SF-Medium mit 10
Volumenprozent des jeweiligen Reststoffs supplementiert wurden. Abb. 11 zeigt neben den
Wachstumskurven und der Expression photosynthetischer Membranen (Asso/Asso), auch die
Konzentrationsverlaufe der Substrate sowie des Nebenprodukts Acetat.
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Abb. 11: Wachstumsversuche mit Supplementierung des M2SF-Mediums mit 10 % TPS bzw.
10 % MMP

Der Zusatz von 10 % TPS bzw. 10 % MMP fihrte zu einer Stimulation des Wachstums, was
besonders deutlich fir TPS zutraf. Damit sind beide Reststoffe vielversprechend fir die
Verwendung in Fed-Batch-Fermentationsprozessen, bei welchen TPS bzw. MMP in nicht-
inhibierenden Konzentrationen zugefittert werden um Carotinoide und andere Wertstoffe zu
gewinnen.

Insbesondere TPS stellt ein sehr vielversprechendes Substrat dar, da durch den hohen Gehalt
von Succinat und Fructose, die Bedingungen, die mit M2SF-Medium zum ,Dunkel-
Photosynthese“-Effekt fiihren, erfiillt werden.

[1.1.5. Lycopinproduktion mit biogenen Reststoffen.

Vor der Verwendung wurden die Reststoffe MMP und TPS wie folgt prozessiert: Der
unbehandelte Reststoff wurde mit 1 M NaOH auf pH 6,80 eingestellt und bei 4400 x g fir 30
min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine Schottflasche dekantiert und zusétzlich
durch eine Cross-Flow-Filtration (Sartorius AG SARTOFLOW® Slice 200 Benchtop Crossflow
System) mit einer 0,2 um Hydrosart Filtermembran (0,1 m?) filtriert. AnschlieRend wurde das
Filtrat unter der Laminar-Air-Flow (LAF) (Scanlaf Mars Safety Class 2) mithilfe einer
Vakuumpumpe (Vacuubrand GmbH & Co. KG, PC 3001 Vario pro) durch einen 0,2 um Filter
(Thermo Scientific Nalgene™ Rapid-Flow 75mm Bottle Top Filter) sterilfiltriert. Die Lagerung
des prozessierten sterilen Reststoffs erfolgte bei 4 °C bis zur Verwendung.
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Die Lycopin-Produktion in Kultivierungen mit den biogenen Reststoffe MMP und TPS sind in
Abb.12 dargestellt. Die Lycopin-Konzentration in den Zellen wurde jeweils am Ende der
Wachstumsphase durch HPLC-Analyse bestimmt. Fur die Kultivierungen wurden entweder das
chemisch definierte Nahrmedium M2SF mit 10 Vol % Reststoff supplementiert (Abb. 1, A, B)
oder 1:10 verdinnte Reststoffe eingesetzt (Abb. 1 C, D). In unverdiinntem Reststoff fand weder
bei MMP noch bei TSP, Zellwachstum statt — vermutlich aufgrund der hohen osmotischen
Verhéltnisse in diesen Substraten.
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Abb. 12: Kultivierungen von R. rubrum SLYC18 mit biogenen Reststoffen. MMP: Milch-
Molke-Permeat; TPS: Tresterpresssaft. A: M2SF + 10 % MMP. B: M2SF + 10 % TPS. C: TPS
1:10 + NH4CI. D: TPS 1:10 + NHsSuccinat.

Wie die Ergebnisse zeigen, stellt insbesondere 1:10 verdiinnter TPS ein sehr vielversprech-
endes Substrat dar. Das Wachstum und die Lycopin-Produktion waren sogar gegentiber dem
M2SF-Medium gesteigert. Unverdinnt enthalt TPS ungefahr 80 g/L (!) Fructose und 40 mM
Succinat, und somit beide Kohlestoffquellen die bei Verwendung des M2SF-Mediums fiir den
,ounkel-Photosynthese“-Effekt verantwortlich sind. Durch die 1:10 Verdinnung wird allerdings
Succinat und Stickstoff limitierend, so dass in der Kultivierung Abb. 12 C,D) Ammonium zum
Ausgleich zugesetzt wurde.

