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Zusammenfassung:

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Wertstoffen aus einem
hypersalinen Fermentationsmedium, welches beispielsweise als Abwasserstrom nach
der Biowasserstoffproduktion anfallt, wobei in diesem hypersalinen

Fermentationsmedium halophile Mikroorganismen kultiviert werden.
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EINSATZ HALOPHILER MIKROORGANISMEN FUR DIE PRODUKTION VON
WERTSTOFFEN

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Wertstoffen aus einem
hypersalinen Fermentationsmedium, welches beispielsweise aus einem
Abwasserstrom nach der Biowasserstoffproduktion erzeugt wird, wobei in diesem

hypersalinen Fermentationsmedium halophile Mikroorganismen kultiviert werden.

TECHNOLOGISCHER HINTERGRUND

Alternative Energien haben den Vorteil, dass bei ihrer Verwendung keine
schadlichen Treibhausgase (THG) entstehen. Wasserstoff (Hy) ist ein gutes Beispiel,
da bei seinem Einsatz in Verbrennungsmotoren Wasser als einziges oxidatives
Nebenprodukt entsteht [1]. Verschiedenste Kohlenstoffquellen (Xylose, Glucose,
Sucrose, etc.) kommen bei der Produktion von Biowasserstoff zum Einsatz, die durch
bestimmte Mikroorganismen mittels verschiedener Stoffwechselwege in Wasserstoff
umgewandelt werden. Bekannte Verfahren zur Hx-Produktion sind beispielsweise
Biophotolyse, Dunkelfermentation und Photofermentation [2-4].

Im Labor werden bei Dunkelfermentationsverfahren strikt anaerobe, extrem
thermophile Bakterien, beispielsweise Caldicellulosiruptor saccharolyticus (C.s) zu
diesem Zweck verwendet. Caldicellulosiruptor saccharolyticus kann beispielsweise
eine Vielzahl von Kohlenhydraten, unter anderem Xylose, in Kohlendioxid,
Wasserstoff, Acetat, Lactat und Ethanol abbauen [5, 6]. Letztere verbleiben in der
Fermentationsbrihe.

Diese Herstellungsverfahren wurden weiter optimiert, um die Ausbeute bei der
Biowasserstoffherstellung zu erhéhen. So wurden diese Fermentationsbriihen
aufgrund ihrer immer noch hohen verfigbaren Restenergie fir zweistufige
Fermentationsprozesse verwendet. Dabei wird zuerst eine Dunkelfermentation mit
anaeroben Bakterien und danach eine Photofermentation mit photosynthetischen
Bakterien durchgeflhrt [7, 8]. Alternativ kann die Dunkelfermentation zur Herstellung
von Biowasserstoff auch mit einem Verfahren zur Herstellung von Methan gekoppelt
werden [9, 10].

Folgende Anwendungen von halophilen Bakterien sind in der Literatur

beschrieben:
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- Abwasserbehandlung von hypersalinen Abwasserstromen enthaltend
unterschiedliche organische Kohlenstoffquellen [15-20].

- Produktion von Carotinoiden [21, 22].

- Herstellung von Biokunststoffmaterialien wie PHAs, PHBs, PHBV [23, 24].

- Heterologe Uberexpression [25, 26].

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Bei diesen literaturbekannten Verfahren verbleibt eine Vielzahl von wertvollen
Metaboliten in der Abwasserstrom-Fermentationsbrihe. Diese Fermentationsbrihe
kann fur die Kultivierung von halophilen Archaebakterien eingesetzt werden, wobei
halophile Archaebakterien aus diesen Metaboliten Biomasse und/oder andere
Wertstoffe produzieren kénnen.

Die Erfindung umfasst somit ein Verfahren zur Gewinnung von Wertstoffen aus
einem hypersalinen Fermentationsmedium umfassend folgende Schritte:

a. Bereitstellen eines Abwasserstroms;

b. gegebenenfalls Hinzufligen von NaCl zum Abwasserstrom um ein
hypersalines Fermentationsmedium zu erhalten;

C. Kultivieren von halophilen und/oder haloalkaliphilen Mikroorganismen in
dem hypersalinen Fermentationsmedium;

d. Aufreinigen der Wertstoffe aus dem Fermentationsmedium.

Salzhaltige Abwasser fallen bei vielen Produktionsprozessen an, z.B. Abwéasser
aus der lebensmittelverarbeitenden Industrie (Gelatineherstellung, Pdkeleien,
Konserven, Fischverarbeitung, eingelegte Frichte oder Gemise), Abwéasser aus der
Lederverarbeitung, Abwasser aus der Roholférderung/-verarbeitung,
Deponiesickerwasser oder bei Verwendung von Meerwasser zur Toilettenspulung.

