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Summary

Within the last century a highly optimized petro based chemical industry
emerged which produces a vast array of chemical products with
applications in every area of our life. The extensive exploitation of the non-
renewable, fossil resources raised concerns due to the finitude of these
resources, the rising production costs, greenhouse gas emissions and
constantly increasing waste streams add to climate change, which poses a
severe threat to the environment and ultimately humanity. In addition to
these concerns, political drivers such as national energy independency and
CO: taxation created a need for a more sustainable greener society and
chemical industry with a lower carbon footprint. Fueled by renewable
feedstocks and powered from wind, sun, water and biomass the
bioeconomy produces biobased chemicals with potentially closed carbon
balances and thus has the potential to create a truly sustainable chemical
industry. Recent advances in the biological sciences provide the tools for
targeted engineering, which accelerates the application of bioprocesses in
the chemical industry. This dissertation focused on the investigation of
pseudomonads, a promising microbial host for the bioeconomy with
industrial relevant features such as solvent tolerance and a versatile
metabolism. The complete genome of Pseudomonas putida S12 was
published within the frame of this dissertation offering valuable genetic
insights into this solvent tolerant strain to boost its application for the
production of industrially relevant chemicals. Specific attention was paid to
insertion sequences highlighting the importance of genome mobility for the
engineering of stable production strains for the bioeconomy. In addition, the

production of building blocks, namely styrene and anthranilate (0AB), which



serve as precursors for a variety of bulk and high value products, was
realized in pseudomonads. Targeted metabolic pathway engineering
strategies were investigated to increase precursor availability, to prohibit
product degradation and to ultimately increase production titers. A maximal
titer of 11.23 mM 0AB and a maximal titer of 4.6 mM of styrene, and thus a
second phase concentration of styrene, were achieved in pseudomonads
highlighting their application as a platform host for a biobased chemical
industry.



Zusammenfassung

Im Verlauf des letzten Jahrhunderts entwickelte sich eine hoch effiziente
petrochemische Industrie, die ein breites Spekirum an chemischen
Produkten fur vielfaltige Anwendungen in allen Bereichen unseres Lebens
zur Verflgung stellt. Mit der intensiven Ausbeutung von fossilen, nicht
erneuerbaren Rohstoffen riicken die negativen Folgen wie die Endlichkeit
der fossilen Rohstoffe und damit verbundene steigende Produktionskosten,
der Ausstol3 von Treibhausgasen und eine standig steigende Abfalllast, die
zu einem menschgemachten Klimawandel flhren, der die Umwelt aber
auch die menschliche Existenz auf dem Planeten Erde bedroht, immer
mehr in den Vordergrund. Des Weiteren rufen Bestrebungen zur nationalen
Energieunabhangigkeit von den politisch instabilen &lproduzierenden
Landern und CO2-Besteuerung ein politisch motiviertes Umdenken in der
chemischen Industrie hin zu ,grineren“ Produktionsprozessen mit
niedrigerem CO.-Aussto3 hervor. Eine durch erneuerbare Energien, wie
Wind, Wasser, Sonne und Biomasse, angetriebene Biokonomie produziert
biobasierte Chemikalien mit potentiell geschlossenen Kohlenstoffbilanzen
und kann somit zu einer echten nachhaltigen chemischen Industrie
beitragen. Neuste Erkenntnisse in den biologischen Wissenschaften stellen
die Basis flir eine zielgerichtete Entwicklung von Biokatalysatoren und
Bioprozessen dar, die ihre Verwendung in der chemischen Industrie
beschleunigen. In dieser Doktorarbeit wurde der Fokus auf die Erforschung
von Pseudomonaden, eine sehr vielversprechende Spezies fiir die
Biobkonomie mit industriell relevanten Eigenschaften, wie
Lésungsmitteltoleranz und ein vielseitiger Metabolismus, gelegt. Das

vollstdndige Genom von Pseudomonas putida S12 wurde im Rahmen



dieser Doktorarbeit verdffentlich und stellt wertvolle Einblicke in das Genom
dieses l6sungsmitteltoleranten Stammes zur Verfigung, um so die
Verwendung fiir die Produktion von industriell relevanten Chemikalien zu
erhéhen. Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf Insertionssequenzen
gelegt, da diese groBBen Einfluss auf die genomische Stabilitdt haben, was
eine wichtige Voraussetzung fir industrielle Produktionsstimme der
Biodkonomie ist. Des Weiteren wurde die mikrobiologische Produktion von
den Basischemikalien Styrol und Anthranilat (0AB), die als Grundstoffe zur
Produktion von Fein- und Massenchemikalien verwendet werden, in
Pseudomonaden realisiert. Zielgerichtete Anderungen im metabolischen
Netzwerk wurden untersucht, um die Verflgbarkeit von essentiellen
Vorprodukten zu gewdhrleisten und um den Abbau der Produkte zu
verhindern, was letztendlich zur Erhéhung der finalen Produktkonzentration
fuhrt. Eine maximale Konzentration von 11,23 mM von oAB und eine
maximale Konzentration von 4,6 mM Styrol, und somit eine zweite Phase
von Styrol, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit erreicht, wodurch die
Bedeutung von Pseudomonaden als Produktionsstdmme in der

biobasierten industriellen Chemie hervorgehoben wird.



