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1. Vorlesungen

=< Thermodynamik zellul&rer Prozesse 17112014 pdf (4.8 MB)

. Grundlagen der Thermodynamik Stand 24102017 (3.1 MB)

<. Thermodynamik irreversibler Prozesse Stand 07112017 (1.5 MB)
<. Zeitablauf biologischer Reaktionen Stand 04122017 (8.1 MB)

. Elektrobiochemie Stand 19122017 (1.5 MB)

=% Biologische Membranen Stand 19122017 (2.6 MB)

2. Ubungsaufgaben

& Ubungsaufgaben (79.9 KB)

& Lésungen der Ubungsaufgaben (68.6 KB)
<. Ubungsklausur (26 KB)

. Lésungen der Ubungsklausur (27.3 KB)

3. Literaturhinweise

= Adam, Lauger, Stark "Physikalische Chemie und Biophysik" Springer ISBN
3-540-00066-6

= \on Stockar (2013) "Biothermodynamics: The Role of Thermodynamics in
Biochemical Engineering” EPFL Press Distributed by CRC Press

= Atkins, de Paula (2006) "Physical Chemistry for the Life Sciences" Oxford
University Press ISBN: 0-7167-8628-1

<. Ansicht: Adam et al Physikalische Chemie und Biophysik
&% Ansicht Atkins P. und de Paula "Physical Chemistry for the Life Sciences
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+ PD Dr. Thomas Maskow
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E4 thomas maskowDulz de
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Hassan Al-Fathi, Kun-Tobias Muhler, Claudia Heber, Kristina Vogel, Monsgue Rieichand, Clwistian Fricke,
Anika Krimaer, Thomas Maskow, Thore Robwerder, Sven Pauller (von bnks nach rechis, ohne Hieu Linh
Duong)



Studium der Biophysik 4 — 6 Semester, 11
Studiengange, 8 Universitaten in
Deutschland

Ich habe nur 8 Doppelstunden, deshalb muf}
ich Schwerpunkte setzen.

Weqggelassen oder reduziert wurde beispielsweise:
« Grenzflachenerscheinungen

* Transportprozesse

o Statik

* Medizinische Biophysik

* Bioanalytische Methoden

« Bildgebende Verfahren




Triebkrafte?

Irreversible
Thermodynamik
Elektrochemie
Membranen

Was ist moglich? Wie effektiv geht es?

* Thermodynamik

Ziel der VL:

Physikalische
Grundlagen fur die
technische Gestaltung
biologischer
Stoffwandlungen

4

Mechanismen?

« Strahlenbiophysik
* Kinetik

« Elektrochemie

« Membranen

Geschwindigkeit und

Stabilitat?

« Kinetik

 lrreversible
Thermodynamik

 Membranen

« Strahlenbiophysik



Vorlesungsplan:

1. Thermodynamik in der Biologie (3DS 3/8)
(Thermochemie, Kalorimetrie, Stoff- und Energiebilanzen, Gleichgewichte,
irreversible Thermodynamik (aul3erhalb von Gleichgewichten))

2. Ablauf biologischer Prozesse (1 DS 4/8)
(Hintergrund von Zeitgesetzen, Reaktionsordnung, Pseudoordnung,
Reaktionstypen, komplexe Reaktionsmechanismen, Enzymkinetik, Regulation
biologischer Prozesse, Temperaturabhangigkeiten, Reaktionstheorie, kinetische
Messungen, superschnelle Reaktionen, Populationsdynamik)

3. Physik elektrochemischer Prozesse (1 DS 5/8)
(Elektrische Felder, Ladungstransport, Redoxprozesse, lonengleichgewichte,
Donnanpotenzial, Elektrodentypen, ionenselektive Elektroden)

4. Physik der Membranen (1 DS 6/8)
(Membran: Struktur-Eigenschaften, Transport durch Membranen, Chemiosmotische
Theorie, Reizleitung)

5. Strahlenbiophysik (1DS  7/8)
(Strahlung und Atrombau, Spektren, Anwendungen, biologische Wirkungen, Isotope
in der Biochemie)

6. Wiederholung und Recheniibungen (1DS  8/8)

Verstehen durch Uben: Bitte immer die zu den Vorlesungen gehérigen Aufgaben
|Osen.



Einflu von P, T, n...
Was ist die maximale

Effizienz? Prozesssteuerung
Geht eine Reaktion? 3 /
Gleichgewichte Warmetonung

/

Unzugangliche Prozesse...

R RN

Informationsgewinnung
(Stochiometrie + Kinetik)

Z.B.
(0) ATP + H,O — ADP + Pi
Schwer zu vermessen, also

(1) Glutamat + NH,* + ATP

— Glutamin + ADP + P, Ablauf und

(2) Glutamin + H,O — Strukturbildung

Glutamat + NH,*

Triebkrafte/gegenseitige
Siehe Tafel Beeinflussungen



Wiederholung ;-)

Thermochemie

Zustandsfunktion: wegunabhingig, Satz von Schwarz

O. HS: Sind zwei Korper mit einem dritten im thermischen Gleichgewicht,
so sind sie auch miteinander im thermischen Gleichgewicht
1. HS: Erhaltungssatz, in einem abgeschlossenen Systeni sind die Summe
aller Energien konstant, das bedeutet |
dU=dQ+dW dW=-pdV Zustandsfunktion: dUu=dQ-pdV
allgemeiner giltd W=X1L,d
mit L (verallgemeinerte Kraft) und 1 (Arbeitskoordinate)
z.B. « p Druck \' Volunien
| p chemisches Potenzial n Stoffmenge
@ elektrisches Potential q Ladungstriger
o Oberflichenspannung O Oberflédche

H=U+PV dH=dU+PdV+VdP =dQ+VdP -




Zustandsfunktionen des 1. HS

U U _[ U
U= UT,V) dU=|—|dT+|—| dV &= 3
H= H(,P) dH=[§£] dT+[a—H} dP o= 9H
JdT ), JdP T Plor R
HeBscher Satz
, A H = EH (Endprodukz‘e)-zH (Ausgangsstoffe)
V,A+vy, B>V P+Vv,0 = v,H,+v,H,-V,H, -V, H,
= YV, H,