Saline Abwasser haben einen Salzgehalt bis 3,5 % (&hnlich wie Meerwasser).
Als hypersalin werden Abwaésser bezeichnet, die mehr als 3,5 % Salz enthalten. Die
oben genannten Abwéasser weisen neben dem hohen Salzgehalt auch eine groBe
organische Fracht und einen hohen Nahrstoffgehalt auf.

Ein Aspekt der Erfindung betrifft somit das oben beschriebene Verfahren,
dadurch gekennzeichnet, dass der Abwasserstrom aus erneuerbaren Energie-
prozessen, industriellen Laugestrdmen oder industriellen und/oder landwirtschaftlichen

Abwasserstromen stammt, welcher aber zundchst nicht hypersalin sein muss.
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Um ein optimales Wachstum der halophilen Mikroorganismen zu gewahrleisten,
kann es notwendig sein, zu diesen Abwasserstromen zusatzliche Medienkomponenten
und/oder Kohlenstoffquellen hinzuzuftgen.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die oben beschriebenen Verfahren,
dadurch gekennzeichnet, dass weitere Medienkomponenten und gegebenenfalls eine
weitere Kohlenstoffquelle zugesetzt werden.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist das oben beschriebene Verfahren,
dadurch gekennzeichnet, dass als weitere Kohlenstoffquelle ein Kohlenhydrat
zugesetzt wird.

Als hypersaline Lésungen sind Lésungen mit einem Salzgehalt von mindestens
4 % (w/v) anzusehen.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind daher die oben beschriebenen
Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass der Gehalt an NaCl in dem hypersalinen
Fermentationsmedium 4 — 30 % (w/v), vorzugsweise 10 — 25 % (w/v), besonders
bevorzugt 20 — 25 % (w/v) betragt.

Halophile Archaea und Bakterien kdnnen aus verschiedenen natlrlichen
Habitaten isoliert werden. Die Salzkonzentration liegt in diesen Habitaten mit 3,5%
NaCl hoher, als die des Meerwassers.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind die oben beschriebenen Verfahren,
dadurch gekennzeichnet, dass die halophilen und/oder haloalkaliphilen Mikro-
organismen ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus Haladaptatus (Hap.),
Halalkalicoccus (Hac.), Haloarcula (Har.), Halobacterium (Hbt.), Halobaculum (Hbl.),
Halobiforma (Hbf.), Halococcus (Hcc.), Haloferax (Hfx.), Halogeometricum (Hgm.),
Halogranum (Hgn.), Halonotius (Hns.),, Halopiger (Hpg.), Haloplanus (Hpn.),
Haloquadratum (Hqr.), Halorhabdus (Hrd.), Halorubrum (Hrr.), Halosimplex (Hsx.)
Halostagnicola (Hst.), Haloterrigena (Htg.), Halovivax (Hvx.), Natrialba (Nab.),
Natrinema (Nnm.), Natronoarchaeum (Nac.), Natronobacterium (Nbt.), Natronococcus
(Ncc.), Natronolimnobius (NIn.), Natronomonas (Nmn.) and Natronorubrum (Nrr.).

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind die oben beschriebenen Verfahren,
dadurch gekennzeichnet, dass der halophile Mikroorganismus Haloferax (Hfx.) ist.

Literaturbekannt ist beispielsweise die Produktion von Carotinoiden, die

Gewinnung von Biokunststoffmaterialien wie PHAs, PHBs, PHBV und die heterologe
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Expression von rekombinanten Produkten (Polypeptiden oder Proteinen) durch
halophile Bakterien.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind daher die oben beschriebenen
Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass der Wertstoff ein Carotinoid, Bioplastik oder
ein rekombinantes Produkt ist.

Aufgrund des hohen Salzgehaltes ist die Gefahr einer Kontamination wahrend
der Kultivierung der halophilen Bakterien sehr gering.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind daher die oben beschriebenen Ver-
fahren, dadurch gekennzeichnet, dass diese Verfahren unter unsterilen Bedingungen
durchgefthrt werden.

Zur Gewinnung des Wertstoffes werden die optional abgetrennten und
aufkonzentrierten halophilen Bakterien in vorteilhafter Weise durch Zugabe von
Wasser lysiert, wodurch der Wertstoff im Fermentationsmedium vorliegt und auf
herkdmmliche Weise gewonnen werden kann.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind die oben beschriebenen Verfahren,
dadurch gekennzeichnet, dass das zum Aufreinigen des Wertstoffes das hypersaline
Fermentationsmedium mit Wasser verdinnt und der Wertstoffe aus der Zelle extrahiert
wird.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist das oben beschriebene Verfahren,
dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren in einem korrosionsbestandigen
Bioreaktor, vorzugsweise in einem Reaktor aus Glas und/oder Polymer, durchgeflhrt
wird.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Wertstoff erhaltlich durch ein oben
beschriebenes Verfahren.