Die hdchste Lycopinkonzentration wurde in M2SF + 10 % TPS gefunden, gefolgt von TPS 1:10
+ (NH4)2-Succinat. Der spezifische Lycopingehalt (mg/g Biomasse) war am hdchsten bei
Kultivierung in TPS 1:10 + (NHa4)2-Succinat (Abb. 13).
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Abb. 13: Vergleich der Lycopin-Ausbeuten aus biogenen Reststoffen MMP und TPS aus
Bioreaktorkultivierungen mit R. rubrum SLYC18

Allgemein wurden bei Verwendung von MMP als Reststoff, geringere Werte fir Zellwachstum
und Lycopin-Konzentration erhalten als bei Verwendung von TPS.

TPS erweist sich damit als vielversprechendes Substrat fir die Gewinnung von Lycopin in
microaeroben Dunkelkulturen mit R. rubrum SLYC18.

I1.1.6. Gegeniberstellung des erzielten Ergebnisses mit den vorgegebenen
Zielen

Die zwei wichtigsten Projektziele wurden erreicht;

1. Es konnte eine Prozessregelung zur Einstellung des ,Dunkel-Photosynthese“-Effekts in
Bioreaktorkultivierungen mit dem Wildtyp R. rubrum S1 und mit dem rekombinanten Lycopin-
Produzenten R. rubrum SLYC18 entwickelt werden.

Durch Fed-Batch-Betrieb mit Zuflitterung von Fructose, konnte die Zellausbeute und damit die
Produktausbeute drastisch gesteigert werden.

Eine vollstdndige Automatisierung und Optimierung des Fed-Batch-Verfahrens steht noch aus,
und wird im Nachfolgeprojekt RhoTech2 und im Projekt MoDe_ProBio (s.11.4)) weiterverfolgt.

2. Die Produktion des industriell relevanten Carotinoids Lycopin wurde in M2SF-Medium und
durch Verwendung von Milch/Molkepermeat und Tresterpresssaft als biogene Reststoffe
demonstriert. Damit ist ein wesentlicher Meilenstein des Projekts erreicht worden.

Eine detaillierte Metabolom-Analyse konnte im Projekt nicht durchgeflihrt werden und ist
Gegenstand aktueller und beantragter Folgeprojekte (s.11.4)

Der urspringlich geplante Transfer in das neue Gebaude ,Innovations- und Transferzentrum
plus (ITZplus)*lieR sich innerhalb der Projektlaufzeit nicht realisieren, da sich die Fertigstellung
des Gebaudes verzogerte und die Inbetriebnahme erst im Sommer 2024 erfolgt.
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[I.2. Wichtigste Positionen des zahlenméafigen Nachweises

Aufgrund der Corona-Einschrénkungen in den Jahren 2020 und 2021, sowie krankheits-
bedingten und technischen Ausfallzeiten konnten die Finanzmittel nicht wie vorgesehen
verwendet werden.

Den allgemeinen MafRnahmen zur Kontaktreduzierung fielen vor allem auch die Dienstreisen
zum Opfer. Mehrere Meetings wurden daher online-durchgefiihrt. Ein an der HBC
vorgesehenes Projektreffen mit dem Projektpartner fiel aus.

Fiur die Vorstellung des Projekts auf der Konferenz PurpleWeek 2023, Madrid, Spanien,
konnten 800 € gesperrte Mittel fir Auslandsreisen entsperrt werden.

Die Mittel fur Vergabe von Auftrdgen konnten ebenfalls nicht in Anspruch genommen werden,
da keine Stdmme fur Sequenzierung und Transkriptomanalysen zur Verfiigung standen.
Aufgrund der durch die Covid-19 Pandemie und anderer Umsténde aufgelaufenen Restmittel,
konnte das Projekt zuwendungsheutral bis 31.01.2023 verlangert werden

Der Hauptteil der entstandenen Kosten betrifft die Personalmittel fir die wissenschaftlichen
Mitarbeiter*innen (E13) sowie einen technischen Assistenten (Abb. 14).

Unter sonst. allg. Verw.-Ausg. fallen Verbrauchsmaterialien die fir die Durchfiihrung der
Experimente bendtigt wurden. Auch hier konnten aufgrund der Ausfallzeiten weniger Mittel als
vorgesehen ausgegeben werden.

B Beschéftigte E12-E15

® Beschéftigte E1-E11

sonst. Beschaf.-Entgelte

m Sonst. allg. Verw.-Ausg.

m Dientreisen

Abb. 14: Zusammenstellung der wichtigsten Positionen der Ausgaben.
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[1.3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die durchgefihrten Arbeiten entsprechen den im RhoCrt-Antrag beschriebenen
Arbeitspaketen.