A,G = ZG (Endprodukte) - Z G{Ausgangsstoffe)
= V,Gp,+v,G,-v,G, -V, Gy

= Y V.G,

AS = Z S (Endprodukte)— 2 S(Ausgangsstoffe)
= V,Sp+Vy Sy —VaS, —Vp Sy

= | EV;-S:-




~ Quellen fiir die themodynan;_ischen Basisdaten:

1) Tabellen, Ubersichtsarbeiten, Datensammlungen, Internet

(siche Literaturverzeichnis)

2) Gruppenbeitragsmodelle

beispielsweise AHg,, AS,

Siehe Tafel
E = E;+) NE
E, Ey, E; - Elgenschaft der Verbindung, Grundbeitrag, Elgenschaft der Gruppe i
- N; - Héufigkeit der Gruppe in der Verbindung
3) Abschiitzung iiber die Wertigkeit 4 L _Im | 2 W
A .
A M=% aH, T 400 \}\nkﬂ, o
_ ‘5 - ' *\* + AH®=-10482-42.45
A 5} f A G 'eﬁl 800 * - r*=0598
7 4 n,tny” '?'”9' + 6"5 * g”? | \:*'\“h\;
1200 ™~
60:_! Hg_q, 5‘3’ Hs,ﬁ‘[ 1600

Fig. 1. Enthalpy of combustion of C, H, O, N, S, P compounds vs.
degree of reduction, with CO,, H,0, N,, SO; and P,O; as
combustion reference states. Solid line indicates linear regression.




TABLE 1I

Estimation equations'

x T,=1982+% . | B Q)
x T;=1225+% . | (3)
T.=T,[0.584 + 0.965% — (L)%™ . (4)
Pf =(0.113+0.00322, - L) > (5)
| =175+ 7 “ | | o (6)
X M,m-ﬁa 29+ 7% (7
X AGY05=53.88+ 1 | (8)
x C"= % (a) = 37.93+[L (h) +0.210]T +[E (c) - 3.91 X 107%|T? :
+ (D (@) +2.06x1077)T? - 9)
AHU,, 1530+ ' | | (10)
Hi=-0.88+% | ‘ , N {8))
=MW xexp{[Z (n4) - 59782]/T+E(na)~—11202} (12)

"'The notation ), signifies that, for the particular property of interest, one sums the product of the
number of times a group appears in the compound and the group contributions in Table III. In cases
where the property is a function of temperature, different E( ) terms are requlred




——————

- Thermodynamische Energiebeitréage messen — Kalorimetrie'
_Der Sensor — Peltierelement/Seebeckeffekt

differential
‘amplifier

il

IRINININ
NN+

b
r(- :

~ Peltier
elements E“ ' -
+ ' - +| - l_ -

Fig.5 Twin Measuring Principle




THERMOSTAT:
BATH
2 5=
=E
FINE
SIGNALS |1 WEATER
= PUMP
| FAIL
Y FUMD :
A HEAD
. e
PRE' ™=
o HEATER
= : ' )
J S AN
WATER NN

Fig.3 Walter Thermostat Control System

10



2. HS der Thermodynamik

Def: dS>0, dS=dQ./T, S=kInP+const
Richtung, Bedeutung der Zeit

Schrodinger (1944): What is Life?

,What an organism feeds upon is negative entropy. Or, to put it less paradoxically, the
essential thing in metabolism is, that the organism succeeds in freeing itself from all the

entropy ... Y s
Py " - Messgroe |

o545 4nS, 050

Strukturan il I_ﬁ' | Stoffaustausch mit Umgebung

Konzept der thermodynamischen Triebkrifte




/a\ /a\ . /a\
S= SU.V, dS=|— — —_—
R R R

‘ UV.ng,

as) _1 (as) _P (88} _.m Y S
aul‘% T (av];},n.,-T [an‘.]&w‘ T dS=‘de+-I-;dV—§i:—z-;—dn,-
Konzept der thermodynamischen Triebkriifte Siehe Tafel:
Grundlage einer
Gleichung
ur dU = dU'+dU" = 0 Energielbertrag
I I .
dv. = dV' +dV" = 0 ~ VolumenuUbertrag
dn, = dn/+dn’ =0 Stoffiibertrag

1 1 Pf PH ”if ﬂiﬂ
dS:(F_F]dU +[F—F}dV—E{F—‘T—" dn!i >0

T



Prozef Fluf ther mod ynamische Triebkraft

- I 1 1
Energieiibertrag dU T
_ I n
Volumeniibertrag dV' f}' - P_u
TI T I/
. : I ﬂi ﬂ
Stoffiibertrag dn, T “’fif

Lineare Relation zwischen thermodynamischen FliilRen und Triebkriften

T">T'" dU">0 Wiirmeiibertrag in das Teilsystem'
dU' =0  Wand wiirmeundurchlissig, gehemmter Nicht GGWzus tand
dU" <0 Widerspruch zum 2.HS oder andere Prozesse produzieren Entropie

Verbindung zwischen den Forderungen des 1. und des 2. HS der Thermodynamik ?




(OF)
\5?;%%
F=U-TS dF=-SdT-PdV+ Y udn, (0G)
G=H-TS d#f'=-SdT+VdP+Y udn, T
%’ k )J"-",i'l,,ll
Zustandsfunktion
gor—— 0> F
0T oV oV oT

Entwicklung als Zustandsfunktion

aP
or J, .

Folgerung aus Wegunabhiingigkeit der

’°G
oT oP

= S,
oP ) .

\ i JT,V,n;,

\ i)T’P'"J#i

°G
dPaT

v
oT ), .