Als Wertstoffe kbnnen beispielsweise Carotinoide, Biokunststoff aber auch
spezielle rekombinante Produkte, die in hohen Salzkonzentrationen exprimiert werden
kénnen und, die von den halophilen Mikroorganismen hergestellt werden [25,26].

Carotinoide bilden eine Gruppe von Farbpigmenten mit gelber bis roter Farb-
tonnuance, die in der Natur weit verbreitet vorkommen und vielen Nahrungsmitteln ihre
charakteristische Farbung verleihen. Das bekannteste und am haufigsten vor-
kommende Carotinoid ist das B-Carotin, das auch als Provitamin A bekannt ist. Etwa
50 Carotinoide zeigen diese Wirkung, das heiBt, sie werden im menschlichen Kérper in

Retinol umgesetzt. Carotinoide werden unter anderem als Zusatzstoff zur Farbung von
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Lebensmittelzubereitungen, insbesondere von Getrdnkezubereitungen, als Mittel fur
die Herstellung pharmazeutischer und kosmetischer Zubereitungen sowie fir die Her-
stellung von Nahrungserganzungspraparaten im Human- und Tierbereich verwendet.

Als Biokunststoffe werden Kunststoffe bezeichnet, die vollstandig oder teilweise
auf nachwachsenden Rohstoffen basieren, vollstandig oder teilweise abbaubar sind
oder eine Kombination aus beiden Kriterien darstellen.

Wichtige nachwachsende Rohstoffe, die flr die Herstellung von Biokunststoffen
in Frage kommen, sind unter anderem Starke beziehungsweise Zucker. Es erfolgt eine
Umwandlung von Zucker oder Starke mit Hilfe von Milchsaurebakterien zu
Polylactiden (PLA). Fettsauren, wie beispielsweise Polyhydroxyalkanoate (PHA),
Polyhydroxybutensaure (PHB) oder Poly-B-hydroxybutyrate-co-valerate (PHBV)
werden gleichfalls durch Fermentation von zucker- oder starkehaltigen Produkten
gewonnen.

Halophile Mikroorganismen sind derart an hohe Salzkonzentrationen angepasst,
dass sie ihr Wachstum einstellen oder sterben oder lysieren, wenn der Salzgehalt
unter eine bestimmte Schwelle sinkt. Je nach Grad der Anpassung unterscheidet man
schwach, moderat oder extrem halophile Mikroorganismen.

Extrem halophile Archaea, wie beispielsweise Haloferax mediterranei (HFX)
weisen eine Reihe von neuen, molekularen Charakteristika auf, so zum Beispiel
Enzyme deren Funktionalitdt bei abnehmender Salzkonzentration verloren geht. Diese
Eigenschaften und die Kapazitat flr groBtechnische Kultivierung machen halophile
Mikroorganismen potenziell wertvoll fUr die Biotechnologie [11, 12]. Aufgrund der
hohen Salzkonzentration kénnen diese Prozesse unter unsterilen Bedingungen durch-
geflhrt werde. Weiter kdnnen beispielsweise die Zellen der Mikroorganismen einfach
durch die Zugabe von Wasser platzen und der in ihnen enthaltene Wertstoff effektiv
freigesetzt werden. Dies ist wiederum ein groBer Vorteil bei der groBtechnischen
Umsetzung.

Einige der halophilen Mikroorganismen kdnnen auf einfachen Kohlenstoff-
quellen wachsen, insbesondere auf kleinen organische Verbindungen, wie
beispielsweise Carbonsduren und/oder Aminosauren sowie auf bestimmten
Kohlenstoffquellen, wie beispielsweise Glycerin. Die Bedeutung von Glycerin im
Kohlenstoffzyklus in hypersalinen Umgebungen kommt daher, dass Glycerin von

halophilen Bakterien teilweise in organische Sauren umgewandelt wird (Acetat, D-
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Laktat und Pyruvat) und daher Acetat, Laktat usw. auch von den Zellen als C-Quelle

[13, 14] verwertet werden kdnnen.

Kurze Beschreibung der Figuren

Figur 1 zeigt den Verlauf der optischen Dichte und den Kohlenstoffverbrauch far
Batch |

Figur 2a zeigt den Verlauf des pH-Wertes und des Sauerstoffpartialdrucks far
Batch |

Figur 2b zeigt die Abgaswerte fUr Sauerstoff und Kohlendioxid fir Batch |

Figur 3 zeigt den Verlauf der optischen Dichte und den Kohlenstoffverbrauch far
Batch Il

Figur 4a zeigt den Verlauf des pH-Wertes und des Sauerstoffpartialdrucks far
Batch Il

Figur 4b zeigt die Abgaswerte fir Sauerstoff und Kohlendioxid fir Batch Il

Materialien und Methoden

Medienzusammensetzung

Quantitativer Vergleich zweier Medienzusammensetzungen fir Halophile im
Hinblick auf deren Kultivierung in einer Fermentationsbrihe (Tabelle 1), welche bei der

Biowasserstoffproduktion anfallt.

