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Summary 

V 

Summary 
Due to the foreseeable shortage of fossil resources in the future and the environmental 

concerns connected to a fossil-based economy, bio-based sustainable processes are more and 

more in the focus of academic and industrial research. A major bottleneck in this respect is the 

lack of appropriate whole-cell biocatalysts, tolerant towards relevant reactants and process 

conditions. 

This thesis focuses on Pseudomonas sp. strain VLB120, which is known for its intrinsic 

solvent tolerance towards a variety of toxic chemicals. Using an extensive metabolic 

engineering approach, the Ehrlich pathway, catalyzing the decarboxylation of 2-ketoacids to 

the respective alcohols and acids, was overexpressed in the desired host. This allowed the 

production of three different classes of products directly from glucose: isobutanol, isobutyric 

acid, and (S)-3-hydroxyisobutyric acid. The accumulation of isobutyric acid (2.4 g L-1) and 

(S)-3-hydroxyisobutyric acid (2.3 g L-1) was achieved following a genome based random 

mutagenesis approach with subsequent screening for suitable hosts. The production of 

isobutanol was naturally limited, due to the kinetically preferred oxidation of its precursor 

isobutyraldehyde. Using transcriptome analysis responsible aldehyde dehydrogenases were 

identified and their deletion led to the accumulation of 0.8 g L-1 isobutanol. The ability of the 

strain to form stable biofilms was used in biofilm membrane reactors for the continuous 

production of 0.6 g L-1 3-hydroxyisobutyric acid. Transmembrane oxygen diffusion was 

identified as critical process parameter. Due to the toxicity of the described compounds, 

process integration is essential for overall process economics. Thus, in situ separation of 

isobutanol using gas-stripping, and the abiotic reactive extraction of isobutyric acid using the 

quaternary ammonium salt Aliquat 336, were investigated and the successful separation of 

isobutanol during fermentations was demonstrated. 

This thesis sets the stage towards the development of Ps. sp. strain VLB120 as biofilm-based, 

solvent tolerant chassis aiming for sustainable, continuous, process integrated production of 

chemicals. 
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Zusammenfassung 

Die Verwendung fossiler Ressourcen ist vor dem Hintergrund der Rohstoffverknappung und 

der Klimaproblematik auf lange Sicht nicht tragbar. In diesem Zusammenhang gewinnen 

nachhaltige, biobasierte Prozesse zunehmend an Bedeutung. Ein limitierender Faktor bei 

dieser Entwicklung ist der Mangel an adäquaten Ganzzell-Biokatalysatoren, welche tolerant 

gegenüber industriell relevanten Produkten sind. 

Diese Arbeit fokussiert auf Pseudomonas sp. strain VLB120, einem Stamm, der aufgrund 

seiner intrinsischen Toleranz gegenüber diversen toxischen Chemikalien prädestiniert als 

Produktionsstamm erscheint. Durch intensives metabolic engineering wurden die Gene des 

Ehrlich-Stoffwechselwegs, der die Decarboxylierung von 2-Ketosäuren zu den 

entsprechenden Alkoholen und Carbonsäuren katalysiert, in diesem Stamm überexprimiert. 

Dies ermöglichte die Produktion von drei verschiedenen Produktklassen aus Glukose: dem 

Biokraftstoff Isobutanol, der Bulkchemikalie Isobuttersäure und der chiralen Feinchemikalie 

(S)-3-Hydroxyisobuttersäure. Die Akkumulation von Isobuttersäure (2.4 g L-1) und (S)-3-

Hydroxyisobuttersäure (2.3 g L-1) gelang nach zufallsgerichteter Genommutation und der 

Selektion von geeigneten Produktionsstämmen. Die Produktion von Isobutanol ist nativ durch 

die kinetisch bevorzugte Oxidation der Vorstufe Isobutyraldehyde limitiert. Durch 

Transkriptom-Analyse gelang die Identifikation der verantwortlichen Aldehyd 

Dehydrogenasen. Ihre gezielte Ausschaltung resultierte in der Akkumulation von 0.8 g L-1 

Isobutanol. Die Eigenschaft von Ps. sp. strain VLB120, stabile Biofilme auszubilden, wurde 

in Biofilm-Membran-Reaktoren ausgenutzt, um kontinuierlich bis zu 0.6 g L-1 3-

Hydroxyisobuttersäure zu produzieren. Transmembrane Sauerstoffdiffusion wurde hierbei als 

kritischer Prozessparameter identifiziert. Aufgrund der beschriebenen Toxizität der 

betrachteten Verbindungen ist eine Prozessintegration für einen industriell wirtschaftlichen 

Prozess essentiell. Um dies zu ermöglichen, wurde die in situ Separation von Isobutanol 

mittels Gas-Stripping und die abiotische Reaktivextraktion von Isobuttersäure mittels der 

quartären Ammoniumverbindung Aliquat 336 untersucht und die erfolgreiche Abtrennung 

von Isobutanol während der Fermentation realisiert. 

Diese Arbeit bildet die Basis für die Weiterentwicklung von Ps. sp. strain zu einem biofilm-

bildenden, lösungsmitteltoleranten Chassis mit dem Ziel der kontinuierlichen, 

prozessintegrierten Produktion von Chemikalien aus nachwachsenden Rohstoffen. 
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List of abbreviations 
μ Growth rate (h-1) 
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a Penetration depth (m) 
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ABE Acetone, butanol, ethanol 
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ilvD Dihydroxy-acid dehydratase gene 
ilvE Branched-chain-amino-acid transaminase gene 
ilvIH Acetolactate synthase gene 
IM Inner membrane 
IPP Isopentenyl-pyrophosphate 
ISPR in situ product removal 
Jm Transmembrane flux (m3 s-1 m-2) 
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kg

st Gas film mass transfer coefficient of the solvent (m h-1) 
Ki Michaelis inhibition constant (molsubstrate L

-1) 
KIV Ketoisovalerate 
kivd 2-Ketoisovalerate decarboxylase gene 
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st Liquid film mass transfer coefficient of the solvent (m h-1) 
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Km Michaelis dissociation constant (molsubstrate L
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leuB 3-Isopropylmalate dehydrogenase gene 
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pta Phosphate acetyltransferase gene 
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r Resistance 
R Universal gas constant (J mol-1 K-1) 
RI Refractive Index 
rst Stripping rate of a solvent from an aqueous solution (mmol L-1 h-1) 
S0 Solute concentration in the bulk phase (mmol L-1) 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis 
SSALDH Succinic semialdehyde dehydrogenases 
STY Space time yield (gproduct L

-1h-1) 
T Absolute temperature (K) 
TPP Thiamine pyrophosphate 
U Unit (�molproduct min-1) 
V total volume (m3) 
Vmax Maximum reaction velocity (U gcdw

-1) 
X Biofilm density (gbdw L-1) 
� Wall thickness (m) 
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