=H;

= H;



partiell molare GroBen/ chemisches Potenzial

i i

av=Svidn V=[] gg=Fmdn u-[28|
dn . dn, .
p.T.n; 4, p.Tn, *l

Abhingigkeit des chemischen Potenzials von a) Druck, b) Temperatur und ¢) Konzentration

*
U, RT . P . P o
ayel ;=—S,dT+V,dp % =Vi==— =g (O +RTI—L g =p T)+RT 2
T,n_f pg' ) P P
H; |
a_t e Bild 8
v 5E| = i : )
oT T? - Siehe Tafel Grundlage : . T st o
P,n; i .
. 2 S
C) ﬂi (T’ P’ X)= ﬂl' (T’ p) + RT ln ai mit ai = xi ‘fl Oder ai = x‘. y'. Mnlalnotnil ﬁui;ihanonl. :n n':ur: EFJUsS;;keuLG
fim @] = X, ;.m a; = x;
20 xR .
tunmendliche relhey 5,’!}

Verdenn w-al




Gleichgewichte, Massenwirkungsgesetz

Beispiel: V,A+V,B—>V, P+Vv,0

dG::EM, dnl_ mit dni :Vi dg fOlgf dG-‘:dgEV; :ur ARG :(g—g—]
. T.P

G =3, =3, (4 +RTIn(c,)=A,6° + RT ] c"
p Cg

im Gleichgewicht A,G =0und A,G’ =-RTlK,  K,=[]¢"

Temperaturabhiingigkeit . Druckabhiingigkeit

(dan,q] =ARIf dnk,, AV
ar ), RT" | dP | ~ RT

Jacobus Henricus van ’t Hoff

https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Vant_Hoff.jpg




>

t

Anmerkungen:

Standardzustand 1 M, Ausnahme bei Reaktionen mit
Wasserstoff dann 10-7 M (pH=7)

Auch bei pos. A;G® wird ein Teil der
Ausgangsstoffe gewandelt

Folgereaktionen erlauben einen Reaktionsschritt mit
ARG >0.

Enzyme 4ndern die Lage von GGW nicht, aber sie
steuern die Geschwindigkeit

ARG <0 exergone R.; A G >0 endergone R.




Frele Enthalpie

-120

-100

-80

-40 -

-20 1

1 Glucose

irreversible Schritte zur metabolischen FluBregulation

NADH




K-+ AMS K Ay

Ionische Liosungen

L M
K _ag ay

eq

aKsﬁM

Ig v, —_—

0

-0.1

-0.2

a;=y,c, logy,=-0509z>1 I=%Ez§ ¢,
j

K, ay,, =const=K,

Debye-Hiickel

Beeinflussung der Loslichkeitsgleichgewichte durch gleich- oder fremdionige Zusiitze

o Experiment

-
-

- -

B

0.5 1.0 1.5

20

JI
Limits of the Debye-Hiickel theory to describe the MIAC y. of

NaCl as function of ionic strength I (mol%> L-0>). I — Debye-

" Hiickel limiting law




Protolytische Gleichgewichte von Aminosiduren

% 0.6 H2G+ HG G
£ 0.2
pK, = 2,35 " K, =978
Beispiel: Glycin K, = (1G]] 1]

K, K2=[H+]2

6]

|H2G+ |

|HzG+ | K,= [HG]

1
(pH )isoezehrischerw = 5 (PK 1 PKz) '

logK, +log K, =2 log [H*F



Pa

Phasenumwandlungen - Spriinge in den
thermodynamischen Zustandsfunktionen

Beispiele: Protein folding/unfolding, Lipid: fliissigkristallin/Gelzustand

dp AS dp AH dl A HLV
I _ i n_ ol _[vn 1 —r =~ L n
dG'=dG" (s"-5')aT=0"-V'Mip —Z7 % T TAv P_
| | dT R T?
Clausius-Clapeyron-Gleichung
Gleichgewichte L-V: P,=X i‘ Pf_ Raoultsches Gesetz
4
P=X'P Daltonsches Gesetz
P,+P,=X;P +X;P,
D PX!=X:P] erweitertes Raoultsches Gesetz
Ps / \\\pA pe’ .
) X, =ky P Henrysches Gesetz
X,k

Gleichgewichte L-L: c’ _Mi-wyrr  Durchtritt lipidloslicher Substanzen durch die
C’ Zellmembran

Nernstscher Verteilungssatz




Exzesseigenschaften am Beispiel des partiell molaren Volumens |

Erwartung:  V =x,V,+x,V,=V, +x, (Vz——VI)
Vv

fiir die Ableitung Gibbs-Duhemsche Gleichung

wird erfiillt fiir

dhnlicher
Substanzen

0=2derj
j

Mischungen sehr




Kolligative Eigenschaften zur Molmassébestimmung

p _
o m A
Dampfdruckerniedrigung ? = M '
o M Ma ! reines Wasser
. ) . RT} !
Siedepunktserhohung AT, =X, NH
. c e RT?
Gefrierpunktserniedrigung AT. ==X IF
F A I
AN H,
Tp-ATe Tp Ty Ty+ATg
| T
Osmose [I=cRT
Losung  Losemittel  Lissung Lisemittel -
Dampfdruckosmose AT,=KC

W

P(T). P,(T) ' P(T+AT) P,(T-AT)




Thermodynamik

zellularer Prozesse

Stand: 11.10.2016

PD Dr. habil. Thomas Maskow

fur Ruckfragen E-Mail: thomas.maskow@ufz.de




Inhalt:

Besonderheiten der “Biothermodynamik” ?

Beschreibung zellularer Prozesse durch eine stoch. Gleichung
Triebkrafte mikrobiellen Wachstums

Biokalorimetrie

100 Jahre nach Gibbs — Thermodynamik in der Systembiologie

Thermodynamik fur mikrobielle Konsortien



Warum ,Biothermodynamik* ?

ﬁhermodynamik in der Biotechnologie

» Vorhersage der physikalisch-chemischen Eigenschaften von
Biomolekulen= f (Struktur, T/pH/P/Losemitteleigenschaften usw.)

~

* Vorhersage von Phasen-Gleichgewichten fur Downstream Prozesse

* Identifikation der Triebkrafte fur Bioprozesse

* Thermodynamische Charakterisierung zellularer Prozesse

* Prozess-/Stammverbesserung auf Basis einer thermodynamischen
Analyse

* Energetisch determinierte Leistungsgrenzen




Biothermodynamik - Neu?

Book: What Is Live ?...
Chapter: Order, Disorder and Entropy

...How does the living organism avoid decay ?
The obvious answer is: by eating, drinking,
breathing and (in the case of plants)
assimilating. The technical term is called
metabolism...

... What an organism feeds upon is negative
entropy. Or, to put it less paradoxically, the
essential thing in metabolism is that the
organism suceeds in freeing itself from all the
entropy it cannot help produce while alive...

Schroédinger (1944) Cambridge Univ. Press
Perutz (1987) Nature 326(9), 555-558

WHAT IS LIFE?

