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Zusammenfassung

Heutzutage basieren fast alle industriellen biotechnologischen Prozesse auf heterotrophen
Mikroorganismen. Da diese allerdings auf Rohstoffe wie beispielsweise Mais und Zuckerrohr
als Kohlenstoffquelle angewiesen sind, ist die Nachhaltigkeit der Prozesse fragwiirdig. Daher
wird immer haufiger die Nutzung von CO; als preisginstige und abundant vorhandene
Kohlenstoffquelle in Betracht gezogen.

Cyanobakterien sind photoautotrophe Mikroorganismen. Sie betreiben Photosynthese und
sind somit in der Lage CO; aus der Atmosphdre zu fixieren. In den letzten Jahren sind
Cyanobakterien stark in den Fokus der biotechnologischen Forschung geriickt. Obwohl es
inzwischen zahlreiche Konzeptstudien gibt, fehlt ein tiefergehendes Verstdndnis dieser
Organismen. Dies ist zwingend erforderlich um Cyanobakterien gezielt zu mikrobiellen
Katalysatoren zu entwickeln.

In dieser Arbeit wurde der cyanobakterielle Modellorganismus Synechocystis sp. PCC 6803 fir
die photoautotrophe Produktion von Succinat genutzt. Bei Succinat handelt es sich um ein
Intermediat des TCA Zyklus, welcher in Synechocystis noch nicht vollstdndig verstanden ist.
Der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz basiert auf der Deletion der Succinat-Dehydrogenase und
somit auf der Akkumulation von Succinat tiber den oxidativen Arm des TCA Zyklus. Unter den
vier verschiedenen Deletionsmutanten zeigte Synechocystis_Asll1625 die héchsten Titer an
Succinat. Nach Anpassung der Kultivierungsbedingungen konnte eine Succinatkonzentration
von 480 mg L erzielt werden. Um den Kohlenstofffluss durch den TCA Zyklus zu erhéhen,
wurde zusatzlich das Gen des ,Ethylene-forming Enzyme* exprimiert. In Kombination mit der
Kultivierung in 5fach konzentriertem Medium konnte so ein maximaler Succinattiter von
770 mg L? erreicht werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Deletion der Succinat-
Dehydrogenase bei erhohten CO, Konzentrationen die Zellzahlen, Zellvolumina sowie die
Akkumulation des intrazellularen Speicherstoffs Glykogen stark beeinflusst.

Auf Basis der erzielten Ergebnisse wurde die photoautotrophe Produktion von Succinat unter
okonomischen und oOkologischen Gesichtspunkten evaluiert. Dabei zeigte sich, dass
Cyanobakterien durchaus das Potential haben in nachhaltigen biotechnologischen Prozessen
eingesetzt zu werden, allerdings erfordert dies noch eine Vielzahl an Optimierungen.
Weiterhin wurde gezeigt, dass genetische Modifikationen einen groRen Einfluss auf die

Zellphysiologie haben kénnen.
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Abstract

To date, nearly all established biotechnological processes are based on heterotrophic
organisms. However, these processes depend on organic carbon-based feedstocks like corn
or sugarcane and sustainability is questionable. As an alternative, the use of CO; as a cheap
and especially abundant inorganic carbon source needs to be considered. Cyanobacteria as
photoautotrophic organisms are capable of performing photosynthesis and fix CO; from the
atmosphere. In addition, they only need water and sunlight as an energy source. During the
last years, cyanobacteria gained more and more interest as biocatalysts for the production of
value-added compounds. Although a lot of proof-of-concept studies exist, a deeper
understanding of these microbes is necessary to realize rational engineering strategies for the
development of cyanobacterial workhorses.

In this study the cyanobacterial model organism Synechocystis sp. PCC 6803 was utilized for
the photoautotrophic production of succinate. Succinate is an intermediate of the
tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) and this part of the central carbon metabolism is not yet
fully understood in Synechocystis. However, deletion of the succinate dehydrogenase resulted
in the accumulation of succinate via the oxidative branch of the TCA cycle. Four different
knockout mutants were created and Synechocystis_Asll1625 was identified as the best
performing strain regarding succinate production. An adaptation of the cultivation conditions
resulted in a final succinate titer of 480 mg L. The additional expression of the gene coding
for the ethylene-forming enzyme combined with the cultivation in 5times concentrated
medium increased the maximal succinate titer to 770 mg L™%. Furthermore, a substantial effect
on the cell physiology after the deletion of the succinate dehydrogenase was revealed. At
elevated concentrations of CO», the cell number in cultures of the knockout mutant was
significantly reduced, while the cell volume and the intracellular accumulation of the storage
compound glycogen were increased.

It was shown, that succinate can be produced directly from CO; and that cyanobacteria have
the potential to be applied in sustainable biotechnological processes. However, also the
current bottlenecks for industrial applications were highlighted. Furthermore, it was shown
that genetic manipulations can have a significant impact on the cell physiology and that these
impacts need to be analyzed and understood to identify appropriate approaches to further

improve cyanobacterial biocatalysts.
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