Um die in Il.1. dargestellten Ergebnisse zu erzielen, musste eine gréRere Anzahl von
Fermentationsexperimenten durchgefiihrt werden. Manche Kaultivierungen mussten
abgebrochen werden, z.B. bei Auftreten von Kontaminationen, tibermafiger Schaumbildung,
u.a.. Allgemein gestalten sich Fermentationsexperimente im Bioreaktor langwierig, da erst eine
Anzuchtschiene der Bakterien aus mehreren Vorkulturen durchlaufen wird, um das Inokulum
zu erhalten. AulRerdem muissen grolRere Mengen Nahrmedium hergestellt werden, was bei
M2SF-Medium ebenfalls aufwandig ist, da erst eine Spurenelementlésung, dann eine
Vitaminlésung und dann das fertige Medium hergestellt werden missen.

Ebenso wurden fur die Reststoffe MMP und TSP mehrere Prozessierungsvarianten getestet,
da es nach dem Autoklavieren und bei langerer Lagerung, zum Ausfallen von nicht-
identifizierten Bestandteilen kam. Um die Rohstoffe fur die Kultivierungen verwenden zu
konnen und lagerungsfahig zu machen, wurde schlie3lich das unter 11.1.5. beschriebene
Protokoll als Standard festgelegt.

Auf die Verzdgerung in der Bearbeitung der Arbeitspakete infolge der Corona-Pandemie und
technischer Defekte am Bioreaktor wurde bereits hingewiesen (1.3).

II.4. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des
Ergebnisses im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Der in RhoCrt bearbeiteten Thematik der Gewinnung industriell relevanter Carotenoide aus
biogenen Reststoffen, leistet einen Beitrag zum Entstehen einer Biotkonomie, in der
Ressourcen effizienter genutzt werden und dadurch eine nachhaltigere Wirtschaftsweise
ermdglicht wird.

Aus den Arbeiten in RhoCrt haben sich ideale Voraussetzungen ergeben, um die Technologie
im Sinne eines Bioraffineriekonzepts weiterzuentwickeln.

Malgeblich beférdert durch die Arbeiten in RhoCrt, konnten eine Reihe von Aktivitaten
gestartet werden, die die weitere Entwicklung einer auf Purpurbakterien basierenden Biotech-
nologie in nationalen und internationalen Kooperationsprojekten voranbringen und damit einen
Beitrag zu einer zukinftigen nachhaltigen Biodkonomie zu leisten.

Fur die weitere Verwertung relevant sind folgende aktuellen Entwicklungen:

e Ein Nachfolgeprojekt von RhoTech mit der Bezeichnung RhoTech2 innerhalb der
Fordermaflinahme des BMWK im Forderbereich 3.7 "Energetische Nutzung biogener Rest-
und Abfallstoffe" im 7. Energieforschungsprogramm, wurde mit Bescheid vom 14.12.23
bewilligt (FKZ 03EI5475B, Projektkoordinator Robin Ghosh, Universitat Stuttgart). In
RhoTech2- soll das erste Up-Scaling dieses Prozesses in die industrielle Umgebung von
einer KMU (Fa. Bayer Frucht- und Gemusesaft GmbH, Ditzingen) im Vordergrund stehen.
Dabei sollen alle Bausteine der BioH:-Produktion ausschlie3lich auf regenerativen
Energiequellen und biogenen Rest- und Abfallstoffen basieren. R. rubrum wird mit Frucht-
/Gemiusetrester- Extrakten kultiviert und produziert BioH, und hochwertige Carotinoide.
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Im Forderprogramm fir Angewandte Nachhaltigkeitsforschung an baden-wirttemberg-
ischen Hochschulen fir Angewandte Wissenschaften ,PAN HAW BW* wurde im Oktober
ein Verbundprojekt mit Beteiligung von vier Hochschulen fur Angewandte Wissenschaften
bewilligt. Im Projekt ,Modellbasiertes Design von Prozessen fur die Biodkonomie
(MoDe_ProBio)* (FEIH_PAN_2685068) soll aus der Kombination von digitalen Zwillingen
(unterstiitzt durch kunstliche Intelligenz), modellbasierter Versuchsplanung und
Okobilanzierung eine neue Designmethodik entstehen. Die neue Designmethodik wird im
Vorhaben eingesetzt, um ressourcenschonende, innovative Bioprozesse und ihre digitalen
Zwillinge z.B. zur Herstellung von Biowasserstoff und Carotinoiden mit R. rubrum aus
Abfallstoffen bis zur Prozessreife zu entwickeln.