The Physical Aspect of the
Living Cell

BY
ERWIN SCHRODINGER

" BENIOR PROFESSOR AT THE DUBLIN INS TITUTE FOR

ADVANCED S8TUDIES

Based on Lectures delivered under the auspices of
the Institute at Trinity College, Dublin,
in February 1943

CAMBRIDGE
AT THE UNIVERSITY
1948

<

Erwin Schrédinger (1887 — 1961) |



Inhalt:

Besonderheiten der “Biothermodynamik™ ?

Beschreibung zellularer Prozesse durch eine stoch. Gleichung
Triebkrafte mikrobiellen Wachstums

Biokalorimetrie

100 Jahre nach Gibbs — Thermodynamik in der Systembiologie

Thermodynamik fur mikrobielle Konsortien



Wir wissen es doch besser — Warum soll man tuber 100 Jahre
nach Pasteur zellulare Prozesse durch eine
stochiometrische Gleichung (Black Box) beschreiben?

Vorhersage von Wachstumsparametern (Yy,s, 4, Mmg) ?

Abschatzung thermodynamischer Wachstumsparameter (AzH, A G°) ?



Beschreibung zellularer Prozesse durch eine stéchiometrische Gleichung

- Vorhersage von Wachstumsparametern (Yy,s, M, mg)
CHgOgoNgy (C—Quelle) _ =~ — 2 = = ~ CHy,OxoNyn o (Biomasse)
CHy:OnoNpn (N = QuelleY CO,

O, (e — Akzeptor) | H,O
H, (Produkt)
~ - _ - ”

Ygix Cs1Hs20s3 + Yyx NH " + Yo O, + Yy HY
+ Yo0x H2O + Yeozx HCO; + Cy Hy,Oy3Ny, = 0

6 unbekannte Ertragskoeffizienten Y <— 5 Bilanzgleichungen (4 x Elemente +
Ladung)



Beschreibung zellularer Prozesse durch eine stochiometrische Gleichung

- Vorhersage von Wachstumsparametern (Yy,s, 4, mg)

6 unbekannte Ertragskoeffizienten Y <— 5 Bilanzgleichungen (4 x Elemente +
Ladung)

Woher zusatzliche Information ? (ARGO ): (ARGO )G C+m

Spez.Wachstumsgeschwindigkeit m, =45 exp L kJ C —mol™
R \T 298K

(8,G°),,,.., =200 +18 (6€ Q) + Exp {5, P (3.6+0.4 C)| k7 C = mot™

Eigenschaften der Kohlenstoffquelle
* Yp — relativer Reduktionsgrad y, =4 n; + n, -2 ng

eC - Lénge der Kohlenstoffkette Heijnen JJ (1994). Trends Biotechnol. 12:483-492.



Beschreibung zellularer Prozesse durch eine stochiometrische Gleichung

- Vorhersage von Wachstumsparametern (Yy,s, 4, mg)

1.0

0.8

0.6

Y PREDICTED

0.4

0.2 -

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Y MEASURED

J. J. Heijnen, M. C. M. van Loosdrecht, L. Tijhuis (1992)
Biotechnol. Bioeng. 40, 1139-1154 (1992).



Beschreibung zellularer Prozesse durch eine stochiometrische Gleichung

. Berechnung thermodynamischer Wachstumsparameter (AgH, AgG°)

Rolle der Bezugszustande ?

Edukte Produkte

Molare Bildungsenthalpien AcH

Cs1Hs20s3
NH,* ApH = ;Yi/x ArH,
Bezugszustand: Elemente
Cs1Hs,045 Verbrennungsenthalpien AcH
Cx1Hx20x3Nx4 n
AH <D Y, A,
NH,* -

Bezugszustand:
Verbrennungsprodukte HCO;" H,0...




Kann man thermodynamische
Daten unbekannter oder
komplexer ,Stoffe” abschatzen?



Beschreibung zellularer Prozesse durch eine stochiometrische Gleichung

. Berechnung thermodynamischer Wachstumsparameter (AgH, AgG°)

Woher A:H und A Ge° fur Biomasse oder unbekannte Verbindungen ?
Thornton 1917

-100 <
= 250 + Kohlenwasserstoffe = Alkohole T & % y Ch %ﬁg'.! n X ' Boe o 1
IB 0 1 A Aldehyde+Ketone X Carbonsauren © N :
£ | . | £ 1501 :
LIJ 250 1 Saccharide e Aminoséauren+Peptide o T koo
g 500 4 3, 200 - A Aldehyde+Ketone X Carbonséauren
T :EJ x Saccharide e Aminosauren+Peptide
<0 -750 - ] o
1000 AH - Vb —‘115 kJ‘e—mol‘_l (Co‘rdieret‘al.,l98‘7) f 250
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 2 4 _61 8
co, v, (e—mol C—mol ") CH,

CO, CH,

v, (e—mol C—mol™")
Relativer Reduktionsgrad:

* normieren auf ein C-mol
cvp=4+n, —2n,+6n,+5n,

« also physiologische Endprodukten wie CO,, H,O, N,, H,SO,, H;PO, usw.

wird der Reduktionsgrad 0 zugeordnet

Thornton WM (1917) Philos. Mag. 33:196-203 Cordier et al. (1987) Appl. Microbiol. Biotechnol. 25: 305-312



Beschreibung zellularer Prozesse durch eine stochiometrische Gleichung

. Berechnung thermodynamischer Wachstumsparameter (AgH, AgG°)

Woher A:H und A Ge° fur Biomasse oder unbekannte Verbindungen ?

1. Ermittle der relativer Reduktionsgrad aus der Formel oder der Elementaranalyse:

Yp=4+n, —-2n,+6n, +5n,

2. Berechne die gewunschte thermodynamische Grolde:

AcH =y, (—115k]e—mol‘1) Thornton, 1917; Cordier 1987

AG’ = —-86.6kIC—mol” + y,(-944kIe—mol™) Roels, 1983



Konsequenz fur aerobe
Prozesse

4 Elektronen gehen zum Sauerstoff O, 4 e-mol/mol-O, x — 115 kd/e-mol =
P =

P

_ B -1 )
ﬁ — 460M02 mol oxykalorisches Aquivalent (Gnaiger, 1983)

Warme proportional zur Atmungsrate !!!
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Potentielle Fermentationsprozesse mit Stoffwechselprodukten, die von der

Thornton-Regel abweichen



Abweichungen vom oxykalorischen Aquivalent — ein Idee zur
Bioprozesssteuerung
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L. Regestein, T. Maskow, A. Tack, I. Knabben, M. Wunderlich, J. Lerchner, J. Buchs (2013)

»Noninvasive Online Detection of Microbial Lysine Formation during Fermentations in a

Stirred Tank Bioreactors by Using Calorimetry and Calorespirometry” Biotechnology and
Bioengineering 110(5): 1386-1395
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Was sind Triebkrafte
mikrobiellen Wachstums?