Tabelle 1: Medienzusammensetzungen fur halophile Mikroorganismen und far

die Biowasserstoffproduktion

HALOMEDIUM 202020 [27, 28] Biohydrogen MEDIUM ZEIDAN 2009 [29, 30]
mit folgenden Anderungen: Der geringe Magnesium- und Ammonium-Gehalt
davon nur im Medium ist méglicherweise fir halophile

20% Phosphat Bakterien nicht ausreichend

20% Sulfat
20% Magnesium-Gehalt im Medium

Komponente g/L Komponente g/L
Glycerin 10 Xylose 5
NH,CI 2 NH,CI 0,9
KH,PO, 0,06 MgCl-6H,0O 0,85
FeCls 0,005 KH,PO, 0,75
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NaCl 194 K;:HPO, 1,5
MgCl-6H,0 3,2 Hefeextrakt 1
MgSO,7H,0 4,8 Cystein-HCI-H,O 1
CaCl,6H,0 1
KCI 5
NaHCO; 0,2
KBr 0,5
+1 mL Spurenelemente-L&sung +1 mL Spurenelemente-Lésung
auf 1L mit destilliertes Wasser aufgefillt; | + 1 mL Vitaminlésung
pH 7,2 auf 1L mit destilliertes Wasser aufgefillt;

pH 6,5

Die wichtigsten anorganischen Komponenten (beispielsweise NH4Cl, MgCl, und
KH2PO4) sind in beiden Medien vorhanden (Tabelle 1). Es fehlt jedoch NaCl, welches
von essentieller Bedeutung far die Kultivierung von halophilen Bakterien ist. Die
geringen Mengen an Magnesium und Ammonium kdnnen moglicherweise fir die
Kultivierung von halophilen Bakterien nicht ausreichend sein. Die pH-Werte sind
ebenfalls &hnlich. Aus praktischen Griinden ist das Einstellen des pH-Wertes mit 1 M
NaOH vorzuziehen.

Um die moglicherweise vorhandenen Metaboliten zu identifizieren und zu
quantifizieren wurde die Fermentationsbrihe aus der Biowasserstoff-Produktion mit
einem Standard-HPLC-Methode analysiert und die typischerweise vorhandenen
kleinen Metaboliten, wie Zucker, Alkoholen und Sauren, quantifiziert:

. Agilent 1100 Series HPLC

. Séule: SUPELCOGEL C-610H (Sigma, 9 um Teilchengrd Be, 300x

7.8mm)

. Séulentemperatur: 30°C

. Vorsaule: SUPELCOGEL H Guard column (Sigma, 9 um Teilchengr6Be
50x 4,6mm)

. Elutionsmittel: 0.1% H3PO4 in destilliertem Wasser (Spuren von NaNs);
0.5mL/min

. Detektor: Rl
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Mittels quantitativer HPLC-Messungen wurden die wichtigsten moglichen
Kohlenstoffquellen fur Halophile in der Fermentationsbrihe aus der
Biowasserstoffproduktion ermittelt:

. Xylose (Substratzufuhr)

. Laktat (Metabolit)

. Acetat (Hauptmetabolit)

. Ethanol (Metabolit)

Bei der Analyse der Fermentationsbrihe aus der Kultivierung von Halophilen
kdnnen aufgrund der hohen Salzkonzentration in diesen halophilen Proben die
anorganischen Peaks in den Chromatogrammen sehr grof3 sein und die
Quantifizierung erschweren. Die Quantifizierung war daher im Allgemeinen und
insbesondere im Fall von Xylose nicht einfach, da die Retentionszeit von Xylose etwa
im Bereich der Retentionszeit der groBen anorganischen Peaks liegt.

Kultivierung im Schuttelkolben:

Allgemeines Verfahren fUr die Kultivierung im Schittelkolben:

. 500 mL Erlenmeyer Schittelkolben wurden vorsterilisiert um mogliche
Kontaminationen zu vermeiden.

. Das Halomedium wurde wie folgt hergestellt. Zu einer Abwasserstrom-
Fermentationsbrihe (aus der Herstellung von Biowasserstoff), welche unter-
schiedlichen Kohlenstoffquellen enthalt, wurden optional zusatzliche Komponenten
unter unsterilen Bedingungen zugegeben. Je 100 mL dieses Mediums wurden fir die
Schuttelkolben Experimente verwendet.

. Das Inokulum der halophilen Bakterien (HFX) war zuvor unter sterilen
Bedingungen im Schuttelkolben hergestellt worden. 10 mL davon wurden fir diese
Schttelkolbenexperiment verwendet.

. Inkubationsbedingungen: 37°C und 160 rpm im Multitron Standard
(INFORS HT, CH-Bottmingen).
. pH-Wert und die optische Dichte der Proben wurde in bestimmten

Abstanden gemessen um das Wachstum zu kontrollieren.