COST Action CA21146 — - Fundamentals and applications of purple bacteria biotechnology
for resource recovery from waste (PURPLEGAIN): COST Action CA21146 ist eine auf vier
Jahre angelegte europaische Networking-Aktion zum Austausch von Technologien und
Wissenstransfer zwischen akademischen und industriellen Sektoren. Beteiligt sind 21
COST Staaten und funf Partnerlander. Thema ist die Verwertung von erneuerbaren
Rohstoffen bzw. Abfallstoffen mit photosynthetischen Purpurbakterien. PurpleGain zielt
auRerdem darauf ab, eine Datenbank fir Studien zu technotékonomischen, sozialen und
Okologischen Auswirkungen zu erstellen, die die Marktfahigkeit sowohl der adressierten
Technologien als auch der zu extrahierenden Produkte erleichtert. Einige Schwerpunkt-
produkte sind Polyhydroxyalkanoate, Einzelzellproteine, Biomasse zur Energiegewinnung,
Biomasse als Diingemittel, Biowasserstoff, Carotinoide, Terpenoide, organische Sauren,
Coenzym Q10 und 5-Aminolavulinsaure.

Aus RhoCrt sind Hartmut Grammel (HG) und Caroline Autenrieth (Fraunhofer IPA)
Mitglieder in den Management Committees fiir die Arbeitsgruppen WG1 (Metabolic,
biochemical, and biophysical mechanisms of PPB and mathematical models)“ und WG 3
(Building the PPB value chain).

Aktuell (Marz 2024) haben Partnerorganisationen aus dem PurpleGain-Konsortium aus
sieben Landern, inkl. HG fir die HBC, einen Forschungsantrag im EU Call HORIZON-CL4-
2024-TWIN-TRANSITION-01-01, ,Bio-intelligent manufacturing industries* eingereicht, in
dem das ,Dunkel-Photosynthese“-Kultivierungsverfahren fiir die nachhaltigen Herstellung
von Feinchemikalien und Biopolymeren genutzt werden soll.

Geplantist ferner, ein MSCA Doctoral Network (vorlaufiger Titel: ,Purfect - Purple Symbiotic
Fermentation®) im Rahmen der EU Marie Sktodowska-Curie Actions zu beantragen:

https://marie-sklodowska-curie-actions.ec.europa.eu/actions/doctoral-networks

Beteiligt sind hier neun europaische Lander und ein Partner aus USA. Von der AG Grammel
werden an der HBC, zwei Themen flr joint doctorates angeboten:

1. Integrative omics analysis for Purple Bacteria Interactions in Symbiotic Fermentation
2. Metabolic networks modeling of Purple Bacteria for nutraceutical production
Der Projektleiter HG wurde in der Projektlaufzeit, Mitglied im Baden-Wirttemberg Center of

Applied Research (BW-CAR) im Forschungsschwerpunkt Energiesysteme und
Ressourceneffizienz (ENERsource) und ist seit 2022 Mitglied im Promotionszentrum des
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neu gegrindeten Promotionsverband der Hochschulen fir angewandte Wissenschaften,
Baden-Wirttemberg. Beide Mitgliedschaften stehen nur fiir ausgewahlte Professoren/innen
an Hochschulen fir Angewandte Wissenschaften, aufgrund der evaluierten Forschungs-
leistungen offen. RhoCrt hat wesentlich zur Mitgliedschaft beigetragen und bietet jetzt die
Mdoglichkeit in Nachfolgeprojekten, Nachwuchswissenschaftler/innen an der HBC zur
Promotion zu fuhren.

Beziglich der Abschéatzung des industriellen und 6konomischen Potenzials der in RhoCrt
erzielten Ergebnisse, sei auf folgende Zahlen hingewiesen:

Reines Lycopin (298 % HPLC) aus Tomaten wird aktuell im Chemikalienhandel zu einem
Preis von 10 mg flir 917,00 € angeboten (Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Artikelnr.:
SMB00706).

Demnach wurde in der Fed-Batch-Fermentation aus Abb. 6, (Lycopin-Konzentration 70 mg
pro Liter, bei einem Kulturvolumen von ca. 10 L) eine Lycopin-Menge produziert, die einem
theoretischen Gegenwert von rund 64.000 € entspricht (!).