Kann man Antworten auf diese
Grundsatzfrage technisch
verwerten?



Triebkrafte mikrobiellen Wachstums

Yx/s Ertragskoeffizient

AGy;0s ~ 0 haufig

S Aus der Kooplung von
Biosynthese —

/ Energiegenerierung
p

Entropie prod. durch Wachstum

—

Entropie Export
ArH y = als Warme and chemisch
_ gebundene Entropie

Entnommen: von Stockar et al. (2010) Biothermodynamics of live cells: a tool for biotechnology and biochemical engineering. Journal of Non-Equilibrium Thermodynamics 35: 415-475



Triebkrafte mikrobiellen Wachstums

Aerobe Respiration CeH1,06+6 O, T-T 6 CO, + 6 H,0

700 } o 126 (ADP+P) 26 ATP
ganni
g'anu-;
o 400
< S=k, In(Q)

]
=1
=

100 F

Q = Zahl der Zustande

0 ~ -1
0.4 0.5 0.8 0.7 0.8 0.0 1 ARV ~0LC- WIOI
Y. o (C-mol/C-mol)
V¥ S.cerevisiae M C. utilis e K. fragilis
& C.pseudotropicalis 4 E.coli

Entnommen: von Stockar et al. (2010) Biothermodynamics of live cells: a tool for biotechnology and biochemical engineering. Journal of Non-Equilibrium Thermodynamics 35: 415-475



Triebkrafte mikrobiellen Wachstums

Alkoholische Garung

8O0 [ T
I C6H12067§> ZCZHSOH + 2C02
s i ADP+P,  ATP
OIS SR U ]
4 A 1
o TR S=k, In(Q)
Q = Zahl der Zustande
S D AV ~7.47 LC—mol™

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.3

Y . (C-mol/C-mald

X's

Entnommen: von Stockar et al. (2010) Biothermodynamics of live cells: a tool for biotechnology and biochemical engineering. Journal of Non-Equilibrium Thermodynamics 35: 415-475



Triebkrafte mikrobiellen Wachstums

Endothermes Wachstum durch Methanogenese aus Acetat

1500
C2H4027-Y CH4 + COZ
1000

= ADP +P, ATP
= A0
2. 500 TAS, AG% S =k, ln(Q)
S
=
O>< 0
O

- -AH°
< 500 roX
°>'E
:'<1I:h1ooo

1500

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Y, . (C-mol/C-mol) AV =224 LC—mol™

Entnommen: von Stockar et al. (2010) Biothermodynamics of live cells: a tool for biotechnology and biochemical engineering. Journal of Non-Equilibrium Thermodynamics 35: 415-475



Triebkrafte mikrobiellen Wachstums

Extrem exothermes Wachstum durch Methanogenese aus H, und CO,

S=k, In(Q)  AF ADIL2LC-mol”

6000
5 4H,+ CO ﬁ»CH +2H,0
E 5000 2 2 4 2
2 ADP+P,  ATP
2 4000 i
x A _H°
@ 3000 Arix
<
% 2000
IL
< 1000

0

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Y,,p (C-mol/mol)

Entnommen: von Stockar et al. (2010) Biothermodynamics of live cells: a tool for biotechnology and biochemical engineering. Journal of Non-Equilibrium Thermodynamics 35: 415-475



Klassifikation

METHANOGENESE AEROBIC
aus Acetat RESPIRATION

Alkoholische Girung METHANOGENESE
aus CO,

Entropie getrieben

Enthalpie getrieben

Entnommen: von Stockar et al. (2010) Biothermodynamics of live cells: a tool for biotechnology and biochemical engineering. Journal of Non-Equilibrium Thermodynamics 35: 415-475



Triebkrafte mikrobiellen Wachstums

v - AG Effizienz vs Geschwindigkeit u = a AG
X/S ArG()’( _ AGO

anab

1.0 -

: Evolution ->
08 F d Oxydation von Glukose

06 [T Optimale
BLEU 0 Energienutzung ->
0.4 |
[ ‘ b Alkoholische Garung
02 | "~ konstantes A G,°
- d - Methanogenese aus Acetat
00 T T T L T —

0O 100 200 300 400 500 600
G2 (kJ/C-mol)

Entnommen: von Stockar et al. (2010) Biothermodynamics of live cells: a tool for biotechnology and biochemical engineering. Journal of Non-Equilibrium Thermodynamics 35: 415-475



Konstantes A G,° -> Vereinfachte Ertragsvorhersagen ?

Entnommen: Liu JS, Vojinovi¢ V, Patifio R, Maskow T, von Stockar U. (2007) A comparison of various Gibbs energy dissipation correlations for predicting
microbial growth yields. Thermochimica Acta 458 (2007) 38-46






Thermodynamik auch in der
Evolution?



Thermodynamik auch in der
Evolution 77?7

Evolution -> Zunahme der Aktivitat und Intensitat von Lebensprozessen
Warme/Sauerstoffverbrauch — quantitatives Mal} fur Lebens

Q - Grundumsatz (mW) fur alle Poikilotherme (20° C), Homootherme (physiologische
Temperatur)

M - Masseing

k - Konstante zwischen 0.667 (reine Oberflachenabhangigkeit) und 1 (Massenabhangigkeit),
meistens 0,7 — 0,8, Tiergruppenabhangig); Saugetiere k = 0,74 (Kleiber 1967)

a - Mal fur den Umsatz (wird erhalten nach Extrapolation auf ein hypothetisches Tier von 1g)
in mWi/g



Tiergruppe a, mW Tiergruppe a, mW
,,Protozoa" 0,098 Teleostel 1,66
Porifera 0,140 Amphibia 1,45
Coelenterata 0,192 ,Reptilia* 2,46
,Oligochaeta™ 0512 Mammalia 18,0
Crustacea 0,727 Primates 36,5
Mollusca 0,895 Aves

Insecta 3,15 ~Nonpasseriformes* |25, ]
Branchiostoma 1,59 Passeriformes” 432
Cyclostomata 1,65 .