Kultivierung im Schittelkolben mit verschiedenen Substraten

Zuerst wurde das Wachstum der halophilen Bakterien auf verschiedenen
Kohlenstoffquellen untersucht, die bereits in der Abwasserstrom-Fermentationsbrihe

aus der Biowasserstoffproduktion vorkommen. Dazu wurde HFX im Schuttelkolben auf
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Halomedium 202020 kultiviert, wobei zum Halomedium 202020 anstelle von Glycerin

als Kohlenstoffquelle folgende unterschiedliche Kohlenstoffe zugesetzt wurden:

. Acetat
. Ethanol
. Laktat
. Xylose

Kultivierung im Schittelkolben unter Verwendung einer Fermentationsbriihe aus

der Biowasserstoffproduktion

Da die Kultivierung der halophilen Bakterien mit Halomedium 202020 und
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen erfolgreich war, wurde HFX im Schuttelkolben
unter Verwendung einer Abwasserstrom-Fermentationsbriihe aus der Biowasserstoff-
produktion kultiviert. Folgende zusatzliche Komponenten wurden zu der

Fermentationsbrihe aus der Biowasserstoffproduktion hinzugeflgt:

Tabelle 2: Zusatzliche Komponenten im Halomedium 202020

g/L Komponente
200 NaCl

1mL Spurenelemente
1 CaCly'6H.0

5 KCI

0,2 NaHCO;

0,5 KBr

Kultivierung im Bioreaktor

Batch I: Unter Verwendung eines angepassten Mediums

Nach den erfolgreichen Schittelkolbenexperimenten mit der Abwaserstrom-
Fermentationsbrihe aus der Biowasserstoffproduktion wurde die Machbarkeit der
Kultivierung von halophilen Bakterien im Bioreaktor untersucht. Aufgrund der hohen
Salzkonzentration, die bei der Kultivierung von extrem halophilen Bakterien
erforderlich ist, sind spezielle Systeme notwendig, die es erlauben, reproduzierbare
Kultivierung und quantitative Bioprozessentwicklung unter korrosionsbesténdigen
Umstéanden durchzufiihren. Besonders geeignet fir die Kultivierung von extrem
halophilen Bakterien sind Bioreaktoren, die aus korrosionsbestandigen Teilen wie

Borosilikatglas oder PEEK Polymer bestehen, wie beispielsweise Labfors PEEK
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Bioreaktor (INFORS HT, CH-Bottmingen). Fir die Zusammensetzung des Mediums
wurden die gleichen zusétzlichen Komponenten zu der Abwasserstrom-Fermentations-
brihe aus der Biowasserstoffproduktion zugegeben wie im Schuittelkolbenexperiment
(siehe Tabelle 2).

Kultivierungsparameter im Bioreaktor:

. Luftzufuhr: 0,4 NL/min

. Temperatur: 38°C

. Agitation: 400rpm

. pH: 7,2

Batch II: Verwendung der Abwasserstrom-Fermentationsbrihe aus der
Biowasserstoffproduktion, wobei einzig NaCl zugesetzt wurde.

Es wurden Batchversuchen im Bioreaktor durchgeflhrt, wobei zu der
Abwasserstrom-Fermentationsbriihe aus der Biowasserstoffproduktion 200g/L NaCl
zugesetzt wurden um den Anforderungen der extrem halophilen Bakterien zu
entsprechen. Die Kultivierung im Bioreaktor wurde mit den gleichen Parametern wie im
vorherigen Experiment durchgefihrt.

Wachstum auf Acetat

Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse der Schittelkolbenexperimente auf Acetat als
Kohlenstoffquelle. Trotz der Einschrankungen, die in Schittelkolben aufgrund des
Fehlens von Beltftung und Bewegung und der zunehmenden optischen Dichte (OD)
auftreten, war HFX in der Lage, Acetat, welches als einzige Kohlenstoffquelle im
Halomedium 202020 vorhanden war, als Energiequelle zu verwenden. Da Acetat der
Hauptmetabolit bei der Biowasserstoffproduktion ist, ist dieses in ausreichender
Menge in der Abwasserstrom-Fermentationsbrihe vorhanden. Die Verwendung von
Acetat als einzige Kohlenstoffquelle wurde im Schiittelkolbenexperiment bereits
gezeigt. Wenn HFX Acetat als Kohlenstoffquelle nutzt steigt der pH-Wert mit der Zeit

der Kultivierung an.