Um den RhoCrt-Prozess tatsachlich in eine industrielle Anwendung zu bringen, sind jedoch
weitere MalRhahmen erforderlich. Zu nennen sind hier die erforderlichen regulatorischen
Anforderungen der Lebensmittelbehdrden an einen biotechnologischen Prozess, insbe-
sondere die Erteilung des GRAS-Status (generally recognized as safe) der FDA und die
Zertifizierung durch die europédische Lebensmittelsicherheitsbehdérde EFSA. Diese
Zulassungen sind aufwandig und teuer und sollen bei Vorliegen einer geeigneten
Fordermaflnahme zukinftig beantragt werden.

Auch sollte die genetische Konstruktion von R. rubrum SLYC18 dahingehend gedndert
werden, dass der Genotyp auch ohne Selektionsdruck stabil erhalten bleibt. In allen
Kultivierungen mit diesem Stamm, musste das Antibiotikum Kanamycin als Selektionsfaktor
zugesetzt werden, da die Deletion der Carotinoidbiosynthesegene crtC und crtD durch
Insertionsmutagenese mit einer Kanamycin-Resistenz-Cassette erfolgte (1). Ohne
Kanamycin kann der Stamm spontan zum Wildtyp riickmutieren.

[1.5. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens bekannt gewordener

Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Insbesondere die Kontakte die durch die COST Action PURPLEGAIN ermdglicht wurden,
helfen einen Uberblick tiber die internationalen Aktivitaten zu erhalten. Die Nutzung von
photosynthetischen Purpurbakterien hat dabei bereits einen erstaunlich hohen techno-
logischen Reifegrad erreicht und wird teilweise bereits kommerzialisiert. Mehrere Pilotanlagen
werden aktuell im industriellen Mafistab betrieben, wobei die Hauptanwendung in der
Verwertung von biogenen Abfallstoffen zur Herstellung von BioH», Polyhydroxyalkanoaten und
Biomasse (Single Cell Protein) besteht (8, 9). In einer Abwasserbehandlungsanlage in Linares,
Spanien, werden beispielsweise 350.000 Liter Abwasser pro Tag zur Erzeugung von
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Purpurbakterien in anaeroben Photobioreaktoren behandelt. Die erzeugte Biomasse dient als
Rohstoff fir die Produktion von Langzeitdiingern (Aqualia ANPHORA® technology).

Die RhoCrt-Dunkel-Photosynthese-Technologie ist unter diesen Entwicklungen einzigartig, da
durch den Dunkel-Photosynthese-Effekt keine aufwéandigen und technisch limitierten
Photobioreaktoren benétigt werden, was den Prozess effizienter und grof3technisch skalierbar
macht. Dieser Ansatz stellt ein Alleinstellungsmerkmal dar. Es ist nicht bekannt, dass andere
Stellen an einem &hnlichen lichtunabhéngigen semiaeroben Verfahren arbeiten.

I1.6. Erfolgte oder geplante Verdffentlichungen der Ergebnisse

Die Veroffentlichung der Ergebnisse als peer-review Publikation, gemeinsam mit dem
Projektkoordinator, ist geplant.

Konferenzvortrage:

Grammel H, Hadicke O, Autenrieth C, Ghosh R. Utilization of biogenic wastes to produce
value-added compounds in semiaerobic dark bioreactor cultivations with Rhodospirillum
rubrum. Purple Week 2023 - 2nd Workshop - Resource recovery from waste and wastewater
and downstream procedures for PPB biomass, 6th July 2023, Madrid — Spain

In RhoCrt an der HBC entstandene Abschlussarbeiten (Masterarbeiten):

e Leibinger, Sarah. 2022. Verwertung von Molke- und Fruchtabfallen zur Herstellung von
Biowasserstoff und Carotinoiden mithilfe des Purpurbakteriums Rhodospirillum rubrum.
Bachelor Thesis, Hochschule Biberach

o Kay Christoph Bretz. 2022. Implementation of Bioprocess Control Strategies in BioPAT®
MFCS/win 3.0 for Semiaerobic Application of the Purple Bacterium Rhodospirillum rubrum.
Master Thesis, Hochschule Biberach

e Beck, Jonathan. 2024. Semiaerobic Fed-Batch High Cell Density Cultivation for
Biotechnological Application of the Purple Bacterium Rhodospirillum rubrum. Master Thesis,
Hochschule Biberach
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