Taken from: Lamprecht und Zotin 1997 Sber. Ges. Naturf. Freunde Bd. 36:26 - 30




o In (Zuwachsrate)
x Koeffizient "a" / mW

10/ 2.3 e %7
-6 ,

- T 0
-600 -400 -200 0

Geologische Zeit / Millionen Jahre

Abb. 1. Koeffizient a (+) als Funktion der geologischen Zeit
des ersten Auftretens der verschiedenen Tiergruppen. Zu-
sdtzlich ist die Zuwachsrate (0) des Koeffizienten a logarith-
misch (iber der Zeit aufgetragen.
1: Coelenterata (Hohltiere); 2: Crustacea (Krebstiere); 3: Mol-
lusca (Weichtiere); 4: Teleostei (Eigentliche Knochenfische),
5: Amphibia (Amphibien); 6: Insecta (Kerbtiere); 7: ,Repti-
lia“ (Kriechtiere); 8: Mammalia (Saugetiere); 9: Aves (Vogel);
10: Passeriformes (Sperlingsvogel).

Warmeschwelle 17
Ca. 5 mW/g



Maximal moglicher Umsatz = 10 x Ruheumsatz (a)

Vor der Warmeschwelle:

« Bienenkonigin im Flug 45 °C hochste Temperatur im
Tierreich

* QOberhalb Denaturierung von Proteinen, Lipidstrukturen
 a=4,74 m\W/g; maximaler Umsatz = 47 mW/g

Nach der Warmeschwelle:

« Schnabeligel (Poikilotherme -> Homootherme)
* a = 8,3 mW/g; maximaler Umsatz moglich von 83 mW(/g

Uberwindung der 1. Warmeschwelle durch Thermoregulation

« Spitzenwert Paridae (Meisen) 49,5 mW/g; Korpertemperatur
=40-43°C

« Mammalia (Saugetiere) a = 18,0 m\W/g; Korpertemperatur
36 — 38 °C



2. Warmeschwelle ?



60
Menschliche Zivilisation 12

2. Warmeschwelle ca. 50 mW/g

=
Tierische Bioene&getik = Urmensch
i N + Feuer
—2&
S
2 Feuer

Homadéotherme

_an SO TR Y Y b ALY

‘ welle

2,3 4' %%’ Poikilotherme
L] L] l L

-600 -400 -200 0

e 1. Warmeschwelle ca. 5 mW/g

0

Geologische Zeit / Millionen Jahre

Abb. 2. Ahnlich wie Abbildung 1, aber mit Angabe
der ersten und der zweiten Warmeschwelle, der Tren-
nung in gleich- (homoo-) und wechselwarme (poikilo-
therme) Tiere, den Punkten fiir den Urmenschen ohne
(11) und mit Feuer (12) und den beiden Bereichen
Menschliche Zivilisation und Tierische Bioenergetik:
Die linke Kurve deutet den maximal méglichen Um-
satz an, die gestrichelte Gerade entspricht dem Fak-
tor 9,6 zwischen maximal moglichem Umsatz unc
Ruheumsatz.



Sprung uber die 2. Warmeschwelle
durch externe Energie - «- 1o

500 -
¥ Biiverliche Landwirtschal‘t
- - in China ~ Er=10
< .
E 100 - . s Voll-Industrielle
r Vor-Industrielle Ernten s rnten
= 50 - d
- ca— d Er = 0.1
s S—— = U,
< - — N 7z ﬂ"\ Mllchwlrtschaft Schweine- <
= L 7 T R / Gefliigelzucht®
5 10 : ~ T ul d n m
s 7 — -~ 7 Semi-Industrie e ’
ga ,:7' 4 Lrnten \ x Eler
. r—v s 7 inderzucht” s
z ~ 7 7 /
- 2 - ~ 7 / * s .
- #  Schafzucht #  Alle Landwirtschaftl. Betriebe
/ / /
=l ;/ / 7 s
/ ’ ’
0.5 L 1 1 ¥ 1 | o 1 | 1 | ]
0.05 01 0.5 1 2 5 10 50 100 200

Energieeinsatz (GJ.ha" 1 jahr'1)

Abb. 3. Energetischer Wirkungsgrad weltweiter Landwirtschaft: Energiegewinn als Funktion des Energieeinsatzes (jeweils in Giga-
joule pro Hektar und Jahr) fir verschiedene Formen der Landwirtschaft und unterschiedliche Produkte (* bezieht sich auf das Uni-
ted Kingdom). Die Gebiete links der ~§strichelten Geraden geben einen Energiegewinn um mirgestens das Zehnfache (Er = 10.0),
einen Wirkungsgrad von 1 (Er = 1.0) . #Peinen zehnfachen Energieverlust (Er = 0.1) an (nach B!{.J.I) & LizweLLys 1982),



Energieverbrauch wahrend der menschlichen Evolution.
Die Verbrauchsraten sind pro Person angegeben. (Nach KNogge 1978).

Niveau der Evolution Historische Verbrauchs- | Verbrauchs- | Koeffi- Quotient

Zeit rate rate zient a

Jahre kcal/Tag W mW g
Urmensch - 2 000 000 2 000 97 22,5 104
Gebrauch von Feuer - 750 000 5 000 242 56,2 250
Domestizierung - 6 000 12 000 581 134,8 599
Industrielle Revolution 1800 77 000 3727 B66,0 3 R49
Vereinigte Staaten 1990 230 000 11132 2 587 11 500
Gesamte Welt 19493 44 000 2 133 495 2 200

Zeichnet sich hier die 3.
Warmeschwelle ab?
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Man geht davon aus, dass maximal 1% des solaren Energieeinstromes tolerierbar
sind (Gorskov, 1980)

Sonne 10"7 W bedeutet, dass 10" W anthropogen genutz werden kénnen
Zur Zeit 2100 W x 7 Milliarden Menschen ca. 1.5 1013 W

Faktor 100 trennt uns von der 3. Warmeschwelle also zwischen 6 (2° = 64)
und 7 (27 = 128) Verdoppelungen

Bisher (letzte 200 Jahre) eine Energieverdoppelung alle 20 Jahre

Also ca. 120 oder 140 Jahre bis zur nachsten Warmeschwelle

Die UNO erwartet bei mittlerer Projektion bis 2025 8,0 Milliarden und bis 2050
9,2 Milliarden Menschen



Woher kommen die
thermodynamischen Daten?