Tabelle 3: Zusammenfassung des Schiittelkolbenexperiments mit Acetat

10 g/L Acetat
Tag Kontrolle HFX Kontrolle HFX Kohlenstoffquelle
0OD600 OD600 pH pH Restgehalt %
0 0,008 0,346 7,201 7,201 100
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10 g/L Acetat

Tag Kontrolle HFX Kontrolle HFX Kohlenstoffquelle
0OD600 OD600 pH pH Restgehalt %
5 0,033 1,143 7,009 8,117 88,5
10 0,012 1,1175 6,571 7,765 85,6

Wachstum auf Ethanol

Tabelle 4 zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse der Schittelkolben-

experimente mit Ethanol. HFX war in der Lage Ethanol als einzige C-Quelle im

5 Halomedium 202020 zu verwerten.

Tabelle 4: Zusammenfassung des Schuttelkolbenexperiments mit Ethanol

5¢/L Ethanol
Tag Kontrolle HFX Kontrolle HFX Kohlenstoffquelle
OD600 OD600 pH pH Restgehalt %
0,022 0,2215 7,265 7,265 100
5 0,035 0,2965 7,126 7,499 42,3
10 0,026 0,3725 6,208 7,46 13,5
Wachstum auf Laktat
10 Tabelle 5 zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse der Schittelkolben-

experimente mit Laktat. HFX ist auch in der Lage Laktat als einzige C-Quelle im

Halomedium 202020 zu verwenden. Wie aus Tabelle 3, Tabelle 4 und auch aus

Tabelle 5 ersichtlich ist, steigt der pH Wert in den Schuttelkolben wahrend des

Wachstums von halophilen Bakterien auf den Kohlenstoffquellen Acetat, Ethanol und

15  Laktat unterschiedlich an. Daher sind Anderungen in den pH-Werten wihrend des

Wachstums abhangig von der C-Quelle, die fur den Mikroorganismus zur Verfligung

steht.

Tabelle 5: Zusammenfassung des Schittelkolbenexperiments mit Laktat

10 g/L Laktat

T Kontrolle HFX Kontrolle HFX Kohlenstoffquelle
a

9 OD600 OD600 pH pH Restgehalt %

0 0,012 0,3605 7,206 7,206 100
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10 g/L Laktat
Tag Kontrolle HFX Kontrolle HFX Kohlenstoffquelle
OD600 OD600 pH pH Restgehalt %
0,106 3,45 6,942 7,369 33
10 0,052 4,425 6,195 7,39 31,3

Wachstum auf Xylose

Tabelle 6 zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse der Schittelkolben-
experimente mit Xylose. Obwohl die Anderungen in der OD nur gering sind, zeigen die

5 HPLC Daten das Xylose durch HFX in geringen Mengen verwertet werden kann.

Tabelle 6: Zusammenfassung des Schuttelkolbenexperiments mit Xylose.

5 g/L Xylose
Tag Kontrolle HFX Kontrolle HFX Kohlenstoffquelle
OD600 OD600 pH pH Restgehalt %
0,007 0,253 7,225 7,225 100
5 0,024 0,2605 7,085 7,349 96,8
10 0,009 0,206 6,236 6,4955 87,8

Schittelkolbenexperiment unter Verwendung einer Fermentationsbriihe aus der

10 Biowasserstoffherstellung

Tabelle 7 zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse der Schittelkolben-
experimente mit der Abwasserstrom-Fermentationsbrihe aus der Biowasserstoff-
produktion und die Quantifizierung des Acetatverbrauchs. Da Acetat der Haupt-
metabolit in der Fermentationsbrihe ist, wurde Acetat gewahlt, um zu zeigen, dass

15  Acetat als Kohlenstoffquelle von halophilen Bakterien verwertet werden kann. Die
zunehmenden OD-Werte Uber die Zeit zeigen, dass mit der Zugabe von einigen
weiteren Komponenten zum Halomedium 202020, wie in Tabelle 2 beschrieben, HFX
auf der Abwasserstrom-Fermentationsbrihe aus der Biowasserstoffproduktion
wachsen kann.

20

Tabelle 7: Zusammenfassung des Schuttelkolbenexperiments mit der
Fermentationsbrihe aus der Biowasserstoffproduktion
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Nach der Ernte
Tag Kontrolle HFX Kontrolle HFX Kohlenstoffquelle
OD600 OD600 pH pH Restgehalt %
0,271 0,644 7,189 7,189 100
0,749 2,139 7,048 8,33 51,9
10 0,905 1,757 6,785 8,185 442

Batch-Experimente unter Verwendung einer Abwasserstrom-Fermentations-
brihe aus der Biowasserstoffproduktion im Bioreaktor
Batch 1: Adaptiertes Medium

Hier wurde die Machbarkeit des Wachstums von halophilen Bakterien im

Bioreaktor unter Verwendung einer Abwasserstrom-Fermentationsbrihe aus der
Biowasserstoffproduktion gezeigt. Dazu wurden folgende Parameter wahrend des
Bioprozesses Uberwacht

- offline HPLC: Verbrauch verschiedener Metabolite in der
Fermentationsbrihe durch die halophilen Bakterien

- offline: Optische Dichte (600nm) Werte, die mit dem Biomassewachstum
korrelieren

- Online Prozessdaten: pH und pO, Werte

- Abgasdaten: O, und CO,

Figur 1 zeigt die offline Daten aus Batch | Fermentation. Es ist ersichtlich, dass
die optische Dichte der Proben Uber die Zeit zunimmt, dies entspricht dem Anstieg des
Wachstums. Die abnehmenden Peakflachen von Acetat, Laktat und Ethanol, zeigen,
dass diese Kohlenstoffquellen durch HFX wahrend des Bioprozesses aufgenommen
werden.