Kleine Volumina - Mikrokalorimeter
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Wie sieht ein modernes Mikrokalorimeter aus?

TAM Il — an Integrated System

Monitor —
Calorimeter
thermostat
Temperature
controlled

Keyboard
electronicbox ’

Computer

Heat exchange

by Peltier coolers Power

Supply
Oil expansion — — _ _
tank Circulation
Pump
R e
— TA Instruments . !ﬁﬁg—

Viele andere Systeme am Markt: SETERAM, C3, yRC, uMC, SymCel etc.



Mini: TAM IlI — Multi / TAM 48

= Stabilitat — Kompatibilitat —
Metabolische Raten — etc...

= Konzipiert fur geschlossene
Ampullen (4 bzw. 20mL)

= einzeln austauschbar

= kleine Zeitkonstante wegen geringer
Masse

= Referenz permanent und unterhalb
der Probenampulle

Minikalorimeter
= = Mehr Kalorimeter pro Messplatz, angeschlossen an

i - in Computer-Interf
also viel mehr Proben pro Zeit ! sein Lomputer-interiace



The 2277-201 Microcalorimeter

R
cup

Heat sink | wt sink
To
; KTE,/ | A

Heat flow Heat flow

L p i
|
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&wc(dtj Thermopile
/
Kalibrierwiderstand im Boden des

Ampullenhalters

@R



Warmedetektion beim Nanokalorimeter 3201

Zwilling: Probe — Referenz nebeneinander : -« Titration
* Perfusion:

Thermoelemente f|[_]ssig — GGas
(2 je Seite)

Kalibrierwiderstande
(Folien)

Warmefalle
Trennwand

~ Probe Referenz
L

I,!.h-'-' Detektionslimit
AP = 0,02 mWI/L




Kalorimetrie mit groBen Volumina -Fermenterkalorimeter

(TH—

16

2
et

1000 x unempfindlicher
Aber viel bessere
Beprobung




Reaktionskalorimeter
Mettler-Toledo/EPFL BioRC1

Voisard et al. (2002) themochimica acta (394)

—1 AD converter{ -
- T.
A/D converter T —+—'é>——' J
PI controller | Tj PI controller

+ s-lzt- point
Ty set- point
Tr sensor L Calibration heater
t oi
o= . \ J
. Tj Control valve
Tj sensor
W S
q =k [—I(T, -T,) —
mKkK - ~
» 2 L Bioreaktor * Verbesserte Isolation
* Isotherm (T, = konst.) - definierte, kleine
* T, geregelt; Warmeabfuhr durch Silikonadl (2 L/s) Austauschfliche
* Genauigkeit: ca. 50 mWI/L -« Genauigkeit: <10 mWI/L

/ /




Empfindlichkeitsteigerung auf 5 mW/L

Jj;_ll

Paufler S, Weichler M-T, Harms H, Maskow T (2013) Simple Improvement of the Sensitivity of a Heat Flux
Reaction Calorimeter to Monitor Bioprocesses with Weak Heat Production. Thermochim. Acta 569: 71-77



Unique Measuring Principle: True Heat Flow (THF)

THERMAL PRINCIPLE

Reactor-
Vessel

\_/ Reactor base
flange

. lemperature
C><) /sensor

Ca. 1 mWI/L

711 7
. : g '
Leider nur 0,2 L Z e
/ PT-100 ﬂ/ :
7 ‘ 7l _
A'Z/// S, Thermal reference
Heat flow = o
transducers ! Peltier element Temperature difterence
’ Thermal reference  transducers
Ack. Heat -
Thermal __ Heat Flow -— Hmat Flow Reactor content
Power ~ Reactor base Base flange Eﬂlnctor base
Base flange
Reaktionskalorimetrie als universelle Methode der Prozessverfolgung C h em i Se ns P ro Se nse

Dienstag, 26. Mai 2009, Dechema Gebaude, Frankfurt am Main Reaction Calorimeter Systems

Laboratory & Process equipment



The CPA202 Reaction Calerimeter System,
Each ChemiSens system is composed after the same principle




The ChemiSens HiSens Reactor CPA202 HS

Comparison of different available reaction calorimeters
based on their relative detection limit (W/L)

100 | . ; I .
: . DSC: ‘ .'
10 1:’ L CPA102 .DRC
§ 1
-
=
g = .
g . ! ; . Std. Reaction
D 001 Fovcecmmanna- | R IS — Calorimeter
3 : ' ; ‘ ,
a : | : CPA202 HS
0.001 | ‘ : : .
’ . b
! | : ' __::C 80
0.0001 L] ] (] .: A | : LA Jl" ] (] Iil‘: ] | [} AAAR AAA 2
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Sample Volume [ml]

Ref: A Zogg et al., Thermochim. Acta 418 (2004) 1-17.

ChemiSens ProSense

Reaction Calorimeter Systems Laboratory & Process equipment




Chip-Kalorimeter

A) Cold junction

Enzyme, bacterial
suspensionibiofilm

Housing

& A
-----

Electrical RRRARAS ;

heater
Hot junction

Thin film, with low
heat capacitance

Rim, heat sink

Maskow T (2013) Miniaturization of Calorimetry: Strengths and Weaknesses for Bioprocess Monitoring and
Control. In Biothermodynamics The Role of Thermodynamics in Biochemical Engineering. von Stockar U (ed).
EPFL Press Distributed by CRC Press, pp. 423-442



Chip-Kalo

rimeter zur Uberwachung beliebiger Bioreaktoren

{71

L. Regestein, A. Wolf, H.-J. Schneider, T. Maskow, F. Mertens, J. Buchs, J. Lerchner (2012)
A chip calorimeter for the monitoring of conventional bioreactors at elevated cell
concentrations. Thermochimica Acta 544 (2012) 10— 16



Signale vom Chip-Kalorimeter

3 Signale bei wachsender

e stop of

injection biologischer Aktivitat

(a) Keine Aktivitat
(b) Geringe Aktivitat

start of
-5 4 injection
(c) Mittler Aktivitat
=10 4
15 . U | s ﬁ
0 500 00" 1500 2000 (d) Hohe Aktivitat

t(s)

= Mit wachsender Aktivitat wird eine Signalverschiebung beim Injektionspeak

und U, beobachtet
=> Bei hoher Aktivitat gibt es kein stabiles Signal Hochzelldichte
ungeeignet

=» Das Signal wird durch den Verbrauch an O2 begren




Chip-kalorimeter

Comparison of different available reaction calorimeters
based on their relative detection limit (W/L)
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Ref: A Zogg et al., Thermochim. Acta 218 (2004) 1-17.




Es ist bald 2015, die Zeit der
postgenomischen und
systembiologischen Forschung ist
angebrochen.

Wozu brauche ich noch die
Thermodynamik deren Grundlagen
vor uber 100 Jahren gelegt wurden?



Protein-Analyse: 2 D Gel

100 kDa

Molmasse

4 Isoel ektrischer Punkt 7

Metabolisches Potenzial



100 Jahre nach Gibbs — Thermodynamik in der Systembiologie

Beispiel: Potenzial einer Zelle

(@) AE> B (e) F+KES>H+E (K) FESG
(b) B&>C () H+D &> E+F m — G&SL
(c) C€>D Q) AESE
(d) C+DE>F+K  (h) ECSF+G
Route > Y, ,» (mol-L/mol-A)
[2(-g),3a,3b,2¢,d,e,f k,m] AL 1
[3a,3b,2¢,d,e,f,3k,5m, 2h] 3AS>5L 1.67

Welche Route, welcher Ertrag Valals

Example taken from: Stephanopoulos GA, Aristidou AA, Nielsen J (1998) Metabolic Engineering Academic Press



100 Jahre nach Gibbs — Thermodynamik in der Systembiologie
Metabolische Sequenz:A-> B > C

N
0" ,~
Einschrankung durch den II. HS: ARG =A,G" + RT In | I C"<0
i=I

Konzentrationsgradienten bestimmen ob eine Route thermodynamisch erlaubt ist!

ARG®1 <0 ARG®, <0 ,
ROU 1 ROU 2 ARG°1 <0 .
ARG®2>0
Fall:C
ARGO'Z <0 ARG°1 >0 ARGO'z >0
ARG®1>0




100 Jahre nach Gibbs — Thermodynamik in der Systembiologie

Welcher Konzentrationsgradient erfullt den 2. HS flr eine gegebene Route?

C, ]
ln Cmin
rxodeiife ' .
. A GO metabolites min f; = l
Hy=h+ Zwif Sy with h;= — ZV,-j Ci and In C"mfx
3 R T - C mln

Geaktion j erIau@ / Keine Aussage\

<0
>0

<0 H
<0 H

\ j, max / & j, max

j, min j, min

Mavrovouniotis (1993) ISMB-3
Mavrovouniotis (1996) Chem. Eng. Sci. (51)



100 Jahre nach Gibbs — Thermodynamik in der Systembiologie

Beispiel: Milchsaure-Fermentation

DHAP

NADH + H*

NAD*

ARG (kJ mol1) H.i- H. ..
R1
R2
R3
R4
R5
R6
R7
R8
R9

R10 [81:38
R11 [:2540

0.014 < C, < 5 mM



DETERMINING AG?” FROM GROUP CONTRIBUTIONS

or —
AG!

Y

P, and P, for many

groups are tabulated
(Mavroviounotis, 1991)

Simplification for biochemical reactions:

A-B

AGY

AfG g - AfG (X

AG" =

j; (nj,B - nj,A) * P,




Taken from: von Stockar, Thermodynamics in Biochemical Engineering, Miirren, 2005

Calculation of AG? for alcohol
dehydrogenase rxn

CH; --CHZ--OHm E’CH3--CH O

NAD* NADH
ou AGY AGY o N° of contri-
IO | (kJmol") | (kdmol!) | 7| ocourences | bution
H* -39.7 1 -39.7
Eﬁgﬁ' 19.8 1 19.8
-CH, 35.6 0 0
-CH, - 7.1 -1 7.1
-OH -119.7 -1 119.7
CH=0 724 1 -12.4
Total 20.2




Thermodynamik fiir die Okologie

Beispiel aus der

Umwelttechnik

Abbau organischer Abfalle



AG<0 Triebkraft Symbiose
- Anaerober Interspezies Wasserstoff - Transfer

{ polymere Substrate }
(

Kohlenhydrate, Proteine usw.)

Hydrolyse
Exo-enzyme
accharide, Aminosauren us

- 1 \ \ Acidogenese

Lactobac., Propionibac., Clostr.

9rg. Acetat Alkohole|| co Enterobac., Escherichia sp. etc
Sauren 2
\>4 1 /A/ Acetogenese

e.g. Syntrophobacter, Syntrophomonas
Acetat

l, Methanogenese
e.g. Methanosarcina barkeri
Methan

Losliche Fragmente
S W.




b gl

Azetogenese
C,HO, +2H,0—>2CH,0, +H" +2H, A.G° =48.1kJ

C,H.0, +3H,0 »C,H,0, +HCO, +H" +3H, A G’ =76.1kJ

= Methanogenese
| C,H,0, +H" »CH,+CO, AG®=-285kJ
CO,+4H, >CH, +2H,0 A G°’=-139.9kJ
. e

— CH

r r r



Ein thermodynamisches Lebensfenster oder

Elner braUCht den Anderen ' -Seitzet al. (1990) Arch Microbiol. (155)

Wu et al. (1993) Arch Microbiol. (159)
Miiller (1997) PhD thesis RWTH Aachen

Annahmen:

[C,H,O,]=1mM
[C,H.O,]=1mM
[HCO,]=50mM

Optimum [H,]:
AI‘G'acetO = AI‘G'
— [H2 ]apl. = 10_4 bar

methano

= Schnittpunkte




-
=

Ln

Gibbs frea ane
B R 2 2 &

@

ergy TEAPs (llimol H)
—

Goethit = aFe3*O(OH)

Lepidocrocite
= yFe3*O(OH)

SO;” +2H" +4H, — H,S+4H,0



Kleines Pepetitorium:

» Was kennzeichnet die Thermodynamik mikrobieller Produkte und

Stoffwandlungen?

» Klassifiziere die Vielfalt mikrobiellen Lebens aus thermodynamischer Sicht.

» Beeinflussen der Aggregatzustand aufgenommener oder abgegebener

Stoffe bzw. Nebenreaktionen die Triebkrafte mikrobiellen Wachstums?

» Welche Aussagen kann die Systembiologie aus thermodynamischen

Analysen erwarten?
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