In Figur 2 sind die pH-Wert und die pO2-Kurven dargestellt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die pO,-Werte nehmen ab wahrend die OD-Werten parallel dazu
zunehmen bis ca. 40 h Prozesszeit, wie die Lange des exponentiellen Wachstums
zeigt. Wie in den Schuttelkolbenexperimenten gezeigt wurde, steigen die pH Werte
wahrend der Wachstumsphase der halophilen Bakterien unter Verwendung von
verschiedenen Kohlenstoffquellen unterschiedlich an. Wenn Acetat als Kohlenstoft-
quelle verwendet wurde, stieg der pH-Werte stark an, wahrend bei Laktat der pH-Wert
nur leicht anstieg. Aufgrund der pH-Wert Anderung kann daher auf die unterschied-

liche Substrataufnahme im Bioreaktor geschlossen werden. Die Steuerung des pH-
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Werts kann daher flr eine strategische Prozessplanung sehr nutzlich sein. Die
zunehmende CO,-Produktion in Figur 3 ist ebenfalls ein Zeichen der mikrobiellen
Aktivitat im Bioreaktor und kann dartber hinaus mit den OD- und pO, Werten korreliert

werden.

Batch Il: Zugabe von Salz

Durch Zugabe von zusétzlichen Komponenten zum Medium konnte das
Wachstum von HFX in Batch | gezeigt werden. Im Batch |l Experiment wurden einzig
200 g/L NaCl zur Abwasserstrom-Fermentationsbrihe aus der Biowasserstoff-
produktion zugegeben, keine zusétzlichen Komponenten. Ahnlich wie bei Batch |
wurden folgende Analysen durchgefuhrt:

- Offline HPLC: Verbrauch verschiedener Metabolite in der Fermentations-
brihe durch die halophilen Bakterien

- Offline: Optische Dichte (600nm) Werte, die mit dem Biomassewachstum
korrelieren

- Abgasdaten: O, und CO;

Durch einen Vergleich der optischen Dichten der Proben aus Batch | (Figur 1)
und Batch Il (Figur 4) konnte ein langsameres Wachstum im Fall von Batch |l festge-
stellt werden. Dies bedeutet eine langere Wachstumsphase und eine geringere
Wachstumsrate in Batch Il. Die Medien wiesen in beiden Prozessen die gleiche
Kohlenstoffquelle auf, jedoch wurden in Batch | weitere zusatzliche Komponenten
zugesetzt. Daher kann dieses Phanomen so interpretiert werden, dass nicht die
Kohlenstoffquelle der limitierende Faktor wahrend der Wachstumsphase in dem
Bioreaktor ist, sondern moglicherweise andere Komponenten, die in unzureichender
Menge vorhanden waren. Jedoch konnte auch unter diesen Mangelbedingungen
Wachstum gezeigt werden, da die Kohlenstoffquelle verbraucht wurde.

Figur 5 und 6 zeigen, dass auch im Bioreaktor Aktivitat zu sehen ist. Die pH-
Kurve zeigt, dass in diesem Fall die Kohlenstoffquelle anders als in Batch | verbraucht
wurde. Diese Annahme wird auch durch die Unterschiede zwischen den Offline HPLC-
Daten der Substrataufnahme aus Figur 1 und 4 unterstitzt. Im Falle von Batch | wurde
Ethanol erst nach Acetat und Laktat verwertet, wahrend in der Batch Il Ethanol parallel

mit Laktat von Beginn an verwertet wurde, wobei die Acetat Aufnahme in diesem
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Prozessablauf erst nach 50 h erfolgte. Die pH-Anderungen in Figur 5 zeigen auch,
dass Acetat erst nach 50 h verwertet wurde.

Fasst man die Ergebnisse der durchgeflhrten Experimente mit halophilen
Bakterien auf der Abwasserstrom-Fermentationsbrihe aus der Biowasserstoff-
produktion zusammen, so kann daraus gefolgert werden:

» Halophile Bakterien kdnnen auf unterschiedlichen Kohlenstoffquellen, wie
beispielsweise Xylose, Ethanol, Lactat und Acetat wachsen. Diese Kohlenstoffquellen
finden sich beispielweise in den Abwasserstrom-Fermentationsbrihen nach der
Biowasserstoffproduktion.

« Uberraschenderweise wurde gefunden, dass halophile Mikroorganismen in
einer Abwasserstrom-Fermentationsbriihe aus der Biowasserstoffproduktion kultiviert
werden kdnnen, wobei zu dieser Abwasser-Fermentationsbriihe einzig NaCl und nur
optional weitere zusatzliche Komponenten zugegeben werden missen.

* Die Kopplung von Biowasserstoffproduktion mit anschlieBender Kultivierung
von halophilen Bakterien in der als Abwasser anfallenden Fermentationsbrihe erdffnet
neue Ansatze fur die Herstellung von erneuerbaren Produkten, wie beispielsweise die
Produktion von komplexen Produkten wie Carotinoiden, Biokunststoffen oder auch
rekombinanten Produkten durch diese halophile Bakterien.

» Weiter kbnnen beispielsweise die Zellen der Mikroorganismen einfach durch
die Zugabe von Wasser zum Platzen gebracht und der in ihnen enthaltene Wertstoff
effektiv freigesetzt werden.

* Diese Prozesse kdnnen unter unsterilen Bedingungen durchgefthrt werden.
Dies macht diese Prozesse sehr interessant fur die groBtechnische Umsetzung.
Extrem halophile Bakterien bendtigen bis zu 20% NaCl fur das Wachstum. Aufgrund
dieses hohen Salzgehaltes ist das Risiko fir eine Kontamination sehr gering, da nur

wenige Mikroorganismen unter diesen Bedingungen wachsen kdnnen.
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Anspriche:
1. Verfahren zur Gewinnung von Wertstoffen aus einem hypersalinen
Fermentationsmedium umfassend folgende Schritte:
a. Bereitstellen eines Abwasserstroms;
b. gegebenenfalls Hinzufigen von NaCl zum Abwasserstrom um ein
hypersalines Fermentationsmedium zu erhalten;
c. Kultivieren von halophilen und/oder haloalkaliphilen Mikroorganismen in
dem hypersalinen Fermentationsmedium;

d. Aufreinigen der Wertstoffe aus dem Fermentationsmedium.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der
Abwasserstrom aus erneuerbaren Energieprozessen, industriellen Laugestrdbmen oder

industriellen und/oder landwirtschaftlichen Abwasserstromen stammt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass weitere

Medienkomponenten und/oder eine weitere Kohlenstoffquelle zugesetzt werden.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass als weitere

Kohlenstoffquelle ein Kohlenhydrat zugesetzt wird.

5. Verfahren nach einem der Ansprtche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass der Gehalt an NaCl in dem hypersalinen Fermentationsmedium 4 — 30 % (w/v),
vorzugsweise 10 — 25 % (w/v), besonders bevorzugt 20 — 25 % (w/v) betragt.

6. Verfahren nach einem der Ansprtche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die halophilen und/oder haloalkaliphilen Mikroorganismus ausgewahlt werden
aus der Gruppe bestehend aus Haladaptatus (Hap.), Halalkalicoccus (Hac.),
Haloarcula (Har.), Halobacterium (Hbt.), Halobaculum (Hbl.), Halobiforma (Hbf.),
Halococcus (Hcce.), Haloferax (Hfx.), Halogeometricum (Hgm.), Halogranum (Hgn.),
Halonotius (Hns.),, Halopiger (Hpg.), Haloplanus (Hpn.), Haloquadratum (Hqr.),
Halorhabdus (Hrd.), Halorubrum (Hrr.), Halosimplex (Hsx.) Halostagnicola (Hst.),
Haloterrigena (Htg.), Halovivax (Hvx.), Natrialba (Nab.), Natrinema (Nnm.),
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Natronoarchaeum (Nac.), Natronobacterium (Nbt.), Natronococcus (Ncc.),

Natronolimnobius (Nin.), Natronomonas (Nmn.) and Natronorubrum (Nrr.).

7. Verfahren nach einem der Ansprtche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass der halophile Mikroorganismus Haloferax (Hfx.) ist.

8. Verfahren nach einem der Ansprtche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet,

dass der Wertstoff ein Carotinoid, Bioplastik oder ein rekombinantes Produkt ist.

9. Verfahren nach einem der Ansprtche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet,

dass das Verfahren unter unsterilen Bedingungen durchgefiihrt wird.

10.  Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet,
dass der Wertstoff durch Verdinnen des hypersalinen Fermentationsmediums aus der

Zelle extrahiert wird.
11. Vertahren nach einem der Anspriche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
dass das Verfahren in einem korrosionsbestandigen Bioreaktor, vorzugsweise in

einem Reaktor aus Glas oder Polymer, durchgefiihrt wird.

12. Ein Wertstoff erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis
11.
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Fig. 4a
Batch Il. Online: pH und geldster Sauerstoff
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